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RESUMO

Gomes MN. Desproteinizacdo do esmalte associada a técnica de remineraliza¢do no
clareamento em consultorio [tese]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo,
Faculdade de Odontologia; 2011. Verséo Corrigida

Objetivo: avaliar cor, brilho, rugosidade e alteracGes ultraestruturais do esmalte
dental clareado com peréxido de hidrogénio a 35 %, submetido ao tratamento prévio
com agente desproteinizante, ou ao tratamento posterior com o0 agente
remineralizador fosforopeptideo de caseina/fosfato de célcio amorfo (ACP-CPP).

Material e Métodos: Os grupos experimentais foram: GC (controle/consultorio): H,O,

a 35 % - 4 sessodes de 8 min; GE1 (primer+consultério): NaOCI 5,25 % por 1 min,
aplicacéo do H,0; a 35 % como no GC; e GE2 (consultorio+ACP): GC + ACP-CPP
diariamente por 7 dias. Fragmentos contendo esmalte e dentina (n=8), obtidos de
dentes bovinos, foram utilizados para avaliar cor, brilho e a rugosidade. Alteracdo de
cor (AE), parametros L* e b* foram determinados com colorimetro e o brilho
superficial com glossimetro antes, imediatamente apés (1h), 4 e 7 dias ap6s o
tratamento. Parametros de rugosidades, R, R; e Rsm foram obtidos com
perfildmetro de contato antes, imediatamente apds o tratamento e 7 dias apds o0s
tratamentos. Os resultados de AE, brilho superficial e rugosidade foram avaliados
separadamente usando ANOVA 2 fatores e teste de Tukey (p=0,05). Para avaliar a
alteracdo ultraestrutural, dentes pré-molares humanos, seccionados nos sentidos
vestibulo-lingual e mesio distal foram observados em microscopio eletrbnico de
varredura, por emissdo de campo, e realizada a quantificacdo de elementos
quimicos por EDS. Analise tridimensional da estrutura do esmalte foi realizada por
microtomografia computadorizada (micro-CT) com resolucéo 11,24 pym (n=8). Foram
realizadas analises dos parametros estruturais: espessura estrutural (St.Th.),
separacdo estrutural (St.Sp.) e indice de fragmentacdo (Fr.l.) antes e apds 0s
tratamentos em duas regides: ROI 1= 56,2 uym e ROI 2= 110,2 um, ambas a partir da
superficie vestibular. Foi utilizado o teste t pareado para analise estatistica de cada
parametro estrutural. Resultados: Nao houve diferenca estatistica entre os diferentes
tratamentos de superficie para AE, R, e Rsm. Imediatamente apds o clareamento

(1h) ocorreu maior aumento do L* e queda do brilho superficial que se manteve por 7



dias. O uso de agente desproteinizante em dentes bovinos ndo acentuou a reducéo
do brilho do esmalte, mas a aplicacdo de ACP-CPP acarretou em maior perda brilho
e aumento nos valores de rugosidade apos 7 dias para R;. A aplicacdo do agente
desproteinizante previamente ao clareamento em dente humano revelou uma
superficie mais lisa, sem alterar os parametros estruturais. H4 uma maior quantidade
de calcio, formacédo de um manto de recobrimento apds aplicagdo de ACP-CPP em
torno dos prismas de esmalte, aumento de St.Th de 4,1um, menor espacamento
entre os cristais de hidroxiapatita e reducéo de St.Sp em 0,8 um e de Fr.l em 0,01 no
ROI-1 apos 7 dias. Conclusédo: O uso de agente desproteinizante ndo altera a cor,
brilho e a ultraestrutura inorganica. A aplicacdo de ACP-CPP apds a técnica de
clareamento de consultério ndo contribui para alteragédo de cor, mas reduz o brilho e

altera a ultraestrutura da por¢cédo mais externa do esmalte apés 7 dias

Palavras-Chaves: Clareamento. Micro-CT. Alteragéo de cor.



ABSTRACT

Gomes MN. Enamel deproteinization associated to remineralization technique on in-
office bleaching [thesis]. Sdo Paulo: Universidade de Sao Paulo, Faculdade de
Odontologia; 2011. Verséo Corrigida.

Purpose: To evaluate color, gloss, roughness and ultrastructural changes of enamel
bleached with 35% hydrogen peroxide, subjected to previous treatment with
deproteinized agent, or later treatment with remineralizing agent casein

phosphopeptide-amorphous calcium phosphate (CPP-ACP). Materials and Methods:

The experimental groups were: GC (control + in-office): 35% H,O,- 4 sessions of
8 min; GE1(primer+in-office): 5.25% NaOCI during 1 min before the application of
35% H,0, as done in GC, and GE2 (in-office+tACP-CPP):. GC + ACP-CPP, daily
applied during 7 days. Enamel and dentin blocks (n=8), obtained from bovine tooth,
were used to evaluate color, gloss and roughness. Color changes (AE), L* and b*
parameters were done with a colorimeter and surface gloss with a glossimeter,
before, immediately after (1h), 4 and 7 days after treatment. Roughness parameters,
Ra, Rt and Rsm, were done with a contact perfilometer before, immediately after and 7
days after treatments. ANOVA two-way and Tukey’s test were performed to evaluate
AE, gloss and roughness separately (p=0.05). To access human pre-molar
ultrastructural changes, teeth were cross-sectioned buccal-lingual and disto-mesio
observed by scanning electron microscope, field emission gun, EDS to quantify
chemical elements. Enamel three-dimensional images were analysed with
microcomputed tomography (micro-CT) with resolution 11,24um (n=8). Structural
parameters were analyzed: structural thickness (St.Th.), structural separation (St.Sp.)
and fragmentation index (Fr.l.) before and after treatments in two regions of
interest:ROI 1= 56,2um and ROI 2=110,2 um, both from buccal surface. Paired t-test
was done for analyses of each structural parameter. Results: There was no statistical
difference among surface treatments to AE, R, and Rg,. Immediately after bleaching
(1h) occured highest L* increase and decrease of surface gloss which remained until
7 days. Deproteinized agent applied on bovine tooth not emphasized enamel gloss
reduction, but the CPP-ACP has resulted in a higher gloss reduction and roughness

