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RESUMO

A busca pela estética do sorriso impulsiona a procura por diferentes métodos de
clareamento dental. Produtos de baixo custo e de venda livre, como dentifricios
com diferentes concentracdes de perédxido de hidrogénio (PH), sdo frequentemente
langcados no mercado com a promessa de proporcionar um clareamento dental
eficaz. O objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da utilizacdo de dentifricios
clareadores contento diferentes concentracdes de PH, submetidos a escovacao
simulada in vitro, quanto a penetracao de peréxido de hidrogénio na camara pulpar
e mudanca de cor em dentes humanos. Além disso, foram avaliadas as
propriedades fisico-quimicas dos produtos de concentracdo inicial de PH, pH e
viscosidade. Quarenta e nove pré-molares foram aleatorizados em sete grupos (n
= 7). sem tratamento (controle); gel clareador (White Class 6%, 6%BG) com uma
Unica aplicacdo de 90 minutos (6%BG AH 90min) e 14 aplicacdes de 90 minutos
cada (6%BG AH 14x90min), dentifricios clareadores (Colgate Luminous White
Glow 3%, 3%TP; Crest 3D White Brilliance 4%, 4%TP; Colgate Optic White Pro
Series 5%, 5%TP) e o0 gel (6%BG TB 14x90s) escovados 14 vezes durante 90
segundos cada (21min). A penetracdo do PH na camara pulpar foi medida por
espectrofotometro UV-VIS e convertida em concentragdo equivalente (ug/mL). A
mudanca de cor foi avaliada com um espectrofotdmetro digital (AEab, AEoco € AWIp).
A concentracgdo inicial, pH e viscosidade foram medidos por titulacdo com agente
oxidante permanganato de potassio, pHmetro digital e rebmetro de cisalhamento
controlado, respectivamente. A analise estatistica foi realizada utilizando ANOVA
unidirecional, teste de Tukey e teste de Dunnett (a = 0,05). Os grupos 6%BG
(14x90min) e 4%TP apresentaram pH acido e maiores concentracdes de PH na
camara pulpar em comparacdo com os demais grupos (p < 0,05). Por outro lado,
0s grupos 3%TP e 5%TP demonstraram pH alcalino, maior viscosidade entre os
dentifricios e concentragbes mais baixas de PH na camara pulpar (p < 0,05). O
grupo 6%BG AH (14x90min) exibiu maior alteracao de cor (AEab, AEoco € AWIp) (p
<0,05). Os resultados da concentra¢gédo de PH e mudanca de cor de 6%BG variam
de acordo com a aplicagcéo. A aplicacdo de um dentifricio clareador com pH acido

resultou na maior penetracédo de PH na camara pulpar. No entanto, mesmo quando



um dentifricio com PH de alta concentracdo foi empregado, constatou-se um menor

efeito clareador em comparacédo com um clareamento caseiro de duas semanas.

Palavras-chave: Dentifricios; Peréxido de Hidrogénio; Permeabilidade Dentéria;

Clareamento Dental.



ABSTRACT

The desire of smile aesthetics has encouraged individuals to look for different
methods of tooth bleaching. Low-cost over-the-counter products, such as
toothpaste with varying concentrations of hydrogen peroxide (HP), are often
introduced to the market with the promise of providing effective tooth whitening. The
aim of this study was to evaluate the efficacy of using whitening toothpaste
containing different concentrations of HP in penetrating the pulp chamber and
causing color change in human teeth. Additionally, the physicochemical properties
of initial HP concentration, pH, and viscosity were assessed. Forty-nine premolars
were randomized into seven groups (n = 7): no treatment (control); whitening gel
(White Class 6%, 6%BG) evaluated with a single application of 90 minutes (6%BG
AH 90min) and 14 applications of 90 minutes each (6%BG AH 14x90min); whitening
toothpastes (Colgate Luminous White Glow 3%, 3%TP; Crest 3D White Brilliance
4%, 4%TP; Colgate Optic White Pro Series 5%, 5%TP); and the gel (6%BG TB
14x90s) brushed 14 times for 90 seconds each. The penetration of HP into the pulp
chamber was measured by UV-VIS spectrophotometer and converted into
equivalent concentration (ug/mL). Color change was assessed with a digital
spectrophotometer (AEab, AEoo, and AWIp). Initial concentration, pH, and viscosity
were measured by titration with potassium permanganate oxidizing agent, digital pH
meter, and controlled shear rheometer, respectively. Statistical analysis was
performed using one-way ANOVA, Tukey's test, and Dunnett's test (a = 0.05). The
6%BG (14x90min) and 4%TP groups showed acidic pH and higher HP
concentration in the pulp chamber compared to the other groups (p < 0.05). On the
other hand, the 3%TP and 5%TP groups exhibited alkaline pH, higher viscosity
among the toothpastes, and lower HP concentrations in the pulp chamber (p < 0.05).
The 6%BG AH (14x90min) group exhibited the greatest color change (AEab, AEoo,
and AWIp) (p < 0.05). The results of HP concentration and color change of 6%BG
varied according to the application. The application of an acidic pH whitening
toothpaste resulted in higher penetration of HP into the pulp chamber. However,
even when a high concentrated HP whitening toothpaste was used, a lower
whitening effect was observed when

compared to a two-week at-home bleaching.



Keywords: Dentifrices; Hydrogen peroxide; Dental enamel permeability; Tooth

Bleaching.
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5%TP
6%BG
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CIEDE 2000
CIELAB
cm

AEoo
AEab
AWIlp
B

min
mL
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Mol
nm
oTC
Pa.s
PC
PH

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Dentifricio Colgate Luminous White Glow
Dentifricio Crest 3D White Brilliance
Dentifricio Colgate Optic White Pro Series
Gel clareador White Class 6%

Eixo cromatico vermelho-verde
Analise de Variancia

Limiar de aceitabilidade

Eixo cromatico azul-amarelo
Clareamento caseiro

Formula de diferenca de cores CIE 2000
Modelo colorimétrico La*b*
Centimetro (s)

Variagao de cor CIEDEOO

Variacéo de cor CIELAB

Variacéo de indice de brancura
Escovacdo simulada

Grama (S)

Hora (s)

Quilovoltagem de pico

Litro (s)

Luminosidade

Milimpére (s)

Miligrama (S)

Minuto (s)

Mililitro (s)

Milimetro (s)

Mol

Nanbémetro

over-the-counter

Pascal-segundo

Peroxido de carbamida

Peréxido de hidrogénio
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pH
PT

TALE
TCLE
ML

Mg
UEPG
UFPB
UV-VIS
WiIp

Potencial hidrogenidnico

Limiar de perceptibilidade

Segundo (s)

Termo de Assentimento Livre e Esclarecido
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Microlitro (s)

Micrograma (s)

Universidade Estadual de Ponta Grossa
Universidade Federal da Paraiba
Ultravioleta-visivel

Whiteness Index for Dentistry (indice de Brancura para Odontologia)
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1. INTRODUCAO

Nos ultimos anos, a busca pela estética do sorriso tem incentivado a
populacdo a procurar diferentes métodos de clareamento dental. Essa tendéncia é
frequentemente associada a um impacto positivo na qualidade de vida dos
pacientes (Kothari et al., 2019; Goettems et al., 2021; Pereira et al., 2022).
Destacam-se o0 clareamento em consultério, quando o profissional geralmente
utiliza concentracdes elevadas de perdxido de hidrogénio (PH) (até 40%) (de Geus
et al., 2016) e o clareamento caseiro, quando o paciente em casa, sob supervisdo
do dentista, utiliza géis de baixa concentracdo de PH (até 10%) ou perdxido de
carbamida (PC) (até 22%) em moldeiras personalizados (de Geus et al., 2016;
Meireles et al., 2022).

Devido a crescente demanda por alternativas de baixo custo e acessiveis
para o clareamento dental, a industria lanca anualmente novos produtos de venda
livre autodenominados clareadores. Esses produtos sdo conhecidos como produtos
over-the-counter por serem comercializados sem a necessidade de receita médica
ou qualquer intervencdo do cirurgido-dentista. Incluem-se nessa categoria fitas
clareadoras, enxaguatérios bucais, géis, vernizes, bem como dentifricios
clareadores, amplamente disponiveis para o publico através de supermercados,
farmécias e plataformas de comércio eletrénico (Naidu et al., 2020; Jamwal et al.,
2022).

Os dentifricios clareadores séo os produtos clareadores de venda livre mais
comuns no mercado e, consequentemente, mais utilizados pela populacédo (Naidu
et al.,, 2020). A formulacdo desses dentifricios geralmente contém particulas
abrasivas, como silica hidratada, carbonato de célcio, alumina e carvao ativado,
gue auxiliam na remocdo de manchas extrinsecas (Jamwal et al., 2022). Além
disso, alguns dentifricios clareadores podem conter agentes oxidantes como PH,
que agem removendo manchas intrinsecas, quebrando moléculas de pigmento
organico presentes na dentina (Epple et al., 2019). Certas caracteristicas fisico-
quimicas dos dentifricios podem influenciar a liberacdo do PH, como uma maior
acidez ou menor viscosidade do produto (Aspinall et al., 2021).

No inicio, concentracdes mais baixas de PH (até 2%) eram adicionadas em
dentifricios clareadores e, geralmente, nenhum resultado significativo de

clareamento era observado in vitro em comparacao com dentifricios convencionais
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(Hazar et al., 2022; Lima et al., 2023; Sugai et al., 2023). Portanto, tendo em conta
gue a concentracdo minima de PH utilizada em géis de clareamento caseiro, varios
fabricantes lancaram no mercado dentifricios clareadores com altas concentragcfes
de PH (até 5%). No entanto, concentragdes entre 3,5% e 5,5% de PH, séo frequente
associadas a manifestacdo de efeitos adversos, sendo a sensibilidade dentaria o
mais comum (Luque-Martinez et al., 2016; de Geus et al., 2018).

A sensibilidade dentéria € uma consequéncia da penetracdo do PH através
do esmalte e da dentina, atingindo a camara pulpar. Logo, pode desencadear um
estresse oxidativo nas células da polpa, estimulando a liberacdo de mediadores
inflamatorios. Como resultado, esse processo leva a inflamagéo do nervo dental e
pulpites, causando desconforto (Markowitz et al., 2010; Silva-costa et al., 2018).
Dado que esses dentifricios clareadores sédo frequentemente utilizados por pessoas
sem diagnaostico ou supervisao profissional (Devila et al., 2020), torna-se importante
avaliar a quantidade de PH presente na camara pulpar, assim como a eficacia de
clareamento dos dentifricios contendo até 5% de PH quando submetidos a
escovacdo simulada. Isso se deve ao fato de que, até onde os autores tém
conhecimento, nenhum estudo in vitro anterior foi conduzido para investigar essas
hipoéteses.

Diante disso, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficicia da utilizacéo de
dentifricios clareadores com diferentes concentracdes de PH, submetidos a
escovacao simulada in vitro, quanto a penetracado de perdxido de hidrogénio na
camara pulpar e alteracdo de cor em dentes humanos. Além disso, foram avaliadas
as propriedades fisico-quimicas dos dentifricios clareadores, como concentracéo
de PH, pH e viscosidade. As hipéteses testadas foram que a escovagdo com
dentifricios contendo diferentes concentracbes de PH n&o resultaria em (1)

penetracdo de perdxido na camara pulpar ou (2) mudanca de cor.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1 Clareamento dental

A insatisfacdo com a aparéncia e cor dos dentes € comum entre a
populacdo e esta associada a um desejo por tratamentos que melhorem a estética
dental (Kothari et al., 2019). Nesse contexto, o clareamento dental se destaca como
tratamento de escolha para a descoloracdo dentaria e tem se mostrado seguro e
eficaz quando supervisionado pelo dentista (Goettems et al., 2021). O clareamento
dental, além de melhorar a satisfacdo do paciente com sua aparéncia, apresenta
um impacto positivo na autoestima e qualidade de vida do paciente (Bonafé et al.,
2021; Pereira et al., 2022).

O sucesso dos procedimentos de clareamento depende principalmente do
diagnéstico da origem da alteracdo de cor, classificada como extrinseca ou
intrinseca (Kwon; Wertz 2015). Os manchamento extrinsecos referem-se a
pigmentacdo na superficie ou entre o dente e a pelicula adquirida, resultante da
acado de substancias cromdgenas (Carey et al., 2014). A ingestdo frequente de
alimentos e bebidas pigmentadas, o uso de medicamentos com corantes, o
tabagismo e o0 uso de enxaguantes bucais contendo clorexidina sao alguns dos
responsaveis pela deposicdo de cromégenos na superficie dentaria (Joiner 2017,
De Geus et al. 2017). Os manchamentos extrinsecos, ha maioria das vezes, podem
ser removidos de forma eficaz através das acdes abrasivas e de polimento da
profilaxia dentéria e, em certa medida, podem ser controladas pelo uso regular de
um dentifricio de alta qualidade (Kwon; Wertz 2015; Joiner et al., 2017).

As descoloracgdes intrinsecas nos dentes ocorrem devido a alteragdes na
composicdo estrutural ou espessura dos tecidos dentarios, e podem ser
desencadeadas por fatores sistémicos ou locais (Alkahtani et al., 2020). Fatores
sistémicos incluem desordens metabolicas durante o desenvolvimento dental e
efeitos adversos ao uso de certos medicamentos, como a tetraciclina e fltor,
enquanto fatores locais envolvem traumas que levam a necrose pulpar e
hemorragia intrapulpar, além do envelhecimento natural dos dentes, este ultimo a
principal causa de descoloracéo dentaria (Kwon et al., 2015; Algahtani et al., 2014).
Identificar a causa da descoloragcdo permite aos dentistas propor um tratamento
individualizado, sendo o clareamento dental frequentemente recomendado (Carey
et al., 2014).
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A técnica de clareamento dental emprega um agente clareador a base de
PH, um liquido incolor ligeiramente mais viscoso que a agua e com alto potencial
oxidativo (Algahtani, 2014). O PH, devido ao seu baixo peso molecular, penetra na
superficie dentéria, liberando moléculas de oxigénio reativas e anions de PH, que
quebram as ligacdes duplas dos compostos organicos e inorganicos na dentina
(Eimar et al., 2012). Por meio da maior dispersdo da luz e pela modificacdo do
indice de refragédo da dentina, ela fica mais branca e opaca, dando aos dentes um
aspecto clareado (Kwon et al., 2015). Em meio alcalino, a dissociacdo do PH em
radicais livres é maior, uma vez que o PH apresentar constante de acidez (pKa) de
aproximadamente 11,6 (Dahl; Pallesen, 2003). Comercialmente, o PH € usado em
concentracdes que variam de 4% a 40% (de Geus et al., 2016).

O PC é um sdlido cristalino branco que, ao entrar em contato com a agua,
libera oxigénio. As concentracfes para clareamento variam de 10% a 38% (de
Geus et al., 2016). Sua taxa de degradacéo é mais lenta que a do PH e requer um
tempo mais prolongado de contato com o tecido dentario (Carey et al., 2014). Uma
solugcéo de PC a 10% se decompde em 3,6% de PH e 6,4% de ureia. O PH age
como agente oxidante, enquanto a ureia se decompde em amoénia e didéxido de
carbono, aumentando o pH da solucdo (Barcellos et al., 2011). Em um meio
alcalino, a formacédo de radicais livres é mais rapida do que em um meio acido,
devido & menor quantidade de energia necessaria (Kwon et al., 2015).

O clareamento de dentes vitais € realizado por meio de duas técnicas
principais: o clareamento de consultério e 0 clareamento caseiro supervisionado
(de Geus et al.,, 2016). No clareamento de consultério, realizado na cadeira
odontoldgico, géis clareadores com concentracdes mais altas (PC 20-40%; PH 37-
38%) sao utilizados com tempo de aplicacdo reduzido, resultando em resultados
mais rapidos. Contudo, essa técnica tende a ser mais dispendiosa e apresenta
maior probabilidade de causar sensibilidade dental (He et al.,, 2012). No
clareamento caseiro supervisionado, o paciente aplica o gel clareador em moldeiras
personalizadas, com concentracdes inferiores (PH 3,5-10%; PC 10-22%) e tempo
de aplicacdo mais longo (de Geus et al., 2016). Embora essa técnica leve mais
tempo para obter resultados, € associado a um menor custo e a uma incidéncia
reduzida de efeitos colaterais. Em ensaio clinico randomizado, na qual foi utilizado

um gel com 6% de PH em moldeiras personalizadas por uma hora diaria durante
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uma semana, observou-se mudanca de cor perceptivel e uma incidéncia de
sensibilidade de 10% (Pinto et al., 2017).

2.2 Produtos clareadores de venda livre (over-the-counter)

Uma alternativa ao clareamento realizado sob supervisdo profissional € a
utilizacdo de produtos de venda livre (over-the-counter, OTC) contendo agentes
clareadores em baixas concentracdes, com propriedades de clareamento ou
branqueamento (Naidu et al., 2020). Os OTC surgiram nos Estados Unidos no inicio
dos anos 2000, oferecendo uma alternativa mais acessivel para tratar a
descoloracéo dentaria (Demarco; Meireles; Masotti, 2009). Eles estéo disponiveis
em diferentes formatos, como tiras clareadoras, geéis, vernizes, enxaguantes,
moldeiras pré-preenchidas ou dentifricios clareadores, e podem ser adquiridos
facilmente em farmécias, supermercados e pela internet (Naidu et al., 2020).

A disponibilidade desses produtos para o publico varia dependendo do pais
e da autoridade reguladora. A American Dental Association (ADA) adverte contra o
uso excessivo de produtos de acédo tépica com PH em concentracdes superiores a
3%, devido ao risco de danos aos tecidos bucais (Hoic et al., 2004). Na Uniao
Europeia, a venda de produtos com concentracdes de PH acima de 0,1% é proibida
(Cosmetic Products Regulation, 2022). Apesar dessas restricdes, em muitos paises
os OTC ndo exigem aprovacdo das agéncias reguladoras de saude, ao serem
considerados cosméticos, sendo amplamente disponiveis (Freitas et al., 2021).

O uso incorreto de tratamentos de clareamento caseiro pode causar danos
devido a falta de compreensao sobre a etiologia do manchamento dentario. Isso
pode resultar em desgaste excessivo dos tecidos dentarios (Brooks et al., 2017;
Franco et al., 2020) e alteragBes na microdureza e rugosidade da superficie de
esmalte (Barbieri et al., 2011; Yildririm et al., 2022), devido a alta abrasividade dos
produtos (Devila et al., 2020). Irritacdo nos tecidos periodontais também pode
ocorrer com 0 uso inadequado (Brooks et al., 2017; da Rosa et al., 2020). Além
disso, a efichcia da maioria dos produtos clareadores de venda livre é

frequentemente questionada (Epple et al., 2019; Freitas et al., 2021).
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2.3 Dentifricios clareadores

Os dentifricios clareadores contém uma quantidade maior de abrasivos do
que os dentifricios convencionais, variando em tamanho, morfologia e dureza das
particulas (Epple et al., 2019). Dessa forma, € possivel alcancar uma abraséo das
manchas extrinsecas quando combinadas com as cerdas da escova (Lippert et al.,
2013; Buelo et al., 2016; Epple et al., 2019). Entre os abrasivos mais comuns estao
a silica hidratada, carbonato de calcio, alumina, e mais modernamente, o carvao
ativado (Janwal et al., 2023; Basheer et al., 2023; Lima et al., 2023).

Agentes quimicos de antirredeposi¢cdo, como pirofosfatos e trimetafosfato
de sddio, sdo comumente utilizados em dentifricios clareadores para prevenir a
deposicado de cromoforos e o acumulo de calculo (Terezhalmy et al., 2007; Epple
et al., 2019). Além disso, corantes como o blue covarine podem ser encontrados
em alguns dentifricios, os quais, quando aderem ao dente ap0s a escovacao,
podem causar uma alteracdo na cor refletida do amarelo para a regiao azul,
resultando em uma aparéncia do sorriso mais clara (Vaz et al., 2019). No entanto,
em um ensaio clinico randomizado, o uso por duas semanas do dentifricio a base
de silica e blue covarine ndo demonstrou eficacia de clareamento quando
comparado ao clareamento caseiro supervisionado e dentifricios comuns (Meireles
et al., 2021). Outra abordagem investigada sdo as enzimas, como a papaina e a
bromelina, que apresentam potencial como agentes clareadores devido a sua
capacidade de degradar seletivamente proteinas. Apesar disso, os resultados
clinicos dessas enzimas como agentes clareadores sdo variados (Kalyana et al.,
2010).

No mercado, também estdo disponiveis dentifricios clareadores que
contém PH como ingrediente ativo. Estudos in vitro (Jurema et al., 2018; Shamel et
al., 2019; Aydin et al., 2022; Lima et al., 2023) observaram que a incluséo de até
1,0% de PH na composicdo de dentifricios promoveu mudancas de cor
semelhantes aos dentifricios ndo clareadores, o que foi justificado por uma
composicado semelhante de abrasivos e baixa concentracdo de PH. Jurema et al.
(2018) testou dentifricios submetidos a escovacdo simulada por duas semanas,
obtendo resultados semelhantes de modificacdo de cor entre o grupo sem PH e 0
grupo com 1% de PH, respectivamente 5,35 e 5,71 na escala AEoo. A baixa eficacia
oxidante do PH nessas formulagcbes pode estar relacionada a sua baixa

concentracédo, a instabilidade em formula¢gbes aquosas, ao curto tempo de contato
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aos dentes durante a escovacao e a diluicdo adicional pela saliva (Lippert et al.,
2013).

Ensaios clinicos também investigaram o efeito do clareamento apds o uso
de dentifricios com até 1% de PH, com resultados contraditérios (Horn et al., 2014;
Pintado-Palomino et al., 2016; Roselino et al.,, 2018; Vladislavic et al., 2022).
Pintado-Palomino et al.,, (2016) e Vladislavic et al., (2022) observaram um
clareamento perceptivel apés 28 e 60 dias de uso, respectivamente, embora o
primeiro ensaio tenha demonstrado uma mudanca de cor semelhante a escovacao
com dentifricio regular (Kiyura et al., 2021). Por outro lado, Roselino et al., (2018)
e Horn et al., (2014) ndo detectaram mudancas perceptiveis na cor dos dentes apds
7 e 15 dias de uso, respectivamente. Essa variagcdo nos resultados pode ser
atribuida ao periodo mais longo de uso do dentifricio nos estudos que alcangaram
melhor eficacia clareadora (Pintado-Palomino et al., 2016; Roselino et al., 2018).
Embora os dentifricios clareadores possam ajudar a prevenir manchas extrinsecas
nos dentes, a eficacia do clareamento obtido parece néo ser clinicamente relevante
(Epple et al., 2019).

2.4 Permeabilidade dos tecidos dentarios ao peréxido de hidrogénio

Os tecidos dentais atuam como membranas semipermeaveis para a
difusdo de diferentes fluidos. Os agentes clareadores, ao serem sollveis em agua,
apresentam passagem facilitada pelos espacos interprismaticos e tubulos
dentinarios (Kwon et al., 2012). Essa difusdo é dependente da area de superficie
do dente e da concentracdo do produto utilizado. Estudos demonstram que o PH
alcanca rapidamente o tecido pulpar, em torno de 15 minutos apés a aplicacdo do
gel clareador em esmalte (Cooper et al., 1992).

A primeira quantificagéo de PH na camara pulpar foi conduzida por estudo
de Bowles e Ugwuneri (1987). Nesse estudo dentes extraidos foram expostos a
30% de PH e uma medigéo espectrofotométrica da quantidade de PH na camara
pulpar foi observada por método analitico sensivel e preciso baseado no uso de
solugdes de leucocristal violeta e peroxidase de rabano. Desde entdo, varias
pesquisas foram realizadas para investigar os fatores que podem influenciar essa
penetracdo (Briso et al., 2014; Cavalli et al., 2017; Parreiras et al., 2020; Loguercio
et al., 2022; Silva et al., 2023; Favoreto et al., 2024).
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Observou-se nos estudos, de forma geral, que a penetracdo de PH foi
potencializada por fatores como, concentracdes elevadas do peroxido (Paulo et al.,
2010; Berger et al., 2013), aplicacao prolongada dos produtos (Kwon et al., 2012;
Marson et al., 2015), aumento de temperatura (Rotstein et al., 1991), acidez do gel
clareador (Acuna et al., 2019), presenca de restauracdes (Patri et al., 2013; Cavalli
etal., 2017) e ativacdo por luz (Parreiras et al., 2014). Outras alteracbes anatdbmicas
como, menor espessura dentinaria (Camargo et al., 2007), maior abertura dos
tubulos dentinarios em dentes jovens (Camps et al., 2007) e esmalte com
microfraturas ou desmineralizado (Briso et al., 2015), também elevam a penetracao
do PH na camara pulpar.

A difuséo do PH permanece constante ao longo de um periodo prolongado
do gel clareador, mesmo quando o material ndo é reposto (Kwon et al., 2013;
Marson et al., 2015). Além disso, a penetracdo do PH é reduzida quando o gel de
clareamento de alta concentracao € aplicado com uma ponta de pincel, sem afetar
a eficacia do clareamento (Bernardi et al., 2022). Portanto, ndo parece haver
correlagdo entre a quantidade de PH encontrada na camara pulpar e a eficacia do
clareamento, como indicado em diferentes estudos (Acufa et al., 2019; Loguercio
et al., 2021; Bernardi et al., 2022; Silva et al., 2023).