increase (R; parameter) after 7 days. Deproteinized agent application previous to in-



office bleaching observed a smooth surface, without structural parameters changes.
There is a greater calcium quantity, forming a cover mantle after CPP-ACP
application around enamel prisms, St.Th increase of 4,1um, less spacing between
hydroxyapatite crystals and reductions of St.Sp of 0,8 um and Fr.l of 0,01 on ROI-1
after 7 days. Conclusion: Application of deproteinized agent does not change bovine
enamel color, gloss and human enamel inorganic ultrastructure. CPP-ACP
application after in-office bleaching does not contribute to color change, but decrease
gloss of bovine enamel and change human enamel outermost ultrastructure portion

after 7 days.

Keywords: Bleaching. Micro-CT. Color changes.
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1 INTRODUCAO

As técnicas de clareamento vém sendo largamente utilizadas e diversificadas
para satisfazer a expectativa dos pacientes em clarear os dentes escurecidos e/ou
pigmentados. As principais necessidades dos pacientes sdo: melhor aparéncia
estética, menor tempo de tratamento e baixo preco. No entanto, nenhum protocolo
utilizado pode ainda garantir auséncia de sensibilidade ou de alteracdo da
microestrutura do dente. Os cirurgides dentistas cada vez mais tém se preocupado
em relacdo a integridade do esmalte e a busca de novos mecanismos que
possibilitem a remineralizacdo e a reducdo da sensibilidade. Estes aspectos sao
muito relevantes clinicamente, pois o primeiro tecido dental a entrar em contato com
0 agente clareador é o esmalte e sensibilidade dental é a sintomatologia clinica mais
frequente (1).

Dentre as diversas técnicas para clarear os dentes, o clareamento realizado
em consultério utiliza agentes oxidantes em maior concentragcdo e se observa um
rapido efeito aparente de clareamento imediatamente apds sua aplicacdo (2). Por
outro lado, existem relatos de que alteragcbes microestruturais, tais como erosdes
superficiais, rearranjos dos cristais de hidroxiapatita (3) e degradacdo de materiais
organicos constituintes ou ndo (pigmentos intrinsecos) do esmalte (4, 5) possam
estar presentes.

Além de utilizar um agente oxidante, o peroxido de hidrogénio em alta
concentragdo, véarias alternativas tém sido utilizadas para acelerar o efeito clareador
e, consequentemente, aumentar a difusdo das espécies reativas oxidantes. Dentre
as mais utilizadas estd a associacdo de alta concentracdo, luz e temperatura
(aquecimento) que muitas vezes sem seguir um protocolo seguro e confiavel,
embasado em ciéncia, pode resultar em alteracéao pulpar (6).

Devido a necessidade de se encontrar técnicas mais seguras, que
possibilitem um aumento de difusédo e/ou de remineralizacdo do esmalte, agentes
pré e pos-clareamento podem ser utilizados. Apesar da técnica de clareamento de
consultério ndo criar defeitos macroscépicos visiveis, alteracdes microscopicas
podem causar efeitos indesejaveis. A reducao do brilho da superficie e o0 aumento
de rugosidade podem predispor a um machamento extrinseco (7), adesédo
bacteriana (8), maturacdo da placa (9) e consequiente pior aparéncia estética. Além

do mais, alteragcdes no esmalte, como da morfologia da estrutura, do conteudo
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organico e/ou inorganico influem para a reducao da translucidez, pelo espalhamento
de luz, conferindo maior opacidade ao dente (10,11). Portanto, h4 a necessidade de
se conhecer os seus efeitos na superficie do esmalte e nas propriedades Opticas
para se obter uma melhor aparéncia clinica.

Como resultado da reacdo de oxi-reducdo, decorrente da aplicacdo de
substancias altamente oxidativas na superficie o esmalte, ocorre a quebra dos
pigmentos organicos do esmalte e da dentina em moléculas menos complexas,
removendo elétrons destes pigmentos e eliminando-os por difusdo, conferindo o
aspecto de dente mais claro (12). Uma combinac¢éo da luz incidida na superficie do
esmalte e a sua interacdo com a estrutura dental permitem a leitura da cor pelos
olhos do observador, que pode ser avaliada laboratorialmente por um colorimetro de
acordo com ClElab (Comission Internationale de I'Eclairage, L*, a*, b*) (13,14).
Como resultado clinico, o efeito de branqueamento é observado pelas mudangas na
luminosidade (aumento do L*) e reduc¢do do amarelado (diminuigdo do b*) (15).