Embora os estudos sobre a penetracdo de PH na camara pulpar, em sua
maioria, ndo repliquem totalmente a situacdo na cavidade oral, pela auséncia de
presséao pulpar positiva nos dentes vitais, € importante considerar esses resultados
como um alerta para melhor abordagem clinica para reducéo de efeitos colaterais,
especialmente para pacientes com histoérico de hipersensibilidade prévia (Borges
et al., 2014; Kwon et al., 2015). Ensaios clinicos randomizados sdo necessarios
para comprovacao dos achados dos estudos in vitro.

2.5 Métodos de avaliagdo da eficacia de clareamento dental

O espaco de cor CIELAB foi introduzido em 1976 para uma interpretagéo
precisa da percepcéo de cor, definindo cores em trés dimensdes: luminosidade,
matiz e croma. O valor L* representa a luminosidade em uma escala de 0 (preto) a
100 (branco), o eixo a* varia de verde a vermelho e o eixo b* varia de azul a
amarelo. A formula AE*a= [(AL*)*+(Aa*)*+(Ab*)?]2 é utilizada para observar a

mudanca de cor apos os diferentes tratamentos clareadores (LJCR, 1978).
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Outras formulas foram desenvolvidas, como CIEDE2000 (AEoo), que se
propde a melhorar a correlacéo entre a diferenca de cor mensurada e percebida do
sistema CIELAB, utilizando os conceitos de croma e matiz através da seguinte
equacao (Paravina et al., 2015).

;2 ;2 ;2 , , 11/2
(AL)_I_(AC)_I_(AH)_I_R (AC)(AH)
K.S, K.S, Ky Sy T\K.S:) \KySy

Além disso, foi criado um novo indice de brancura para odontologia,

AEOO =

chamado de Whiteness Index for Dentistry (WIp), com base no espaco CIELAB.
Esse indice € calculado como uma formulacéo linear simples derivado das trés
coordenadas cromaticas: Wip = 0,511L* - 2,324a* - 1,100b*, e quanto maior o seu
valor, maior a brancura do dente (Pérez et al., 2016). Experimentos in vitro e clinicos
comprovaram que o WIip apresenta melhor desempenho em relacdo aos demais
indices de brancura e ao sistema CIELAB, destacando-se pela sua correlacdo
aprimorada com os dados de percepc¢do visual do clareamento dental (Pérez et al.,
2016).

Existem dois principais limiares visuais utilizados para avaliar diferencas de
cor: o limiar de perceptibilidade (PT) e o limiar de aceitabilidade (AT). O limiar de
perceptibilidade refere-se a menor mudanca de cor que uma pessoa é capaz de
detectar visualmente. Por outro lado, o limiar de aceitabilidade indica até que ponto
uma mudanca de cor € considerada aceitavel pelo observador, ou seja, se a
diferenca é percebida, mas ndo causa desconforto ou insatisfacao visual (Paravina
et al., 2015). Perceber uma diferenca na cor e se essa diferenca € aceitavel é de
suma importancia, e tem sido utilizado no controle de qualidade e orientacdo na
escolha de materiais dentarios, assim como na avaliagdo do seu desempenho

clinico (Paravina et al., 2015).

2.6 Efeitos do pH e da viscosidade dos agentes de clareamento

O clareamento dental pode causar sensibilidade dentaria devido a resposta
inflamatoria reversivel da polpa ao contato com os radicais livres liberados pelo PH
(Costa et al., 2010). Esses radicais induzem a liberacdo de mediadores
inflamatorios que sensibilizam os nociceptores pulpares, causando dor (Soares et
al., 2014). Essa sensibilidade geralmente ocorre durante o tratamento e pode
persistir por até 24 horas, sendo de intensidade leve a moderada e transitoria (De
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Paula et al., 2015). A técnica de clareamento e o pH do agente clareador sdo fatores
determinantes na intensidade da sensibilidade. Em estudo in vitro, o agente
clareador com pH 5,1 apresentou a maior concentracao de PH na camara pulpar (p
< 0,001) e maiores alteracdes morfolégicas na superficie de esmalte (Acuna et al.,
2019). Estudos clinicos demonstraram que agentes clareadores com pH acido tém
um maior risco de causar sensibilidade em comparacdo com agentes de pH neutro
(Kossatz et al., 2012; Basting et al., 2012; Reis et al., 2013). E em um estudo clinico
randomizado que comparou 0 mesmo agente clareador com diferentes niveis de
acidez (pH 2,2 e pH 7,0), foi observado que o produto com pH acido teve um risco
absoluto de sensibilidade de 50% (IC 95%: 37 a 63%), enquanto o produto de pH
neutro apresentou um risco de 28% (IC 95%: 18 a 41%) (Loguercio et al., 2017).

A maioria dos géis de clareamento de consultério tem um pH baixo para
prolongar sua vida util (Majeed et al., 2011), o que pode causar a desmineralizacao
(Attin et al., 2009) do esmalte e alteracdes na composi¢do quimica, morfologia e
propriedades mecanicas da estrutura dentaria (As et al., 2013; Xu et al., 2011).
Além disso, a eficicia do clareamento com PH aumenta conforme o pH do gel é
elevado, devido a sua constante de dissociacdo (Torres et al., 2014). Ainda nao
foram realizados estudos sobre a eficacia do PH presente nos dentifricios de acordo
com seu nivel de acidez.

Outra caracteristica fisico-quimica que afeta a liberacdo do PH dos
produtos € a viscosidade. Nos géis de clareamento caseiro, € comum 0 aumento
da viscosidade pela adicdo de espessantes, como o carbopol, que reduzem o
escoamento e melhoram a adesao a superficie dos dentes, além de estabilizarem
a formulacdo do gel (Torres et al.,, 2022). Isso resulta em uma aplicacdo mais
controlada do gel nos dentes, mas também significa que as moléculas de PH
requerem mais tempo para serem liberadas (Favoreto et al., 2023).

A viscosidade dos dentifricios é crucial, pois influencia sua capacidade de
permanecer na escova durante a escovacao e de se espalhar uniformemente sobre
os dentes (Ahuja; Potanin, 2018). Os dentifricios sdo produtos viscoelasticos e essa
viscosidade € alcancada com a presenca de agentes espessantes na composicao,
como goma xantana, silica coloidal e carboximetilcelulose (Ahuja; Potanin, 2018).
Nas dentifricios com PH em sua composi¢cdo, a viscosidade pode dificultar a
liberacdo do agente clareador.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a eficacia da utilizacdo de dentifricios clareadores com diferentes

concentracbes de peroxido de hidrogénio, submetidos a escovacao simulada in

vitro, quanto a penetracdo de peréxido de hidrogénio na camara pulpar e alteracéo

de cor em dentes humanos.

3.2 Objetivos Especificos

Quantificar a penetracéo do peroxido de hidrogénio na camara pulpar de dentes
humanos submetidos a escovacéo simulada com dentifricios clareadores com
diferentes concentracdes de peroxido de hidrogénio (3, 4 e 5%);

Avaliar a mudanca de cor (CIELAB e CIEDE2000) de dentes humanos
submetidos a escovacao simulada com dentifricios clareadores com diferentes
concentracbes de peroxido de hidrogénio (3, 4 e 5%), através de
espectrofotometro digital;

Avaliar a alteracdo do grau de brancura (WIp) de dentes humanos submetidos
a escovacdo simulada com dentifricios clareadores com diferentes
concentracbes de peréxido de hidrogénio (3, 4 e 5%), através de
espectrofotdmetro digital;

Avaliar as propriedades fisico-quimicas de concentragao inicial do peréxido de
hidrogénio, pH e viscosidade dos dentifricios clareadores com diferentes

concentracfes de peroxido de hidrogénio (3, 4 e 5%).
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4. ARTIGO 1

O manuscrito a seguir foi submetido para publicagdo no periédico Journal of
Dentistry e aceito na data de 15/03/2024;

Effect of whitening toothpastes with different hydrogen peroxide
concentrations: penetration into the pulp chamber and color change

Laryssa Mylenna Madruga Barbosa, Taynara de Souza Carneiro, Michael Willian
Favoreto, Christiane Phillipini Ferreira Borges, Alessandra Reis, Alessandro D.

Loguercio, Sonia Saeger Meireles.

Abstract

Objectives: This study evaluated the efficacy of simulated brushing with
toothpastes containing different concentrations of hydrogen peroxide (HP) in pulp
chamber penetration and color change. Also, physical-chemical properties
(concentration, pH and viscosity) were evaluated.

Methods: Forty-nine premolars were divided into seven groups (n = 7): untreated
(control); whitening gel (White Class 6%, 6%BG) with one application of 90 min
(6%BG 90min) and 14 applications of 90 min (6%BG 14x90min); toothpastes
(Colgate Luminous White Glow 3%, 3%TP; Crest 3D White Brilliance 4%, 4%TP;
Colgate Optic White Pro Series 5%, 5%TP) and 6%BG toothbrushing for 14
applications of 90 s. HP penetration into the pulp chamber was measured through
UV-Vis spectrophotometry and color change with a spectrophotometer (AEab, AEoo,
and AWIp). Initial concentration, pH, and viscosity were also measured through
Titration, Digital pH-meter, and Rheometer, respectively. Statistical analysis used
one-way ANOVA and Tukey's test (a = 0.05).

Results: 6%BG (14x90min) and 4%TP groups showed acidic pH and higher
concentrations of HP in the pulp chamber compared to the other groups (p < 0.05).
On the other side, 3%TP and 5%TP groups showed alkaline pH, higher viscosity
between the toothpastes and lower HP penetration (p < 0.05). The 6%BG AH
(14x90min) group exhibited the most significant color change (AEab, AEoo, and
AWIp) (p < 0.05).

Conclusions: Brushing with whitening toothpaste with an acidic pH leads to greater

HP penetration into pulp chamber; but, even when a high concentrated HP
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whitening toothpaste was used, a lower whitening effect was observed when
compared to a two-week at-home bleaching.

Clinical Significance: Whitening toothpastes containing up to 5% hydrogen
peroxide produced lower whitening effect than two-week at-home bleaching.
Additionally, hydrogen peroxide was detected within the pulp chamber which can

potentially impact in tooth sensitivity.

Keywords: dental enamel permeability, color shade, hydrogen peroxide, toothpaste

Introduction

In recent years, the desire to whiten teeth has encouraged individuals to look
for different methods of tooth bleaching. This trend is often associated with the
improvement of patients' quality of life [1-3]. The most common tooth bleaching
techniques are carried out in-office, where the professional generally uses high
hydrogen peroxide (HP) concentrations (up to 40%) [4], or at-home by the patient,
under the supervision of the dentist, who indicates low-concentrated gels of HP (up
to 10%) or carbamide peroxide (up to 22%) in custom trays [4,5].

As both bleaching techniques needs a supervision of a dentist, usually in-
office and at-home bleaching are expensive esthetic procedures for patients [6].
Taking in mind the popularization of the bleaching procedures, the dental industry
is continually introducing different low-cost whitening treatments, known as over-
the-counter products, with the promise of delivering effective tooth whitening [7].
These products include a variety of items such as whitening strips, mouthwashes,
paintings, varnishes and gels, as well as whitening toothpastes, which are easily
accessible to the public through supermarkets, pharmacies, and e-commerce
platforms without the need for a prescription or dentists intervention [7,8].

Considering that, among all over-the-counter products, the only one that the
patient already uses is toothpaste, this would lead us to believe that toothpaste
whiteners are the most commonly used by the population when compared to other
over-the-counter products [7]. The formulation of whitening toothpastes generally
contains abrasive particles such as hydrated silica, calcium carbonate, alumina, and
activated charcoal, which help in removing extrinsic stains [8]. Additionally, more
recently, some whitening toothpastes may contain oxidizing agents such as HP,

which act by removing intrinsic stains by breaking down organic pigment molecules
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presentin dentin [9]. Physicochemical characteristics of toothpastes would influence
the release of HP, such as the acidity or viscosity of the product [10]. Compared to
the bleaching gel, more viscous and alkaline products would limit the effectiveness
of HP in breaking down organic pigments [11,12].

At the beginning, lower concentrations of HP (up to 2%) was added in
whitening toothpastes and, usually, no significant bleaching results were observed
in vitro when compared to non-whitening toothpaste [13-15]. Therefore, considering
that, the minimum concentration of HP used in at-home bleaching products (10-16%
carbamide peroxide = 3.5-5.5% HP), several manufacturers launched in the market
whitening toothpastes with high HP concentrations (up to 5%). However, in
concentrations range from 3.5-5.5% HP, it is common the occurrence and intensity
of adverse effects, the most common being tooth sensitivity [16].