Poros encontrados nos prismas do esmalte ou entre eles e a matriz organica
Sdo 0s principais responsaveis para a difusdo do agente clareador (16) do esmalte
para a dentina subjacente, cujo processo € tempo dependente (17). Alguns autores
relatam que a remocao de parte da matriz organica do esmalte pode facilitar a
difusdo do agente clareador (18, 19) e proporcionar maior efeito de clareamento,
entretanto esta técnica necessita da utilizacdo de um equipamento com alto custo
(1).

Como alternativa a esta técnica, pode ser utilizado o hipoclorito de sédio —
NaOCI. Este € um agente proteolitico bem conhecido, comprovado cientificamente,
barato e efetivo em remover componentes organicos de tecidos dentarios em
concentracoes de 0,5% a 5% (20-22).

O emprego do agente desproteinizante poderia facilitar a difusdo do peréxido
em camadas mais profundas, mas por outro lado, poderia deixar a superficie mais
externa do esmalte susceptivel a entrada de pigmentos. Apés o clareamento ha a
necessidade do uso de agentes remineralizadores que vedem a superficie para
impedir a entrada de pigmentos conferindo maior estabilidade do clareamento e
substitua por componentes inorganicos a matriz organica que sao removidas pela

acdo oxidante do peroxido e ao agente desproteinizante.
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7

Usualmente € recomendada a aplicacdo de fldor durante ou apds o
clareamento. O fluor pode atuar como agente remineralizador, formando uma
camada de fluoreto de calcio na superficie do esmalte (23). Para minimizar a perda
da matriz organica e as alteracbes minerais decorrentes da técnica de clareamento
podem ser utilizados outros agentes pdés-clareamento, como o fosforopetideo de
caseina (CPP) e o fosfato de calcio amorfo (ACP) derivados da proteina do leite (24,
25). Teoricamente ocorre a precipitacdo de cristal de fosfato de célcio na superficie
do esmalte substituindo a matriz organica que foi eliminada, trocando a parte
organica por uma nova porcdo inorganica (26, 27). A sua aplicacdo apos
clareamento poderia remineralizar e promoveria maior vedamento da superficie. Sua
aplicacado pode diminuir a entrada de pigmentos, garantindo maior estabilidade de
cor (28).
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ESMALTE HUMANO: TECIDO DENTARIO E BARREIRA DE DIFUSAO

O esmalte humano é um substrato predominantemente inorganico,
sélido, constituido de um complexo de cristais finos e longos de hidroxiapatita,
cercados de matriz organica e agua, além de porosidades. O esmalte dentario é o
tecido mais mineralizado, e, portanto, o mais duro do corpo humano (29). Sua
espessura em dentes permanentes pode variar nas superficiais mesiais e distais, a
até mais de 2,3 mm nas pontas das cuspides. Os poros podem estar nos nucleos do
prisma, ou entre os prismas, dependendo do arranjo destes cristais (5). Os poros
maiores sao relacionados aos espacos nhas regifes interprismaticas e 0s poros
menores sao provavelmente espacos dentro dos prismas (30,31). O tamanho dos
poros no esmalte apresenta uma distribuicdo bimodal (30) variando de 1 — 14nm de
diametros (5,32) com dois picos em 4 e 10 nm (5,33). O esmalte do canino tem
poros do tamanho de 0,7 e 1,3nm, menores do que os dos incisivos e molares (1,0 e
2,5nm) (31). O esmalte ndo possui uma estrutura de poros homogénea (16).
Existem constricdes nos poros do esmalte dental que podem ser de prismas que
cruzam ou canais de interconexao de diferentes diametros (30,31).

O esmalte se comporta como uma membrana semipermeavel e a
presenca de matéria organica permite a microcirculacdo de fluidos (34). Os canais
de difusdo do esmalte sdo ocupados por uma rede macromolecular de material
organico que controla a sua difusdo (16). O volume dos espacos presentes no
esmalte é de aproximadamente 0,2% (35). A difusdo no esmalte possui uma elevada
variacdo dentro de um mesmo dente, indicando anisotropia, propriedade fisica que
varia com a direcdo, ou caminhos preferenciais (36). Linden demonstrou que a
difusdo primeiramente ocorre nos espacos interprismaticos (37). Por outro lado,
Burke e Moreno concluiram que 0s poros nado contribuem para o processo de

difuséo, devido as constricdes dos mesmos e aos caminhos preferenciais (36).
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A difusdo no esmalte varia de 107 a 10° cm?/s (36, 38, 39). A regido
superficial apresenta baixa difusdo (~30%) quando comparada com as camadas
mais profundas, proximas a juncdo amelodentinaria. Do esmalte até a juncéo
amelodentinaria ha um aumento de matriz organica, agua (40), nivel de porosidades
(41), e capacidade de sorcdo de agua (31). Na camada externa hd menor
quantidade de agua, 2,7% do volume, enquanto que o restante do esmalte possui
3,7% em volume (40). Ha duas fases distintas de difusdo, possivelmente devido ao
sistema de poros de duplo compartimento (39), ou distribuicdo de poro bimodal (30).
A primeira (97,6 £3,1% do total da difusdo) conhecida como fase rapida, ocorre nos
primeiros segundos. Por outro lado, a segunda, denominada de fase lenta, ocorre
num tempo relativamente mais longo (16).

A barreira na regido superficial do esmalte pode estar relacionada a
deposicao de proteinas salivares e moléculas grandes incapazes de se difundirem
em camadas mais profundas (42). Outra possivel explicacdo pode ser a matriz
organica que deixa a regido superficial menos porosa e menos permeavel (16). O
escurecimento dos dentes com a idade ocorre devido as alteracbes estruturais, e,
apesar de ocorrer adicdo de matéria organica, também esta relacionado com a
diminuicdo da espessura do esmalte, permitindo observar a dentina atraves da fina
espessura de esmalte. Ao passar dos anos 0 esmalte se torna menos permeavel, ao
passo que os poros diminuem pela aquisicdo de ions pelos cristais (43). Os
pacientes jovens, em torno de 20 anos de idade, apresentam o dobro da
permeabilidade comparado aos pacientes entre 40 e 60 anos (34).

O componente organico e a agua podem corresponder de 09 a 11%
em peso (44), dependendo da idade e do tipo de dente (30). A matriz organica
ocupa preferencialmente os espacos interprismaticos (37,45). Sua natureza é
proteica, com agregado de polissacarideo, e em sua composi¢cdo quimica ndo ha
participacdo do colageno, caracteristica que a distingue da matriz de outros tecidos
mineralizados (46). Basicamente, ha dois principais grupos de proteinas, as
amelogeninas e as ndo amelogeninas. Dependendo do tipo de proteina, esta pode
ser encontrada em maior ou menor quantidade em certas regides do esmalte. As
amelogeninas sdo proteinas instaveis, sensiveis ao pH, com peso molecular de
aproximadamente 25 kilodaltons (kDa), localizadas entre os cristais de sais minerais,
sem estar ligadas a eles. Dentro do grupo das ndo amelogeninas, as enamelinas,

uma fosfoproteina acidica glicolisada, sdo proteinas estaveis, hidrofilicas, com alto
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peso molecular, cerca de 56kDa. Estéo localizadas na periferia dos cristais formando

as proteinas de superficie, e representam 2-3% da matriz organica do esmalte.

100% 100%

80% 80%

60% 60%

40% 40%

20% 20%

0% 0%

Peso (%) Volume (%)

|I:I Agua B Matriz organica O Mineral |

1= esmalte 2= dentina 3= cemento 4= 0SSO

Figura 2.1 — Percentual em peso e volume da composi¢do do esmalte, dentina, cemento e 0sso (44)

Além das amelogeninas e das ndo amelogeninas existem também as
ameloblastinas, ou amelinas, proteinas localizadas nas camadas mais superficiais
do esmalte e na periferia dos cristais. Constituem 5% do componente organico. As
tufelinas (proteinas dos tufos), de 50 a 70kDa, localizam-se na regido
amelodentinaria, no componente do processo de forma¢do do esmalte e constituem
1-2% do componente organico (44,46). Sua denominacdo se deve a aparéncia
semelhante a tufos de grama, regifes finas e curtas com ondulacdes. Originam-se
na regido amelodentinaria, alcancando um terco da espessura do esmalte. Portanto,
apesar da baixa porcentagem de matriz organica do esmalte, ha diversos tipos de

proteinas localizadas tanto nas camadas superficiais do esmalte quanto na periferia

dos cristais.
Peso Molecular
Matriz Orgéanica (kDa)
. Amelogeninas 25
. Nao amelogeninas
Fosfoproteinas glicosiladas
acidicas
Enamelina 143
Tufelina 60
. Glicoproteinas sulfatadas
Ameloblastina 62
Amelina 40
Bainhalina 13-17

Tabela 2.2 - Constituintes da matriz organica do esmalte com seu peso molecular (47)
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Na estrutura do esmalte existem areas de maior contetdo organico, de
grande interesse no estudo da difusdo, como lamelas e tufos. A quantidade de
matriz organica ndo se apresenta de maneira uniforme por toda a espessura do
esmalte. O maior contetudo organico esta localizado no terco mais interno, proximo a
regido amelodentinaria. Os tufos do esmalte sdo areas hipomineralizadas que
contém a proteina tufelina. Ja as lamelas séo regiées hipomineralizadas que chegam
até a superficie externa do dente, parecendo verdadeiras rachaduras no dente. Sao
melhores visualizadas em cortes transversais, pois tanto as lamelas, quanto os tufos
seguem a diregdo dos prismas (47).

A presencga das estrias de Retzius, buracos focais, fissuras e outras
irregularidades contendo proteinas de origem da formacdo do esmalte, juntamente
com 0s espacos intercristalinos, atuam como caminhos para difusdo do esmalte (29)

A composicdo de aminoacidos da matriz organica na area externa do

esmalte e na regiao préximo aos tufos é a seguinte:

L préximo
Aminoacidos superficie Tufos
acido
aspartico 54 79
threonina 42 52
serina 119 82
acido
glutadmico 106 136
prolina 137 81
glicina 193 62
alanina 53 69
cisteina 4 20
valina 32 52
metionina 34 22
isoleucina 19 23
leucina 66 111
tirosina 23 51
fenilalanina 33 49
histidina 19 27
lisina 26 40
arginina 28 36

Tabela 2.3 - Os dados aparecem como nimero de aminoacidos em um
total de 1000 aminoacidos. (47,48)

bY

A fluidez através do esmalte esta relacionada a permeabilidade. E

importante correlacionar a permeabilidade do esmalte com a idade (49). O conteudo
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de agua na camada externa reduz com a idade. ApoOs a erupgdo, a maturagéo reduz
a permeabilidade do esmalte, principalmente devido as zonas de permeabilidade ao
longo das periquemacias, que séo localizadas em estruturas profundas do esmalte
dental em pacientes idosos (50).