Tooth sensitivity is a consequence of HP penetrating through the enamel
and dentin, reaching the pulp chamber. It triggers oxidative stress in pulp cells,
stimulating the release of inflammatory mediators. As a result, this process leads to
inflammation of the dental nerve and pulpitis, causing discomfort [17,18].
Considering that these whitening toothpastes are often used by individuals without
diagnosis or professional supervision [19], it seems important to evaluate the
amount of HP inside the pulp chamber, as well as the whitening efficacy of
toothpastes containing up to 5% HP when subjected to simulated toothbrushing.
This is mainly because, to the authors' knowledge, no previous in vitro studies have
been conducted to evaluate these hypotheses.

Thus, the aim of this study was to evaluate, in vitro, simulated toothbrushing
with dentifrices containing different concentrations of HP on human teeth in terms
of penetration into the pulp chamber and the whitening efficacy. Also, physical-
chemical properties (concentration, pH and viscosity) were evaluated. The
hypotheses tested were that brushing with toothpastes containing different HP
concentrations would not result in (1) penetration of peroxide into the pulp chamber
or (1) color change.

Materials and methods
Ethics statement and selection of teeth
This in vitro study was conducted according to the guidelines of the

Declaration of Helsink and approved by the Ethics Committees of the Federal
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University of Paraiba (protocol number, 6.171.974) and by the State University of
Ponta Grossa, as a collaborating institution (protocol number, 6.218.471). A total of
49 caries-free maxillary first premolars were obtained from the human teeth bank of
the local universities. The selection of teeth was carried out using a 10x
magnification microscope (Lambda LEB-3, ATTO instruments, Hong Kong, China).
Teeth with fractures or enamel defects were excluded. The selected teeth were
required to have a baseline Whiteness Index for Dentistry (WIp) [20] or 20 units or
smaller. The WIp was measured by taking the color parameters obtained with the
digital spectrophotometer Vita EasyShade (Vita Zahnfabrik, Bad Sackingen,
Germany). Finally, teeth with a buccal thickness less than 2.5 mm and greater than
3.5 mm through radiography (Timex 70C, Gnatus, Ribeirdo Preto, SP, Brazil), as
described in the specimen preparation section, were also excluded [21].

The selected teeth were randomly distributed into seven groups (n = 7)
according to the following variables: (1) bleaching agents: White Class 6% (6% HP,
FGM Dental Products, Joinville, SC, Brazil) as at-home bleaching gel and Colgate
Luminous White Glow (3% HP, Colgate-Palmolive Company, New York, NY, USA),
Crest 3D White Brilliance (4% HP, Procter and Gamble Co, Cincinnati, OH, USA)
and Colgate Optic White Pro Series (5% HP, Colgate-Palmolive Company, New
York, NY, USA) as bleaching toothpastes (Table 1); and (2) according to application
time: 21 minutes of toothbrushing (equivalent to 14 days of brushing) of bleaching
gel and bleaching toothpastes, and one application of 90 min or 14 applications of
90 min of bleaching gel (equivalent to 14 days of at-home supervised bleaching).

The negative control did not receive any treatment.

Sample size calculation

The main outcome of this study focused on the measurement of HP
concentration within the pulp chamber. Based on a pilot study, which reported a
mean standard deviation of 0.005 for 6% HP, with an equivalence limit of 0.01, a
study power of 90%, and alpha of 5%, a minimum of six teeth per treatment group
were required (https://www.sealedenvelope.com). Additionally, one extra tooth was
allocated to each group due to the possibility of sample loss during the experiment.

A total of 49 sound premolars were distributed into seven treatment groups (n = 7).

Specimen preparation and randomization
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Selected teeth were assigned numbers, and a simple randomization process
was conducted using an Excel spreadsheet. The roots were cutted employing the
Isomet 1000 equipmentPrior to specimen preparation, X-ray radiographs were
performed (Timex 70C, Gnatus, Ribeirdo Preto, SP, Brazil) [21]. For this purpose,
the mesial face of the tooth was put in contact with the X-ray sensor. Each
radiograph was taken with an exposure time of 0.5 seconds and a 30-cm focus-
object distance (70 kVp-7 mA). The central X-ray beam was focused at a 90° angle
to the tooth’s distal surface. After exposure, the images were digitally obtained and
the corresponding buccal tooth thickness was measured with New IDA software
(Dabi Atlante, Ribeirdo Preto, SP, Brazil).

A low-speed diamond disk (Isomet 1000, Buehler Ltd, Lake Bluff, IL, USA)
was used to remove approximately 3 mm apically to the cementum-enamel junction.
Pulp tissue was removed, flushed with deionized water [21]. A spherical bur (#1014,
KG Sorensen, SP, Brazil) was used to carefully expand access to the pulp chamber
to introduce 25 pL of the solution using a micropipette (LABMATE Soft, HTL Lab
Solutions, Warsaw, Poland). The surfaces of the specimens were cleaned using

low-speed rotation, pumice, and water.

Initial color change

To standardize the spectrophotometer's position, individual impressions were
obtained with a dense silicon paste (Coltoflax and Perfil Cub Kit, Vigodent, Rio de
Janeiro, RJ, Brazil) through a window with a 6-mm diameter on the tip of the
spectrophotometer. This was performed with a metal device in the middle on a third
of the buccal surface for each specimen [22]. The initial color parameters (L*, a* and
b*) was measured before treatments, using a digital spectrophotometer (VITA
Easyshade Advance 4.0, VITA Zahnfabrik, Bad Sackingen, Germany). The L* value
represents the lightness (the values varied from O for black to 100 for white), the a*
value represents the color along the red-green axis, and the b* value represents the

color along the yellow-blue axis.

Calibration curve

The analytical products used in this study were not purified in advance, and
all solutions were prepared with deionized water. First, a typical reference line was
plotted employing a 5.000 ug/mL stock solution prepared from a concentrated
solution (35% hydrogen peroxide, Pharmacy Eficacia, Ponta Grossa, PR, Brazil).
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This solution was diluted in an acetate buffer solution (pH = 4) and calibrated using
traditional methods. A potassium permanganate solution was used to titrate the
solution, determining its analytical grade and its actual concentration [21]. Based on
this verified initial concentration, serial volumetric dilutions of 0.000-0.402 pg/mL
were performed to plot the calibration curve. The known hydrogen peroxide
concentrations were added to the glass tubes and placed in a Cary 100 UV-Vis
spectrophotometer (Varian, Palo Alto, CA, USA). This procedure yielded a standard
reference line for the extrapolation of the study samples’ results (R=0.9963,

unreported data) [21].

Treatment protocols

The impressions obtained with the dense silicon paste used to standardize
the spectrophotometer's position were also used for treatment protocols. The
specimens were vertically positioned to the silicone block, with the root canal
opening facing upwards. A 25-uL aliquot of acetate buffer (pH = 4) was inserted into
the pulp chamber of each tooth to maintaining all the hydrogen peroxide that entered
in the pulp chamber during brushing procedures.

A single, calibrated, and experienced operator was responsible for the
materials application. The negative control group was kept out of contact with
bleaching agents. The bleaching gel was applied to the buccal surface of the teeth
until completely covered. The 6% BG was applied in a single 90-minute session for
analysis, and it was also applied for 90 minutes per day over a period of fourteen
days to simulate at-home supervised tooth bleaching, as recommended by the
manufacturer (Table 2).

In the experimental groups, a simulated manual toothbrushing test equivalent
to 14 days of brushing was performed without contamination of the pulp chamber,
using the three toothpastes containing HP. Considering an extrapolated
toothbrushing regimen in which each tooth receives 30 seconds of brushing three
times a day, it is required a total of 90 seconds of simulated brushing per tooth daily.
Thus, a brushing time of 21 minutes (14x90s) was equivalent to 14 days. After each
toothbrushing, the toothpaste was removed with gauze and carefully rinsed with
deionized water, followed by reapplication after each 90 seconds of brushing. The
same brushing protocol used for toothpastes containing HP was carried out for the
whitening gel (Table 2). In the groups that received simulated manual brushing, soft-
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bristled toothbrushes (Colgate Classic Clean, Colgate-Palmolive Comercial Ltda,
Sdo Paulo, SP, Brazil) were used, with the bristle's long axis positioned

perpendicular to the tooth surface.

Hydrogen peroxide within the pulp chamber

The acetate buffer solution inside the pulp chamber of each tooth was
removed using a mechanical micropipette and transferred to a glass tube. This
procedure was performed by rinsing the pulp chamber of each tooth four times with
25 pL of acetate buffer and transferring this solution to the same glass tube.
Thereatfter, more distilled water (2.725 pL) was added to the glass tube along with
100 pL of 0.5 mg/mL (Leucocrystal Violet, Sigma Chemical Co, St Louis, MO, USA)
and 50 pL of 1 mg/mL horseradish peroxidase enzyme (Peroxidase Type VIA,
Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, USA). This procedure was repeated separately
for each specimen. The resulting solution had a violet color with a maximum
absorbance peak at 590 nm, which was measured using a Cary 100 UV-Vis
spectrophotometer (Varian, Palo Alto, CA, USA), and the absorbance used was the
highest absorption peak of the resulting reaction between hydrogen peroxide and
Leucocrystal Violet (Crystal Violet - 590 nm). According to Beer’s Law, absorbance
corresponds directly to concentration. Therefore, hydrogen peroxide concentration
(ug/mL) was determined by comparing it with the calibration curve already obtained
[21].

Final color change evaluation

The color change was measured one-week after brushing and bleaching
treatments, using a digital spectrophotometer (VITA Easyshade Advance 4.0, VITA
Zahnfabrik, Bad Sackingen, Germany). This procedure is performed to allow the
color of the teeth to stabilize. During this period and between the 14 days of
bleaching gel treatment, the specimens were immersed in artificial saliva with the
following composition: distilled glycerin 10%, sorbitol 40%, CMC 0.5%, potassium
sorbate 0.1%, sodium benzoate 0.2% and deionized water to 500 ml in pH 7.0. The
artificial saliva was changed daily at a controlled temperature of 37 °C.

The final color parameters (L*, a* and b*) were measured after treatments,
using a digital spectrophotometer (VITA Easyshade Advance 4.0, VITA Zahnfabrik,
Bad Sackingen, Germany). The color change before (baseline) and after one-week

of treatment was given by the difference between the measurements with the
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spectrophotometer. They were calculated using the following CIELab formula (AE ap)
[23], CIEDE 2000 formula (AEq) [24] and Whiteness Index for Dentistry (WIp) [20].
Moreover, changes in WIp caused by each step were calculated by subtracting the
values observed at each assessment time from those calculated in the prior step
(AWIp) [20]. Perceptual changes were accepted when the color differences after
bleaching procedures considered the thresholds of 50:50% perceptibility (AE.p> 1.2,

AEq > 0.8, and AWIp > 0.7) [25]; and 50:50% acceptability (AEap > 2.7, AEgo > 1.8
and AWIp > 2.6) [25, 26].

Measurement of baseline hydrogen peroxide concentration of the manufactured
bleaching gel and toothpastes

The bleaching gel and toothpastes used in this study were titrated with a
standardized potassium permanganate solution before the brushing procedure, as
described in the literature [22, 27]. This procedure was done to determine the initial
HP concentration inside the bleaching gel syringe and toothpaste tubes and

compare it with the information provided by the manufacturer.

pH measurements of the bleaching gel and toothpastes

The pH of the products was assessed using a pH meter with a micro pH
electrode (Hanna Instruments, Romania, USA), which was initially calibrated with
standard pH buffer solutions of pH 4.0 and 7.0. Two samples of each product were
tested in triplicate to obtain the average of pH value. For the pH test, toothpastes
were evaluated in a slurry containing 5 g of the product diluted in 15 ml of distilled
water while the whitening gel was placed directly in contact with the pH electrode
[28]. The pH was classified as acidic (between O to 6), neutral (7), and alkaline (8
and 14).

Viscosity of the bleaching gel and toothpastes

The viscosity of the products was determined by measuring their shear rate
using a controlled-strain rheometer (DHR-2, TA Industries, New Castle, DE, USA)
with a 2° geometry in a conical plate measuring 40 mm in diameter. This rheometer
was equipped with a Peltier accessory that included a heating/cooling system,
maintaining a temperature of 37°C, which is equivalent to mouth temperature. All
tests were performed at the consistent temperature, with a duration of 21 minutes

for the three toothpastes, and 21 minutes and 90 minutes for the whitening gel. To
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assess the characteristics of the products, they were subjected to continuous flow
at a constant shear rate of 5 s*. These analyses were performed in triplicate to

ensure the accuracy and consistency of the results [12].