A difusdo é um processo tempo dependente — a quantidade de um
elemento que é transportado no interior de outro elemento estd em funcéo do tempo.
Muitas vezes é necessario saber o quao rapida ocorre a difusdo, ou seja, a taxa de
transferéncia de massa (fluxo de difusdo). O calculo é feito pela seguinte formula

considerando pressdo atmosférica:
J= M/ At
J=fluxo de difusdo M= massa A=é&rea t=tempo

Caso o fluxo difusivo ndo varie com o tempo, pode-se calcular a massa
do componente em difusdo por unidade de volume do sélido (Kg/m® ou g/cm®). Esta
equacdo muitas vezes é chamada de 1° lei de Fick (51).

J=-D dc/dx
D= coeficiente de difusdo dc = concentragcédo de A - concentragéo de B
Dx= distancia entre A e B no interior do sélido

No caso do dente ha provavelmente variacdo do fluxo difusivo devido a
estrutura anisotrépica do dente e aos caminhos de difusdo ndo serem uniformes ao
longo de toda a estrutura do esmalte. Isso ndo faz com que ele entre num regime
nao estacionario por completo, jA& que podemos assumir que na superficie a

concentracdo € constante assim como a pressao de difuséo.

2.2 PEROXIDOS

Vérios tipos de peroxidos estdo presentes no meio ambiente. O

peréxido de hidrogénio (H.O,) € um dos mais representativos dos peroxidos pois
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usualmente se encontra em solucdo aquosa. Ele também é a fonte material usada
para producdo de outros peroxidos organicos e inorganicos. Além da aplicacdo na
indUstria, também é um popular agente antisséptico. O H,O, também €& um
metabdlito intermediario de varios organismos, incluindo os homens. Na
Odontologia, varios peréxidos sdo usados em diversos procedimentos. Perdxido de
benzoila que é capaz de se decompor em baixas temperaturas e liberar radicais
livres € o iniciador da reacdo de polimerizacdo mais comumente utilizado em
materiais resinosos. Além do uso do H,O, como agente antisséptico, o peroxido de
carbamida também foi utilizado na terapia endoddntica, em solu¢des orais para
reducdo de placa bacteriana e para o tratamento de doencas periodontais (52).
Outra aplicacdo odontologica dos peréxidos esta no clareamento dental.

Os agentes clareadores mais utilizados sdo o peréxido de hidrogénio
ou um precursor dele, o peroxido de carbamida. Ambos apresentam como produto
final da reacdo de degradacdo na superficie dental radicais oxidantes (HO,, H™ +
"OOH, 2 *OH etc) que atuam na clivagem dos croméforos. H,O, em concentracées
de até 40% tem sido utilizado no clareamento de consultério. No inicio da década de
90, produtos de autoaplicagdo tornaram-se populares usando o peroxido na forma
de gel em concentracdes contendo de 1 a 10% H,O, ou de 10 a 22% de perdxido de
carbamida aplicados em moldeiras. Mais recentemente produtos contendo
peréxidos comecam a ser vendidos em farmacias, muitas vezes sem supervisao

profissional (53).

2.2.1 Per6xido de carbamida

A concentracdo mais utilizada para procedimentos de clareamento &
peréxido de carbamida a 10% e ainda € considerada a formulacdo com maior
comprovacéo cientifica. O peréxido de carbamida se decompde em 6,5% de uréia e
3,5% de peroxido de hidrogénio. A uréia, decompde-se em amodnia e dioxido de
carbono. Ja o perdxido se decompde em agua e oxigénio via catalase e enzimas

peroxidases. O polimero de polimetileno carboxi conhecido como carbopol é
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adicionado a vérios clareadores para aumentar a viscosidade, tempo de contato e

aumentar a liberacédo lenta de oxigénio.

O peroxido de carbamida, também é conhecido como “perdxido de
uréia”, aplicado em moldeira, além do efeito de clareamento, € um agente que reduz
a formacédo de placa bacteriana e eleva os valores de pH, contribuindo para o
controle da carie. Varios produtos tém utilizado para clareamento, no entanto, a
técnica com moldeiras tem sido a mais utilizada. O peréxido de carbamida foi muito
utilizado na década de 1960 com finalidade de controlar a inflamacéo e para manter
a saude gengival. Somente a partir de 1989 que comecou a ser empregado para
clarear os dentes. Desde esse periodo, é o método de clareamento mais efetivo e

seguro (52).

A eficiencia do tratamento clareador depende principalmente da
concentracdo do agente clareador, do tempo de contato com o substrato envolvido,
do tipo de seus radicais livres a base de oxigénio, da taxa de liberacdo desses
radicais, de suas capacidades de permeacdo através dos tecidos dentais
mineralizados, de suas habilidades em reagir com as moléculas cromoéforas e do
ndmero de vezes em que estdo em contato com 0s pigmentos que escurecem 0
dente (57).

Inimeras alternativas vém sendo utilizadas para otimizar a acao dos

agentes clareadores, sendo a associacdo de luz e calor a mais utilizada (58).

Alguns estudos relacionados a adesdo na estrutura dental relatam
dificuldade em se conseguir certos padrdes de esmalte apds o condicionamento com
acido fosforico (H3PO,4) na superficie do esmalte. Apenas 2% da superficie do
esmalte se apresenta idealmente condicionada apés o uso de H3zPO4 (59, 60). Isto se
deve a “rede de proteinas” que permanece intacta, resultante da desmineralizacéo
superficial do esmalte, dificultando a acéao e penetragdo dos sistemas adesivos. Esta
matriz organica € constituida das duas principais proteinas: a amelogenina e a
enamelina, presentes em uma proporcdo de 2:1 entre si. Apesar do esmalte ser
constituido aproximadamente de 2% em peso de matriz organica, se verifica que

esta porcentagem em volume é bem superior (11 a 14%) (20, 21, 61).
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Assim, como essa “rede de proteinas” atua como uma barreira a agao
do condicionamento &cido, podera também atuar negativamente para uma maior
difusdo do agente clareador, tanto na superficie quanto em direcdo as camadas

mais profundas.

2.2.2 Peroxido de hidrogénio

Relatos de uso de perdxidos, geralmente combinados com Varios
acidos ou outros agentes para remover manchas, podem ser encontrados a mais de
séculos. O uso do peroxido de hidrogénio foi sugerido desde 1882 por Harlan,
embora néo tenha sido utilizado como clareador, mas como coadjuvante em
tratamentos endodoOnticos. Por possuir baixa massa molecular e habilidade para
desnaturar proteinas ele tem a capacidade de se difundir profundamente nos tecidos
dentarios (54).

O peroxido de hidrogénio é um liquido incolor completamente miscivel
com agua. Na tabela 2.1, a seguir, algumas propriedades importantes do peréxido
de hidrogénio e da agua sdo comparadas. A medida que se aumenta a temperatura
ha uma diminuicdo da densidade relativa e da viscosidade. Tais reducdes auxiliam
na difusdo do peréxido de hidrogénio na estrutura dental em regiées mais profundas
em direcdo a polpa. Este aumento de temperatura ocorre quando o perdxido é
associado a alguns tipos de fontes de luz. A decomposicao é dependente do pH, da

temperatura e das impurezas de sua composicao.

Per6xido de

Propriedade Agua

hidrogénio
Ponto de ebulicio(°C) 150,2 100
Densidade relativa (g cm™)
0°C 1,47 0,9998
20 °C 1,45 0,998
25°C 1,44 0,9971
Viscosidade (mPa s)
0°C 1,819 1,792
20 °C 1,249 1,002
indice de refracdo (n*°p) 1,41 13,330

Tabela 2.1 - Propriedades gerais do peréxido de hidrogénio e da éé;ua (Fonte do livro
applications of Hydrogen peroxides and derivatives® )
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A decomposicdo do peroxido de hidrogénio, quando ativado direta ou
indiretamente por diferentes substancias, pode derivar inUmeros oxidantes, tais
como
HOO", OH", HO', H,SOs5, R(CO)OOH, dentre outros (55).

Em meio alcalino o peréxido de hidrogénio dissocia-se da seguinte forma:

H,0, «=>H"+ HO,” pKs,=11,6

Em condi¢des extremamente acidas o peréxido de hidrogénio pode ser
protonado ou convertido em algo equivalente ao cation hidroxilado:

H,0,+ H' > H30,"

H,0,+ HA <> H;0," + A

O -OH é o oxidante mais forte dos radicais oxi e interage com as
ligacdes duplas das insaturacfes presentes no esmalte e na dentina. O radical —OH
degrada os pigmentos (substancias organicas poliméricas) em substancias de baixo
peso molecular incolores. Em meio alcalino O—OH também é catalisado, ao contrario
do que ocorre em meio acido. No meio alcalino o perdxido de hidrogénio dissocia-se
em — OH e —-HOO, que sao alguns dos radicais responsaveis no processo de
clareacao dental (56).

Além destas condicdes, sob radiacdo UV, a 254nm, cada mol de
peréxido de hidrogénio pode gerar dois radicais hidroxilas. Os radicais hidroxilas
também podem ser gerados com a associacao de ions metalicos. O mais comum é o

Ferro (ll), sendo esta combinac¢do conhecida como reacéao de Fenton.

2.3 DESPROTEINIZACAO DA ESTRUTURA DENTAL E ACAO DAS ESPECIES
REATIVAS OXIDATIVAS NA MATRIZ ORGANICA
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2.3.1 Hipoclorito de sodio

O hipoclorito apresenta uma série de propriedades, tais como:
atividade antimicrobiana, solvente de matéria organica, desodorizante, clareadora,
lubrificante e baixa tens&o superficial. E também detergente, porque promove a
saponificacdo dos lipidios (62). A forma de apresentacdo do hipoclorito de sodio
somente existe em solugdo. Neste estado ele origina hidroxido de sédio (base forte)
e acido hipocloroso (4cido fraco), de acordo com a reacdo abaixo:

NaOCl + H,O <> NaOH + HOCI
Dependendo do pH do meio, o HOCI pode se encontrar ionizado (meio
alcalino, pH > 9 ou nao-ionizado, meio acido, pH < 5,5).
HOCI -«— OClI + H

Acido Hipocloroso hipoclorito  hidrogénio

O NaOH é uma base forte, estando praticamente 100% dissociada.