Statistical analysis

The normality of data distribution was assessed using the Kolmogorov—
Smirnov test and the Barlett test to verify the assumption of equality of variance (not
shown data). As all data showed normality, the amount of the HP concentration
(ug/mL) detected inside the pulp chamber, the initial HP concentrations in the
bleaching agents (%) and the pH, as well as the color change (AEab, AEoo and
AWID) were subjected to two tests: 1) one-way ANOVA and Tukey’s post-hoc test
to compare different bleaching groups and 2) one-way ANOVA and Dunnet’s post-
hoc test to compare the values obtained between different bleaching groups and the

negative control group. Statistical significance was set at a = 0.05.

Results
Hydrogen peroxide quantification inside the pulp chamber

The specimens showed standardized thicknesses with values varying
between 3.2 and 3.3 mm (p = 0.82). Table 3 shows the amount of HP inside the
pulp chamber. A lower amount of HP was found in the pulp chamber in the negative
control group when compared to all experimental groups (Table 3; p < 0.000001).
Regarding the different bleaching groups evaluated, a significant difference was
observed among them (Table 3, p = 0.001).

The 6%BG AH (1x90min) group showed a significantly lower amount of HP
inside the pulp chamber when compared to all groups (Table 3, p = 0.001), with
exception to 6%BG TB. Also, the 6%BG AH (14x90min) and 4%TP TB groups
showed a significantly higher amount of HP inside the pulp chamber when
compared to 6%BG TB, 3%TP TB and 5%TP TB (Table 3, p = 0.001). On the other
side, 6%BG TB, 3%TP TB and 5%TP TB showed intermediary results when
compared to 4%TP TB (Table 3, p = 0.001).

Bleaching efficacy evaluation
Table 4 shows the bleaching efficacy measurements. No significant

difference was found when comparing the negative control group with all
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experimental groups in terms of baseline Wip (Table 4, p = 0.74). Regarding the
color change, all bleaching groups showed a significant and higher color change
when compared to negative control (Table 4, p < 0.00001 for AEab; p < 0.000001 for
AEoo; and p < 0.000001 for AWIp; Dunnet’s post-hoc test).

Some differences were observed when different color parameters were
evaluated. When color change was evaluated by the AEa» and AEoo, 6%BG AH
(14x90min) and 5%TP TB showed higher color change (Table 4, p < 0.00001) and
6%BG AH (1x90min), 3%TP TB and 4%TP TB showed lower color change (Table
4, p < 0.00001). However, when AWIp values were taking in consideration, higher
color change was only observed for 6%BG AH (14x90min) when compared to other
groups (Table 4, p < 0.000001). On the other side, lower AWIp values were
observed for 6%BG AH (1x90min), 3%TP TB and 4%TP TB and intermediary values
were observed for 6%BG TB and 5%TP TB (Table 4, p < 0.000001).

Initial concentrations of hydrogen peroxide and pH measurements

The initial concentrations of HP and the pH measurements of the different
bleaching products are shown in Table 5. It was observed a significant difference
among groups regarding the initial concentrations of HP (Table 5, p = 0.001). 6%BG
showed significantly higher initial concentrations of HP when compared to all groups
(Table 5, p = 0.001). When different toothpastes were compared, 3%TP showed
significantly lower initial concentrations of HP when compared to 5%TP (Table 5, p
= 0.001). However, similar initial concentrations of HP were observed between
4%TP and 5%TP (Table 5, p > 0.05).

According to the pH values, a significant difference was observed among the
groups (Table 5, p < 0.001). While 6%BG and 4%TP showed acidic pH values,
which were statistically similar between them (Table 5, p > 0.05). 3%TP and 5%TP
showed alkaline pH values, which were statistically different from each other (Table
5, p <0.001).

Viscosity

The average viscosity curves of the bleaching gel and toothpastes are shown
in Figure 1. Thixotropic viscosity characteristics were observed for 6%BG, 3%TP
and 5%TP, where there was a decrease in viscosity under shear stress, until it

reached a constancy. However, 4%TP showed initially increasing viscosity values
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under shear stress, until reaching a constant value. The increasing order of viscosity
was observed for 4%TP, 3%TP, 6%BG, and 5%TP, respectively.

Discussion

The use of whitening toothpastes containing high HP concentrations (up to
5%) has increased as new products have been introduced to the market [29].
Despite of that, as the action mechanism of HP occurs due to its diffusion through
the tooth structure, where it may reach the pulp chamber, an increase in adverse
effects, mainly tooth sensitivity, would be expected. Unfortunately, no previous
studies had paid attention to the amount of HP penetration into the pulp chamber
and the whitening effectiveness of toothpastes containing up to 5% of HP.

The results of this study showed that the HP present in the three dentifrices
tested was able to penetrate the tooth structure and reach into the pulp chamber
through the simulated toothbrushing, with statistically higher penetration observed
in the 4%TP group. These results led the authors to reject the first null hypothesis.
Several factors can influence the diffusion of HP into the pulp chamber, including
HP concentration, pH levels, and viscosity [5, 31, 32]. In terms of initial concentration
of HP in the label of the toothpastes, only 5%TP showed significant differences
when compared to 3%TP. Also, all toothpastes showed lower initial concentration
of HP values when compared to 6%BG. Therefore, it would be expected a higher
amount of HP inside the pulp chamber for 6%BG when compared to other groups.
However, when the same toothbrushing protocol was evaluated (14 x 90s
application), a lower amount of HP was observed inside the pulp chamber for the
6%BG compared to other groups.

Regarding the pH values of whitening toothpastes, the 4%TP showed
statistically lower pH (acidic value), than 3%TP and 5%TP (alkaline values).
Considering that a lower decomposition of HP into free radicals occurs in an acidic
pH environment [30], it can be suggested that a greater amount of undissociated
HP was available to reach the pulp chamber in the 4%TP group. A similar outcome
was observed in several studies, wherein bleaching agents with acidic pH showed
greater penetration into the pulp chamber compared to alkaline agents [11, 31, 32].
In addition, higher acidity levels in bleaching agents may have the potential to
increase tooth enamel surface roughness, facilitating the diffusion of HP into the
pulp chamber [11, 21, 31, 32].
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Regarding viscosity, among the whitening toothpastes, it was observed that
the decrease in the viscosity of 4%TP during application provided a higher amount
of HP within the pulp chamber. The more fluid the whitening product, the greater its
flows on the enamel surface, which allows higher HP penetration due to the better
contact [33]. In toothpastes with higher viscosity, such as 5%TP and 3%TP, the
release of HP molecules requires more time due the intricate three-dimensional
structure formed by the thickener, which may explain their lower penetration into the
pulp chamber [12]. These also helps to explain the lower amount of HP inside the
pulp chamber for 6%BG AH (1x90min) or 6%BG TB (14x90s), compared to the other
groups. In the at-home bleaching gel, the thickening agent carbopol is mixed with
the active agent HP, which may make its release difficult when applied [34].
Therefore, it is ideal that these toothpastes have a high viscosity and maintain the
pH in the range of 7 to 10 to prevent potential aggression on the enamel surface
and consequently, increase the tooth sensitivity [35].

All experimental groups exhibited a significant color change when compared
to the control group, with the whitening effect above the perceptibility and
acceptability thresholds reported in the literature for AEab, AEoo, and AWIp [25, 26],
led the authors to reject the second null hypothesis. The 5%TP showed a superior
tooth color change when compared to the other toothpastes tested in all evaluated
color parameters. Although 5%TP had a similar HP concentration to 4%TP, other
components added to whitening dentifrices such as sodium pyrophosphate,
concentration and particle size of abrasives must be taken into account [36, 37].

The abrasive particles in these whitening dentifrices, such as calcium
pyrophosphate and hydrated silica, are often harder fillers, with a higher amount to
effectively remove extrinsic dental stains during toothbrushing [38, 39].
Unfortunately, the exact composition of each toothpaste is proprietary information
which makes proper comparison among toothpastes a difficult task to be done.
Meanwhile, it seems that the amount of HP present in the toothpaste plays a crucial
role in oxidizing intrinsic stain molecules, altering their absorption spectrum to
decrease visibility and whiten the tooth [36]. When these two mechanisms work in
association, they enhance the whitening effect, which was observed after two weeks
of brushing with whitening toothpastes tested.

It should be noted that the two-week at-home bleaching treatment, 6%BG AH

(14x90min) group, produced the most significant whitening effect (AWIp) when
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compared to all the toothpastes groups, a single application of the gel (6%BG AH
90min) or simulating its brushing (6%BG TB 14x90s). As it is widely known,
bleaching is a procedure dependent on both application time and agent
concentration. This aligns with the anticipation of achieving a more substantial
bleaching effect after multiple applications of whitening gel [4].

Therefore, this result was expected since the toothpastes were applied for
much less time than 6%BG AH (14x90min). It can be inferred that applying the
toothpaste for a longer duration might lead to better whitening results [13-15].
However, as previously described, even when applied for a shorter time, there was
a large amount of HP within the pulp for all tested toothpaste groups. Considering
that these toothpastes are over-the-counter products, meaning they are used by
patients without the supervision of a dentist, this could lead to an increase in the
level of tooth sensitivity for the patients. However, future studies should be
conducted to evaluate the application of whitening toothpastes over a longer-term
period in vitro and in vivo. It’s important to take into account that the indiscriminate
use of these products is not recommended, since the high amount of abrasives in
their composition associated with the friction of the toothbrush bristles on the teeth
can lead to enamel mineral loss, cervical abrasion, gum recession, or exacerbate
tooth sensitivity [9, 28, 40, 41].

It is important to highlight certain observations regarding the results obtained
during the evaluation of various 6%BG groups. Although 6%BG is indicated for use
in a bleaching tray in a passive situation, the approach of toothbrushing with the
6%BG TB (14x90s), utilizing the same application method and duration as all
toothpaste groups, yielded similar color changes (AEa» and AWIp) compared to the
best toothpaste tested in terms of whitening (5%TP TB). These results were
completely unexpected, as to the extent of the authors' knowledge, no previous
studies have evaluated at-home bleaching gels applied with or without
toothbrushing. Actually, one clinical study showed that [42] whether applied actively
or passively, an in-office bleaching gel did not improve the efficacy of the bleaching
process. Therefore, future studies should be done to evaluate the effect of
toothbrushing in several at-home bleaching materials.

Finally, this study demonstrated that effective and safe results are still
achieved with professionally supervised at-home tooth bleaching when 6% HP was

used for two weeks (90 min/day), as the highest bleaching efficacy was observed
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compared to whitening toothpaste containing up to 5% HP when applied for two
weeks (90 s/day). Furthermore, despite the lower application time of whitening
toothpaste, a similar amount of HP inside the pulp chamber was observed when the
higher concentrations of HP (4-5%) in the toothpaste were compared to 6% HP at-
home tooth bleaching applied for two weeks (90 min/day).

The current study did not assess simulated machine brushing and longer
exposure times due to limitations in the HP penetration analysis technique, which
necessitated samples to be in a vertical position and brushed manually. Additionally,
this study did not examine the surface roughness of the samples and its potential
influence on tooth color change, as well as the internal pulp pressure of the tooth.
These factors could be considered limitations of the present study, but on the other
hand, same interesting possibilities to be evaluated in future research.

Conclusions

Within the limitations of the study, the whitening toothpastes with hydrogen
peroxide concentrations up to 5% achieved bleaching levels above the acceptability
and perceptible thresholds. However, hydrogen peroxide was detected within the
pulp chamber for all whitening toothpastes. Notably, the whitening toothpaste with
an acidic pH and lower viscosity, after simulated toothbrushing, exhibited the highest
amount of hydrogen peroxide in the pulp chamber compared to alkaline and more
viscous whitening toothpastes. None of the tested toothpastes, applied for 14 x 90
s, achieved the same level of whitening as the two-week at-home bleaching

sessions (90 min/session).
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Table 1. Product (manufacturer), batch number, general composition and whitening
agents of the products used.

Product Batch number Composition (*) Whitening
(Manufacturer) agents
6% Hydrogen peroxide, 6% hydrogen
White Class 6% neutralized carbopol, peroxide
(FGM Dental potassium nitrate, sodium
- 060623 . .
Products, Joinville, fluoride, aloe vera, calcium
SC, Brazil) - 6%BG gluconate, stabilizer,
humectant, deionized water.
Propylene Glycol, PVP, 3% hydrogen
hydrogen peroxide (3% peroxide,
wi/v), Calcium Calcium
i Pyrophosphate, PEG/PPG-  Pyrophosphate,
Colgat(_e UmEovE 116/66 Copolymer, Sodium  Silica,
White Glow : .
(Colgate-Palmolive Lauryl Sulfate, Tetrz_isodlum Tetrasodium
3104MX11E5 Pyrophosphate, Sodium Pyrophosphate,
Company, New . . A
Saccharin, Sodium Disodium
York, NY, USA) -
Monofluorophosphate, Pyrophosphate
3%TP o
Disodium Pyrophosphate,
Silica, Sucralose, BHT/
Butyl-Hydroxytoluene,
Eugenol, Linalool.
Sodium 4% hydrogen
monofluorophosphate peroxide,
1.14% (0.17% wi/v fluoride  Calcium
Crest 3D White ion), water, calcium . Pyrophogphate,
e pyrophosphate, glycerin, Tetrasodium
Brilliance (Procter hydrogen peroxide (4% Pyrophosphate
and Gamble Co, 90325476 ~ YCrogenp 0 yrophosphate,
o wi/v), sodium lauryl sulfate,  Disodium
Cincinnati, OH, aroma, polyacrylate Pyrophosphate
USA) — 4%TP » polyacry yrophosp
crosspolymer- 6, cetearyl
alcohol, disodium
pyrophosphate, sucralose,
tetrasodium pyrophosphate.
Poloxamer 105, PVP, 5% hydrogen
Calcium Pyrophosphate, peroxide,
PEG/PPG-116/66 Calcium
Colgate Optic White Copolymer, Hydrogen Pyrophosphate,
Pro Series (Colgate- Peroxide (5% w/v), Silica, Silica,
Palmolive Company, 2355MX11E2 Aroma, Sodium Lauryl Tetrasodium
New York, NY, Sulfate, Tetrasodium Pyrophosphate,
USA) - 5%TP Pyrophosphate, Sodium Disodium
Saccharin, Disodium Pyrophosphate

Pyrophosphate, Sucralose,
BHT.

(*) According to the manufacturer's information.
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Table 2. Experimental groups used in the study and application method.

Experimental groups

Procedures

Negative control

Without application of any bleaching agents

6%BG AH* (14 x 90min)

The bleaching gel was applied until it completely covered the
area (window with 6-mm of diameter) of the tooth to be
bleached.

The gel was left in contact with the tooth surface for 90min per
day for 14 days, simulating the period of at-home bleaching
treatment, without agitation.

At the end of each application, the gel was removed with gauze,
rinsing with deionized water and the teeth were stored in
artificial saliva.

6%BG AH (1 x 90min)

The bleaching gel was applied until it completely covered the
area (window with 6-mm of diameter) of the tooth to be
bleached.

The gel was left in contact with the tooth surface for 90 min,
simulating a single application of at-home bleaching, without
agitation.

At the end of the application, the gel was removed with gauze,
rinsing with deionized water and the teeth were stored in
artificial saliva.

6%BG TB** (14 x 90s)

39%TP TB*** (14 x 90s)

4%TP TB (14 x 90s)

5%TP TB (14 x 90s)

6.

The bleaching gel or toothpastes were applied on the
toothbrush.

Simulation of daily toothbrushing for 90s.

The bleaching gel or toothpaste was removed with gauze and
rinsed with deionized water.

Cleaning the toothbrush with deionized water.

Steps 1 to 4 were repeated 14 times straight, totaling 21
minutes of simulated brushing, equivalent to two weeks of
regular toothbrushing.

The teeth were stored in artificial saliva.

(*) BG AH: At-home bleaching gel. (**) BG TB: At-home bleaching gel applied with
toothbrushing. (***) TP TB: toothpaste applied with toothbrushing.
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Table 3. Means (+ standard deviations) of the buccal thickness (mm), as well as the

hydrogen peroxide concentration (HP; pg/mL) detected into the pulp chamber in all
experimental groups (*).

Experimental groups* Buccal thickness (mm) HP concentration (ug/mL)
6%BG AH (14 x 90min) 3.2+044 0.104 +0.025%
6%BG AH (1 x 90min) 3.2+044 0.011 + 0.006¢
6%BG TB (14 x 90s) 3.2+0.4° 0.023 + 0.007<
3%TP TB (14 x 90s) 3.2+0.3" 0.059 + 0.025°¢
4%TP TB (14 x 90s) 3.3+0.2° 0.140 + 0.066°
5%TP TB (14 x 90s) 3.3+0.2% 0.085 + 0.042"
Control group 3.3+0.2** 0.000 £ 0.00***

(*) Same superscript capital or lowercase letters in each column indicate statistically similar means
among groups (Tukey’s post-hoc test, p < 0.05).

(**) All experimental groups were statistical similar when compared with control group (Dunnett’s
post-hoc test, p < 0.05).

(***) All experimental groups were statistical different when compared with control group (Dunnett’s
post-hoc test, p < 0.05).
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Table 4. Means (+ standard deviations) of the color change in different objective
assessments in all experimental groups (*).

Experimental groups* Baseline WIp AEap AEqo AWIlp
6%BG AH (14 x 90min) 10.9 + 5.8 10.3+3.77 9.7 +2.9° 23.0+10.1°
6%BG AH (1 x 90min) 9.9 +5.94 3.2+1.0° 2.0+0.7¢ 1.8 +2.0¢
6%BG TB (14 x 90s) 9.6 + 6.0 8.3+2.2%® 5.6+ 1.58 9.8 + 4.0
3%TP TB (14 x 90s) 9.3 +4.0° 5.3+2.2% 4.2 +1.68¢ 7.3+4.8°
4%TP TB (14 x 90s) 11.6 + 5.3 3.6+1.8° 2.8+ 15° 5.1+ 3.0«
5%TP TB (14 x 90s) 11.4 +5.1° 11.7+4.1° 8.8+2.6" 14.4 +7.0°
Control group 11.0+4.1A** 0.9 04*** 1.0+0.2%** 0.8 £ 0.3***

(*) Same capital or lowercase letters superscript or not in each column indicate statistically similar
means among groups (Tukey’s post-hoc test, p < 0.05).

(**) All experimental groups were statistical similar when compared with control group (Dunnett’s
post-hoc test, p < 0.05).
(***) All experimental groups were statistical different when compared with control group (Dunnett’s
post-hoc test, p < 0.05).
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Table 5. Means (+ standard deviations) of the initial concentration of hydrogen
peroxide (HP, %) and pH values of all experimental groups (*).

Experimental groups* Initial concentration of HP (%) pH
6%BG 6.2+0.2% 5.5+ 0.008°
3%TP 3.7+0.28 7.6 +0.026°
4%TP 4.2 +0.28¢ 5.5+ 0.018°
5%TP 4.4+0.2°¢ 7.8 +0.097°¢

(*) Same superscript capital or lowercase letters in each column indicate statistically similar means
among groups (Tukey’s post-hoc test, p < 0.05).
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Figure 1. Average viscosity (Pa.s) according to different experimental groups.
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5. CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo in vitro, o dentifricio clareador de
pH acido apresentou a maior penetracdo de PH na camara pulpar, em comparacao
com os dentifricios clareadores de pH alcalino e alta viscosidade. A presenca de
PH detectada dentro da camara pulpar tem o potencial de impactar a sensibilidade
dentaria. Embora os dentifricios clareadores tenham alcancado niveis aceitaveis e
perceptiveis de clareamento ap6s o uso, o efeito de clareamento foi inferior ao

obtido pelo clareamento caseiro supervisionado de duas semanas.
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Apéndice 1: Fluxograma dos grupos experimentais
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Apéndice 2: Fluxograma esquematico das etapas da pesquisa laboratorial

Preparo dos  Radiografia Confecgao de matriz de silicone
espécimes

¥

Calibracao do  Avaliagcao de Adicao de 25ul de solugao tampao
aparelho cor inicial de acetato por espécime

GRUPOS

[ RERRR

Leitura no UV-Vis Avaliacao de
cor final

Remocao do agente clareador e da solucao
tampao de acetato por espécime (590 nm)
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Apéndice 3: Fotografia de exemplo de matriz de silicone com os sete dentes por
grupo
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Apéndice 4: Representacédo grafica dos resultados do Artigo 1

Figura 1. Médias (+ desvios padrdo) da (A) espessura bucal (mm), bem como da
(B) concentracdo de perdxido de hidrogénio (PH; pg/mL) detectada na camara
pulpar em todos 0s grupos experimentais (*).
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(*) As mesmas letras mailsculas ou minusculas indicam médias estatisticamente similares entre os
grupos (teste post-hoc de Tukey, p < 0,05). (**) Todos os grupos foram estatisticamente similares
quando comparados com o CN (teste post-hoc de Dunnett, p < 0,05). (***) Todos os grupos foram
estatisticamente diferentes quando comparados com o CN (teste post-hoc de Dunnett, p < 0,05).

Figura 2. Médias (+ desvios padrao) de (A) WIpb inicial (baseline) e (B) mudanca de
cor por meio de AE*ab em todos 0s grupos experimentais (*).
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(*) As mesmas letras mailsculas ou mindsculas indicam médias estatisticamente similares entre os
grupos (teste post-hoc de Tukey, p < 0,05). (**) Todos os grupos foram estatisticamente similares quando
comparados com o CN (teste post-hoc de Dunnett, p < 0,05). (***) Todos os grupos foram estatisticamente
diferentes quando comparados com o CN (teste post-hoc de Dunnett, p < 0,05). 66



Figura 3. Médias (+ desvios padrdo) de mudanca de cor por meio dos parametros
(A) AEoo e (B) AWIpb em todos os grupos experimentais (*).
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(*) As mesmas letras mailsculas ou mindsculas indicam médias estatisticamente similares entre
0s grupos (teste post-hoc de Tukey, p < 0,05). (**) Todos os grupos foram estatisticamente
diferentes quando comparados com o CN (teste post-hoc de Dunnett, p < 0,05).

Figura 3. Médias (+ desvios padrao) da (A) concentracéo inicial de peroxido de
hidrogénio (PH, %) e (B) valores de pH de todos os grupos experimentais (*).
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(*) As mesmas letras mailsculas ou minusculas indicam médias estatisticamente similares
entre 0s grupos (teste post-hoc de Tukey, p < 0,05).
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Apéndice 5: Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE)
Projeto: Efeito de dentifricios clareadores com diferentes concentracdes de

peroxido de hidrogénio: penetragdo na camara pulpar e alteracédo de cor
Prezado(a) participante

Os pesquisadores convidam vocé ou seu responsavel a participar da
pesquisa intitulada “Efeito de dentifricios clareadores com diferentes
concentracbes de perdxido de hidrogénio: penetragdo na camara pulpar e
alteracao de cor”. Para tanto vocé ou o responsavel precisara assinar o TCLE que
visa assegurar a protecao, a autonomia e o respeito aos participantes de pesquisa
em todas as suas dimensdes: fisica, psiquica, moral, intelectual, social, cultural
elou espiritual — e que a estruturacdo, o conteudo e forma de obtencdo dele
observam as diretrizes e normas regulamentadoras de pesquisas envolvendo
seres humanos preconizadas pela Resolucdo 466/2012 e/ou Resolugao
510/2016, do Conselho Nacionalde Saude e Ministério da Saude.

Pedimos a sua autorizacdo para o deposito e armazenamento do seu
elemento dentario no biorrepositorio, do projeto de pesquisa, na Universidade
Federal da Paraiba. O seu material biolégico sera identificado em codigos, sem a
identificagdo do seu nome,armazenado em concentracdo de Timol 0,1% a 27°C
no laboratério de Biomateriais do Centro de Ciéncias da Saude da UFPB e
descartado, assim que as analises para o estudo com a sua amostra forem
concluidas.

Os Biorrepositérios representam a colecdo de material biolégico humano,
coletado e armazenado ao longo da execucdo de um projeto de pesquisa
especifico, conforme regulamento ou normas técnicas, éticas e operacionais ja
definidas, sob a responsabilidade institucional e gerenciamento do pesquisador,
sem fins comerciais.

Sua deciséo de participar neste estudo deve ser voluntaria e que ela néo
resultara em nenhum custo ou 6nus financeiro para vocé e que vocé nao sofrera
nenhum tipo de prejuizo ou puni¢cdo caso decida ndo participar desta pesquisa.
Todos os dados e informacdes fornecidos por vocé serdo tratados de forma
andnima/sigilosa, ndo permitindo a sua identificacdo, em casos publicacdo dos

resultados em eventos da area desalide e em revista cientifica.
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A pesquisa tem como objetivo avaliar diferentes cremes dentais com
peréxido de hidrogénio na penetracdo da camara pulpar de dentes humanos
extraidos e eficacia do clareamento dental. Ha o risco aos participantes em
relacdo a constrangimentos no momento de contato ao pesquisador. Tal risco
sera minimizada ao ser realizado qualguer contato em ambiente reservado,
garantindo a privacidade. O estudo pode contribuir parauma melhor compreenséao
dos efeitos dos diferentes cremes dentais e fornecer informagfes Uteis para a
pratica clinica, além de impulsionar o desenvolvimento de pesquisas futuras.