NaOH — Na' OH

O hipoclorito de s6dio € um composto instavel, por ser oxidante, pode
ser estabilizado em fung&o da alcalinidade céustica, por duas vias:
. direta: O NaOH em excesso neutraliza acidos, em especial acido carboénico,
presente quase sempre sob a forma de CO,, transformando-o em carbonato de
sodio.
. indireta: a alcalinidade que eleva o valor do pH proximo a 13,5, retarda a reacéo
auto-redox do hipoclorito, a formagéo de clorato (3 CIO° — > 2CI" + CIOg).
A velocidade da reagdo é minima e valores alcalinos. Assim a solucao de hipoclorito
contera sempre pequenas concentracdes de clorato (63). Quanto maior o teor de

carbonato mais instavel estara a solucéo de hipoclorito de sodio.



29

As solugcbes de NaOCI obtidas por meio de processo eletrolitico
apresentam concentracdes variaveis de 10 a 17%, Normalmente a diluicdo desta
origina diversas solucbes cloradas, que geralmente sdo usadas em Endodontia,
assim como as diversas marcas de aguas sanitarias (64). O acido hipocloroso se
encontra 100% n&o ionizado em pH proximo a 5,5 e 100% ionizado em pH proximo a
10. Dai a importancia do pH na ag¢do microbiana do cloro. Com a baixa do pH da
solucdo de hipoclorito de sodio com valores de pH de 9 para 5, forma-se
progressivamente o acido hipocloroso. Este acido é facilmente dissociado em meio
alcalino.

Nas soluctes fortemente acidas com pH inferior a 5, o cloro elementar
constitui a forma predominante na reacao :

HOCI+H"+CI <> Cl+H,0

Todavia, o pH alcalino (acima de 10) mantém a estabilidade das
solucdes de NaOCI. Por isso, o pH das solu¢@es cloradas deve chegar as condicdes
de acidez unicamente no momento do uso com a liberagdo do cloro nascente em
meio acido.

Existem varios fatores que influenciam a capacidade das solucdes
cloradas em dissolver tecido organico, tais como: relacdo entre o volume da solugéo
e a massa de tecido orgéanico; superficie de contato entre o tecido e a solucédo de
hipoclorito; tempo de acdo; temperatura da solucdo; agitacdo mecanica;
concentracdo da solucéo e frequéncia da renovacéo da solucdo (65-67).

O hipoclorito de sédio (NaOCI) é empregado na desproteinizacdo da
dentina (19, 68-72). Poucos estudos existem quanto ao emprego de hipoclorito de
sédio em concentracdo de 5,25% (equivalente a 52.500 ppm) para desproteinizacao
do esmalte (73-76). O processo para obtengdo ocorre a partir da eletrolise de uma
solucéao de cloreto de sodio. Dependendo das condi¢cdes podera fornecer além do
hipoclorito de sodio, hidroxido de célcio, cloro, hidréxido de sodio e acido cloridrico
(77). A capacidade de dissolucéo tecidual permite a fragmentacao, facilitando assim
a remocao. A capacidade de dissolugdo se deve ao efeito combinado do hidroxido
de sadio e do acido hipocloroso. O hidroxido de sédio reage com acidos graxos (0leo
e gorduras) presentes na matéria organica, formando sais de acidos graxos (sabao)
e glicerol (alcool). (equacéo 1). Sua reacdo faz com que ocorra a diminuicdo da
concentracdo dos ions de hidroxila ((OH), promovendo a reducdo do potencial

hidrogeniénico. Reage também com aminoacidos das proteinas, formando sal e
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agua (reacdo de neutralizacdo) (equacao Il). O &cido hipocloroso reage com o
grupamento amina dos aminoacidos, das proteinas, formando cloraminas e agua
(equacao Ill) (78, 79).

[ R-COO-R+ MaDH 4= R- COONa+R - OH
Esler Hiandxido de sadin s3030 diliceral

II. B- CNH;- COOH + NaOH —— RCMNH;C00 Na + H;0

Emioaskao niEnsHo de sddl gamho edeaEno de s0db  apE

Il R- CNHz- COOH + HOC| ==t RCICNH:-COOH + H20

amimEsk Eleelelglieleled sl “b=mha e

Figura 2.2- Dissolucéo tecidual pela agdo do hipoclorito de sédio

24 USO DE MICROTOMOGRAFIA COMPUTADORIZADA PARA ESTUDO E
ANALISE DE DENTES CLAREADOS: UTILIZACAO DE PARAMETROS
ESTRUTURAIS

Desde a invencédo dos raios-X em 1895 por Roetgen, este representa
grande avanco na area de diagndéstico, tornando-se possivel visualizar estruturas
internas do corpo de maneira ndo invasiva (80). O primeiro relato de microtomografia
por raios-X foi publicado em 1954 (81), e desde esta época este método € utilizado
em diversas areas da ciéncia, como analise de 0sso, mineralogia, biologia, ciéncia
dos materiais e engenharia. No final dos anos 80 a primeira pesquisa com micro-CT
foi publicada no campo da Odontologia, mas somente nos ultimos anos vem
ganhando importancia na pesquisa odontolégica (82). O micro-CT é utilizado
somente em experimentos laboratoriais. Apesar disso, existem novos sistemas de
tomografia digital volumétrica para diagndstico em clinicas odontoldgicas. Entretanto,
a qualidade de imagem e resolucéo dos sistemas digitais odontolégicos € inferior ao
micro-CT.