A pesquisa laboratorial seré realizada nas Universidade Estadual de Ponta
Grossa (UEPG), na cidade de Ponta Grossa-PR e na Universidade Federal da
Paraiba (UFPB), na cidade de Jodo Pessoa-PB pela aluna de mestrado em
Odontologia da UFPB, Laryssa Mylenna Madruga Barbosa sob a orientacdo da
Profé. Dr2 Sonia Saeger Meireles e Prof°Dr°. Alessandro Dourado Loguercio. Para
a execucao da pesquisa serdo necessarios 49 pré-molares higidos que se
enguadrem nos critérios de inclusdo do estudo.

Caso o (a) senhor (a) permita que armazenemos 0 seu material bioldgico, o
Sr. (a) tera o esclarecimento sobre o estudo em qualquer aspecto que desejar e
estard livre para participar ou recusar-se a participar e a qualquer tempo e sem
quaisquer prejuizos, poderaretirar o consentimento de guarda e utilizacdo do
material biolégico armazenado no Biorrepositorio, valendo a desisténcia a partir
da data de formalizacdo desta. A sua participacao é voluntéria, e a recusa em nao
aceitar o armazenamento do seu material biolégico ndo acarretard qualquer
penalidade ou modificacdo na forma em que o Sr.(a) sera atendido(a).

Qualguer outro projeto que venhamos a executar com alguma amostra sua
gue ja foicoletada, que seja diferente do objetivo do estudo aqui esclarecido, sera
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Satde da
Universidade Federal da Paraiba e & Comiss&o Nacional de Etica em Pesquisa,
além de ser solicitado a vocé um novo termo de consentimento, antes que o estudo
seja iniciado.

Caso necessite de maiores informacdes, podera entrar em contato com a
pesquisadora responsavel, Laryssa Mylenna Madruga Barbosa, e-mail:
laryssamylenna@hotmail.com. Mestranda em Ciéncias Odontolégicas na PPGO
- Universidade Federal da Paraiba — Campus |, Centro de Ciéncias da Saude,
CEP: 58051-900, Jo&o Pessoa, PB.
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Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Centro de Ciéncias da Saude (1° andar) da Universidade Federal da
ParaibaCampus | — Cidade Universitaria / CEP: 58.051-900 — Jodo Pessoa-PB
Telefone: +55 (83) 3216-7791. E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br. Horario de
Funcionamento: de O07h as 12h e de 13h as 16h. Homepage:

http://www.ccs.ufpb.br/eticaccsufpb

CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Ao colocar sua assinatura ao final deste documento, VOCE ou O
RESPONSAVEL, de forma voluntéria, na qualidade de PARTICIPANTE da pesquisa,
expressa 0 seu consentimento livre e esclarecido para participar deste estudoe
declara que esta suficientemente informado(a), de maneira clara e objetiva, acerca da
presente investigacéo. E receberd uma copia deste Termo de Consentimento Livre

e Esclarecido (TCLE), assinada pelo(a) Pesquisador(a) Responsavel.

Jodo Pessoa-PB, _/ /

RG
Assinatura do(a) Participante ou Responsavel e RG

RG
Assinatura da Pesquisadora Responsavel e RG
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Apéndice 6: Termo de Assentimento Livre e Esclarecido (TALE)

Nés, aluna de mestrado Laryssa Mylenna Madruga Barbosa e orientadora
Prof2.Dr2 Sonia Saeger Meireles, convidamos vocé a participar do estudo “Efeito
de dentifricios clareadores com diferentes concentracbes de peroxido de
hidrogénio: penetracdo na camara pulpar e alteracdo de cor”. Informamos que
seu pai/mée ou responsavel legal permitiu a sua participacdo.Pretendemos
avaliar diferentes cremes dentais com um composto clareador em sua
composigdo na penetragdo no interior de dentes humanos extraidos e eficacia
doclareamento dental. Gostariamos muito de contar com vocé, mas vocé nao &
obrigado aparticipar e ndo tem problema se desistir. Outras criancas e
adolescentes participantesdesta pesquisa possuem de 11 anos de idade a 18
anos de idade. A pesquisa laboratorialsera realizada nas Universidade Estadual
de Ponta Grossa (UEPG), na cidade de Ponta Grossa-PR e na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB), na cidade de Jodo Pessoa-PB.Pedimos a sua
autorizacdo para o depdsito e armazenamento do seu elemento dentario no
biorrepositorio, do projeto de pesquisa, na Universidade Federal da Paraiba,sob
a responsabilidade da instituicdo e gerenciamento do pesquisador. O seu dente
seraidentificado em codigos, sem a identificacdo do seu nome, armazenado
em solugéoespecifica a 27°C no laboratorio da UFPB e descartado, assim que

as andlises para o estudo com a sua amostra forem concluidas.

Para a execucao da pesquisa serdo necessarios 49 dentes inteiros de um
grupo de dentes especificos (pré-molares) que se enquadrem nos critérios de
inclusdo do estudo. Ha o risco aos participantes em relacao a constrangimentos
no momento de contato ao pesquisador. Tal risco sera minimizada ao ser
realizado qualquer contato em ambiente reservado, garantindo a privacidade. A
sua participacéo é de extrema importancia, na qualtera garantia de que receberao
esclarecimento a qualquer davida, acerca dos assuntos relacionados com a
pesquisa.

As suas informagfes ficardo sob sigilo, ninguém saberd que vocé esta
participando da pesquisa; ndo falaremos a outras pessoas, nem daremos a

estranhos as informacdes que vocé nos der. Os resultados da pesquisa seréo
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publicados, mas sem identificacdo (dados pessoais, videos, imagens e audios
de gravacoes) dos participantes.

Caso necessite de maiores informacdes, podera entrar em contato com a
pesquisadora responsavel, Laryssa Mylenna Madruga Barbosa, e-mail:
laryssamylenna@hotmailcom. Mestranda em Ciéncias Odontolégicas na
PPGO - Universidade Federal da Paraiba —

Campus |, Centro deCiéncias da Saude, CEP: 58051-900, Jodo Pessoa, PB.

Comité de Etica em Pesquisa (CEP)

Centro de Ciéncias da Saude (1° andar) da Universidade Federal da
Paraiba Campus | — Cidade Universitaria / CEP: 58.051-900 — Jodo Pessoa-PB
Telefone: +55 (83)3216-7791. E-mail: comitedeetica@ccs.ufpb.br. Horario de

Funcionamento: de 07h as 12h e de 13h as 16h. Homepage:

http://lwww.ccs.ufpb.br/eticaccsufpb

CONSENTIMENTO POS-INFORMADO

Eu aceito participar da pesquisa

Efeito de diferentes dentifricios com peréxido de hidrogénio: penetracdo na camara
pulpar e alteracdo de cor. Entendi as coisas ruins e as coisas boas que podem
acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer
momento, posso dizer “nao” e desistir e que ninguém vai ficar com raiva/chateado
comigo. Os pesquisadores esclareceram minhas duvidas e conversaram com 0S
meus pais/responsavel legal. Recebiuma coépia deste termo de assentimento, li e
qguero/concordo em participar da pesquisa/estudo.

Jodo Pessoa-PB, _/ /

Assinatura do menor

Assinatura do Pesquisador Responsavel
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ANEXOS

Anexo 1: Aprovacéo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa do Centro de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal da Paraiba

CENTRO DE CIENCIAS DA
SAUDE DA UNIVERSIDADE ~=§2mﬂtﬂw
FEDERAL DA PARAIBA -
CCS/UFPB

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DE DIFERENTES DENTIFRICIOS COM F'_ER{i‘lXIDO DE HIDROGEMIO:
PEMETRACACQ MA CAMARA PULFPAR E ALTERACAOQ DE COR

Pesquisador: Laryssa Mylenna Madruga Barbosa
Area Tematica:

Versao: 1

CAAE: T0376823.5.0000.5188

Instituigdo Proponente: Centro de Ciéncia da Salde
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mamero do Parecer: 6.171.974

Apresentagdo do Projeto:

O projeto de pesguisa "EFEITOS DE DIFERENTES DENTIFRICIOS COM PEROXIDO DE HIDROGENIO:
PENETRAQEO MA CAMARA PULPAR E ALTERﬁgﬁO DE COR" tem por objetive avaliar in vitro a
escovagdo simulada com diferentes dentifricios contendo peréxide de hidrogénio quanto a
penetragio da cidmara pulpar de dentes humanos extraidos e a eficacia do clareamento dental. A pesquisa
sera desenvolvida em parceria dos programas de pos-graduagéo de odontologia da Universidade Federal da
Paraiba e da Universidade Estadual de Ponta Grossa. As questoes éticas envaolve o uso de 72 pré-molares
higidos provenientes de Biorrepositorio. Os espécimes serdo distribuidos em nove grupos de tratamento:
Trés grupos confrole: controle negativo (sem tratamenta), controle positive (PC 10%) e controle positivo (PH
6% e seis grupoes experimentais conforme a concentragdo do dentifricio e tempo da escovagdo simulada de
duas (T1) ou gquatro semanas (T2): Colgate Luminous White Glow (LWG 3%T1 e LWG 3%T2), Crest 3D
White Brilliance (C3W4%T1 e C3W4%T2) e Colgate Optic White Pro Series (OW3%T1 E OWS%T2). A
penefragio do peroxido de hidrogénio na cdmara pulpar serd mensurada através espectro-fotometria UW-
‘is. A mudanga de cor (Ealy, EDD & WID) sera avaliada através de espectrofotdmetro digital. Os dados serfio
tabulados e analisados quanto a distribuigdc da normalidade, e caso apresentem nocrmalidade sera
realizada a analise de varidncia de dois fatores (ANOVA). As diferengas sero consideradas
estatisticamente significativas quando p < 0,05. O projeto encontra-se muito bem

Enderego: Campus |/ Prédic do CCS UFPE - 1° Andar

Bairro: Cidade Universitaria CEP: 5g8.051-800
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Continuag3o do Parecer 6.171.874

delineado, bem instruido, com documentagdo cbrigatoria apresentada e sem cbices &ticos evidentes.

Objetive da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar in vitro a escovagao simulada com dentifricios contendo diferentes concentragdes peroxido de
hidrogénio em dentes humanos extraidos

quanto a penetragio na cdmara pulpar & a eficacia do clareamento dental.

Ohbjetive Secundario:

* Quantificar a penefragéo do peroxido de hidregénio na cémara pulpar em dentes humanos submetides a
escovagdo simulada com diferentes

tempos, utilizando dentifricics contendo diferentes concentragdes de perdxido de hidrogénio (3%, 4% e 5%);
* Avaliar a mudanga de cor de dentes humanos submetidos a escovacdo simulada com diferentes tempos,
utilizando dentifricios com diferentes

concentragbes de perdxido de hidrogénio, através de espectrofotdmetro digital.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Em relagdo ao possivel risco de constrangimento por parte do participante, todas as orientagdes e
solicitagdo de assinatura para TCLE ou TALE

serdo realizados em ambiente reservado, garantindo a privacidade. Além disso, sera preservada a
identidade dos participantes.

A doagdo do dente extraido sera realizada se somente se esta tenha sido por indicagdo terapéutica para a
melhoria da saude, como documentado

no prontudrio do cirurgie-dentista. Cada doag8o recebera um ndmero para ser protocolado, garantindo a
possibilidade de té-lo de volta a qualguer

tempo, exceto apés o uso em alguma pesquisa gue requeira destruicdo do elemento dentéario.

Beneficios:

0 estudo ird contribuir para uma malhor compreensdo dos efeitos dos diferentes cremes dentais e fomecer
informagoes Uteis para a pratica clinica,

além de impulsicnar o desenvolvimento de pesquisas futuras.

Sera mantido o direito ao participante da garantia de esclarecimento e resposta a qualguer pergunta; a
liberdade de ndo participar da pesquisa a

Enderego: Campus |/ Prédio do CCS UFPE - 1° Andar

Bairro: Cidade Universitinia CEP: 58.051-000
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qualguer momente sem prejuizo para si; o conhecimento que ndo havera gastos assumidos pelos
participantes e que néo havera modificagdo na
assisténcia que esta recebendo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Trata-se de um estudo laboratorial do tipo in vitro de escovac8o dentaria simulada e efeitos de cremes
dentais {dentifricios) com peroxido de hidrogénio. O projeto esta muito bem delineado, tem objetives claros,
e descreve com detalhamento os procedimentos de abordagem os participantes que permitirfio a doagéo
dos elementos dentais. Os autores apresentam o calculo amostral de forma gue o numero de 72 elementos
dentais esta bem justificado. Tem TCLE e TALE em conformidade com o solicitado pelo CEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Termos de apresentacio obrigatdria apresentados.
Recomendagies:

nada a declarar

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Mao se observa obices Sticos nessa proposta de pesquisa.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Certifico que o Comité de Etica em Pesquisa do Centro de Ciéncias da Saude da Universidade Federal da
Paraiba — CEP/CCS aprovou a execugdo do referide projeto de pesquisa. Qutrossim, informe que a
autorizacio para posterior publicagdo fica condicionada & submissdo do Relatdrio Final na Plataforma Brasil,
via Notificago, para fins de apreciagéo e aprovago por este egrégio Comité.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 09062023 Aceito
do Projeto ROJETO 21568632 pdf 16:54-44
Outros CARTA_DE_ANUENCIA_E_PONTO_D | OB/DE2023 |Laryssa Mylenna Aceito
E COLETA 4 pdf 09:11:47  |Madruga Barbosa

Outros CARTA_DE_ANUENCIA_S_ PONTO_D| O0B/DE2023 |Laryssa Mylenna Aceito
E COLETA 3.pdf 09:11:22  |Madruga Barbosa

Outros CARTA_DE_ANUENCIA_4_ PONTO_D| O0O8/DE2023 |Laryssa Mylenna Aceito
E COLETA 2 pdf 09:10:50  |Madruga Barbosa

Enderego. Campus | / Predie do CCS UFPEB - 1° Andar

Bairro:  Cidade Uriversitina CEP: 58.051-0D0
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Outros CARTA_DE_AMUENCIA_3_PONTO_D | OB/DE2023 |Laryssa Mylenna Aceito
E COLETA 1.pdf 09:10:24 |Madruga Barbosa
Outros CARTA_DE_AMUENCIA_2_USO_LAB_| OB/DER2023 |Laryssa Mylenna Aceito
NEPIBIO UFPB.pdf D09:09:48 |Madruga Barbosa
Outros CARTA_DE_AMUENCIA_1_USO_LAB_|| OB/DER2023 |Laryssa Mylenna Aceito
NSTITUICAD COPARTICIPANTE. pdf 09:09:18  |Madruga Barbosa
Outros Certidao_Programa_Pos_Graduacao_O | 0B/DER2023 |Laryssa Mylenna Aceito
dontologia.pdf 09:058:18  |Madruga Barbosa
Outros Parecer_Programa_Pos_Graduacao_Od| 080672023 |Laryssa Mylenna Aceito
ontologia.pdf 090749 |Madmuga Barbosa
Outros Termo_de guarda_de material_biclogic| 08/06/2023 |Laryssa Mylenna Aceito
o.pdf 09:07:03  |Madmuga Barbosa
Outros Termo_de_Constituicao_de_Biomepositey  07/06/2023 |Laryssa Mylenna Aceito
ric_pdf 22:39:17  |Madmuga Barbosa
TCLE | Termos de |AMEXO_2_TERMO_DE_ASSENTIMEN | O07/06/2023 |Laryssa Mylenna Aceito
Assentimento / TO pdf 22:38115  |Madruga Barbosa
Justificativa de
Auséncia
TCLE/ Termas de |AMEXO_1_TCLE pdf O7/062023 |Laryssa Mylenna Aceito
Assentimento / 22:35:02  |Madruga Barbosa
Justificativa de
Auséncia
Orcamento ORCAMENTO pdf O7/062023 |Laryssa Mylenna Aceito
22:37:45  |Madruga Barbosa
Cronograma CROMOGRAMA pdf 071062023 |Laryssa Mylenna Aceito
22:37:32  |Madruga Barbosa
Projeto Detalhado /! | PROJETO _DETALHADO pdf 071062023 |Laryssa Mylenna Aceito
Brochura 22:3713 |Madruga Barbosa
| Inwestigador
Folha de Rosto Folha_de_Rosto.pdf 071062023 |Laryssa Mylenna Aceito
22:35:531  |Madmuga Barbosa
Situagao do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciagio da CONEP:
Mao
JOAD PESSOA, 10 de Julho de 2023
Aszsinado por:
Eliane Marques Duarte de Sousa
(Coordenador(a))
Enderego:  Campus | / Prédio do CCS UFPE - 1° Andar
Bairro: Cidade Universitania CEP: 58.051-800
UF: PB Municipio: JOAD PESSOA
Telefone: (33)3216-7791 Fax: (E3)3216-T781 E-mail: comitedesticaffices. ufpb.br
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Anexo 2: Aprovacao do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Estadual De Ponta Grossa

UNIVERSIDADE ESTADUAL DE £~ Platoforma
PONTA GROSSA - UEPG %m‘l

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituigo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: EFEITOS DE DIFERENTES DENTIFRICIOS COM F'_ER{':)XIDO DE HIDROGENIO:
PEMETRACACQ NA CAMARA PULPAR E ALTERACAO DE COR

Pesquisador: Laryssa Mylenna Madruga Barbosa

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 70376823.5.3001.0105

Instituigdo Proponente: Universidade Estadual de Ponta Grossa
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mumero do Parecer: §.218.471

Apresentagio do Projeto:

O projeto de pesguisa " Efeitos de diferentes dentrificioscom perdxido de hidrogénio: penetracio na cdmara
pulpar e alteragdo de cor ", de autoria da mestranda Laryssa Mylenna Madruga Barbosa, sob orientagdo
daProfa. Dra. Sonia Sasger Meireles. O projeto em tela esta de acordo com as linhasde pesguisa do
Programa de Pos-Graduagdo em Cdontologia da UFPB, além decumprir os requisitos éticos necessarios
para a pesquisa com seres humanos.

Objetivo da Pesquisa:

21 Geral

Awaliar in vitro a escovagdo simulada com dentifricios contendo diferentes concentrages peroxido de
hidrogénio em dentes humanes extraidos guanto a penetragdo na cdmara pulpar e a eficacia do
clareamente dental.

2.2 Especificos

* Quantificar a penetragdo do perdxido de hidrogénio na cdmara pulpar em dentes humanos submetides a
escovagdo simulada com diferentes tempos, ufilizando dentifricios contendo diferentes concentragdes de
peroxido de hidrogénio (3%, 4% e 5%);

* Avaliar a mudanga de cor de dentes humanos submetidos a escovacdo simulada com diferentes tempos,
utilizando dentifricics com

T

Enderego:  Aw. Gen Carlos Cavaleanti, n® 4748, UEPG, Campus Uvararanas, Bloco da Restoria, sala 22
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diferentes concentragfes de percxide de hidrogénic, através de espectrofotémetro digital.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos aos participantes

Em relagdo ao possivel risco de constramgimento por parte do participante, todas as orientages e
solicitagdo de assinatura para TCLE ou TALE serdo realizados em ambiente reservado, garantindo a
privacidade. Além disso, sera preservada a identidade dos participantes.

4 coleta do dente extraido sera realizada se somente se esta tenha sido por indicagio terapéutica para a
melhoria da salde, como documentado no prontudrio do cirurgido-dentista. Cada coleta recebera um
numero para ser protocolado, garantinde a possibilidade de té-lo de volta a qualguer tempo, exceto apés o
uso em alguma pesquisa que requeira destruiggo do elemento dentario.

Beneficios aos participantes

O estudo ira contribuir para uma melhor compreensio dos efeitos dos diferentes cremes dentais e fomecer
informagdes (teis para a pratica clinica, além de impulsicnar o desenvolvimento de pesquisas futuras.
Sera mantide o direito ao participante da garantia de esclarecimento e resposta a qualguer pergunta; a
liberdade de ndo participar da pesquisa a gualquer momento sem prejuizo para si; o conhecimento gue ndo
havera gastos assumidos peles participantes e que ndo havera modificagfo na assisténcia que esta
recebendo.

Comentarios & Consideragoes sobre a Pesquisa:

Mo mercado ha diversos produtos clareadores de autoconsumo, como dentifricios com agentes oxidantes,
incluindo perdxido de carbamida (PC) e perdxido de hidrogénio (PH), para remoc&o de manchas intrinsecas.
Mo entanto, o uso ndo supervisionado destes produtos pode causar reagdes adversas. O objetivo deste
estudo in vitro & avaliar a escovagdo simulada com diferentes dentifricios contendo perdxide de hidrogénio
quanto a penetragio da cdmara pulpar de dentes humanos extraidos e a eficacia do clareamento dental. A
pesquisa sera desenvolvida em parceria dos programas de pos-graduagio de odontologia da Universidade
Federal da Paraiba e da Universidade Estadual de Ponta Grossa. Serfo selecionados 72 pré-molares
higidos provenientes de Biomepositério e os quais serdo aleatoriamente distribuides em nove grupos de
tratamento: Trés grupos controle: controle negativo (sem tratamento), controle positivo (PC 10%) & controle
positive (PH 6%)e seis grupos experimentais conforme a concentragio do dentifricio e tempo da escovagéio
simulada de duas (T1) ou guatro semanas (T2): Colgate Luminous White Glow (LWG 3%T1 e LWG 3%T2),
Crest 3D White Brilliance (C3W4%T1 e CIW4%T2) e Colgate Optic White Pro Series (OWS%T1 E
OWS%T2). A penetragdo do perdxido de hidrogénio na cdmara pulpar sera mensurada

Enderego:  Aw. Gen Carlos Cavaleanti, n® 4748 UEPG, Campus Uvararanas, Bloco da Reftoria, sala 22
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através espectrofotometria UV-Vis. & mudanga de cor (Eab, EOD & WID) sera avaliada através de
espectrofotdmetro digital. Os dados serdo tabulados e analisados quanto a distribuigo da normalidade, e
caso apresentem normalidade sera realizada a andlize de varidncia de dois fatores (ANOVA). As diferencas
serdo consideradas estatisticamente significativas quando p = 0.05.

Consideragbes sobre os Termos de apresentagio obrigatdria:
Todos oz documentos pertinentes foram apresentados em anexo e de acordo com as normas 466/2012 e
S510/2016

Recomendagies:

Enviar o relatdric final ao términe do projete por Motificagio via Plataforma Brasil para evitar pendéncias.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Apds analise documental considera-se aprovado este projeto e devidamente autorizado para seu inicio
conforme cronograma apresentado.

Consideragoes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situag&o

Outros CARTA_DE_AMUENCIA_S_PONTO D | DB/DER2023 |Laryssa Mylenna Aceito
E_COLETA 4 pdf 09:11:47  |Madruga Barbosa

Outros CARTA_DE_AMNUENCIA_S_ PONTO_D| 08062023 |Laryssa Mylenna Aceito
E COLETA 3.pdf 09:11:22  |Madruga Barbosa

Outros CARTA_DE_AMNUENCIA_4_ PONTO D} 08062023 |Laryssa Mylenna Aceito
E_COLETA 2 pdf 09:10:50  |Madruga Barbosa

Outros CARTA_DE_AMNUENCIA_3_PONTO D | DB/DER2023 |Laryssa Mylenna Aceito
E_COLETA 1.pdf 09:10:24  |Madruga Barbosa

Outros CARTA_DE_AMUENCIA_2_USO _LAB_| 08062023 |Laryssa Mylenna Aceito
NEPIBIO UFPB.pdf 09:09:48 |[Madruga Barbosa

Outros CARTA_DE_AMUENCIA_1_USC_LAB_|| 08062023 |Laryssa Mylenna Aceito
MSTITUICAD COPARTICIPANTE. pdf 09:09:18  |Madruga Barbosa

Outros Certidao_Programa_Pos_Graduacao_ DBIDER2023 |Laryssa Mylenna Aceito
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Outros Odontologia_pdf 09:08:18 |Madruga Barbosa Aceito
Outros Parecer_Programa_Pos Graduacac_Od| 08/06/2023 |Larysza Mylenna Aceito
ontologia.pdf 09:07:49 |Madruga Barbosa
Outros Termo_de_guarda_de_material_biologic| 08/DE62023 |Laryssa Mylenna Aceito
o.pdf D09:07:03  |Madruga Barbosa
Ouiros Termo_de_Constituicao_de_Biomepositey  07/06/2023 |Laryssa Mylenna Aceito
e pdf 22:39:17  |Madruga Barbosa
TCLE ! Termosde |[ANEXO 2 TERMO_DE_ASSENTIMEM | O7/DE/2023 |Laryssa Mylenna Aceito
Assentimento / TO pdf 22:38:15  |Madruga Barbosa
Justificativa de
Auséncia
TCLE { Termos de |ANEXO _1_TCLE pdf O7/0B2023 |Laryssa Mylenna Aceito
Assentimento / 22:38:02  |Madruga Barbosa
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado /| | PROJETO_DETALHADO pdf O7/0B2023 |Laryssa Mylenna Aceito
Brochura 22:3713  |Madruga Barbosa
Investigador
Situagdo do Parecer:
Aprovado
Mecessita Apreciacao da CONEP:
MNéo
POMTA GROSSA, 03 de Agosto de 2023
Assinado por:
ULISSES COELHO
(Coordenador{a))
Enderego:  Av. Gen Caros Cavalcanti, n® 4748, UEPG, Campus Uvararanas, Bloco da Restoria, sala 22
Bairmo: Uvaranas CEP: 24.030-000
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