Na Medicina, o emprego do micro-CT é utilizado em grande parte em
analises quantitativas em o0ssos. Algumas limitacbes decorrentes das formas
geomeétricas simples em analises 2D podem ser superadas na analise por micro-CT
(83). Na técnica de micro-CT as imagens sao obtidas em varios angulos e

reconstruidas produzindo uma distribuicdo espacial em trés dimensdes da densidade
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dos materiais envolvidos, que no caso sao estruturas que constituem o dente (84).
Micro-CT utiliza-se da atenuacédo do feixe de raios-X para caracterizar a distribuicao
espacial da densidade do material. Ao observar uma radiografia convencional esta
se limita a somente duas dimensdes que representam a atenuacdo do material ao
longo do caminho dos raios-X, enquanto que os escaneamentos por CT produzem
imagens compostas de elementos volumétricos de 1mm? (voxels).

Micro-CT é derivado da tomografia computadorizada axial (TCA), muito
aplicada laboratorialmente. E uma técnica ndo destrutiva, que permite alta resolucéo
espacial de estruturas internas (85). Dependendo da fonte de raios-X e a forma do
scanner, a resolucao linear do micro-CT é de aproximadamente 2-100um, o que
permite avaliar estruturas finas com pequenos micrometros, como as estruturas do
esmalte e da dentina (86). Os dados podem ser registrados em duas ou trés
dimensdes e usados para analise qualitativa ou quantitativa (87).

O micro-CT €é uma miniatura do escaner de tomografia
computadorizada axial (TCA). As diferencas do micro-CT e da tomografia
computadorizada axial sdo as seguintes: Primeiro, as diferentes projecdes na
tomografia computadorizada médica se devem a fonte de raios-X e detector que se
move ao redor do objeto (paciente), causando vibracbes mecanicas. Para o estudo
dos materiais, € possivel rotacionar o objeto, reduzindo a vibracdo e aumentando a
resolucdo. A segunda diferenca € o tamanho da fonte de raios-X que é de 5-10 um
em microfocus da tomografia computadorizada comparado com milimetros da
utilizada na area médica. Este menor tamanho aumenta a precisao da projecéo,
reduzindo penumbra, ganhando também em resolucéo (82).

Micro-CT é uma variacdo dos métodos de atenuagdo de raios-X, que
tem sido utilizada para estudar &reas desmineralizadas. Atenuacdo significa
diminuicdo gradual do fluxo de radiacdo devido ao processo de espalhamento e
absorcao da radiacdo. Em ambos os processos, o féton dos raios-X interage com o0s
atomos do material. No espalhamento, o féton dos raios-X continua com a mudanca
de direcdo, com ou sem perda de energia. Na absor¢do, a energia do féton dos
raios-X € completamente transferida para os atomos do material. A lei fundamental
de atenuacdo, também chamada lei de Beer-Bouguer-Lambert, estabelece que o
processo de atenuacdo € linear na intensidade da radiacdo e na quantidade de
matéria, o estado fisico (por exemplo a composi¢cdo) € mantido constante. O
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coeficiente de atenuacdo é uma propriedade inerente, depende do niumero atdémico
do objeto, densidade e intensidade da energia dos raios-X (88).

O principio da absorcdo do micro-CT consiste na reconstrucdo do
coeficiente de atenuacdo linear, dentro de um objeto de medidas de feixe de
atenuacdo de raios-X que passam através da amostra em diferentes angulos de
visao (89).

O espectro de energia do micro-CT esta relacionado com a
penetrabilidade dos raios-X. Maior energia penetra mais eficientemente, mas pode
ser menos sensivel as mudancas da densidade do material e da composi¢do. O
espectro de energia gerado usualmente é descrito em pico de energia de raios-X
(kVp). Ja o nivel de intensidade maxima é menos do que metade do pico (keV). A
intensidade dos raios-X diretamente afeta a intensidade do ruido e também a
claridade da imagem (82).

Os detectores mais utilizados sdo as cameras CCD (charge-couple-
device). A imagem projetada pelo conjunto de lentes no CCD € convertida em um
sinal elétrico quantitativo.

A analise por micro-CT de dentina mostra um menor grau de
mineralizacdo. O menor conteddo mineral se deve a maior quantidade e didmetro
dos tubulos dentinarios, assim como a maior por¢ao de agua e fase organica. Estes
fatores reduzem a atenuacéo dos raios-X da juncdo amelodentinaria até as camadas
internas da dentina (82, 90).

Um dos parametros de interesse para auxiliar na avaliagdo da perda
mineral € a determinacdo do coeficiente de atenuacdo linear. O coeficiente de
atenuacdo linear, ou extingao (u), € uma carga monocromatica, relacionada a
atenuacado da radiacdo, associada ao feixe monocromatico, de acordo com a lei de
Beer-Bouguer-Lambert. No caso de n&o ocorrer espalhamento, se refere como
coeficiente de absorcéo linear e, no caso de ndo absorver, € também chamado de
coeficiente de espalhamento linear (91). Basicamente, a absorbancia € proporcional
a concentracdo das moléculas que absorveram a radiacao.

O coeficiente de atenuacgao linear (u) € a probabilidade de um féton de
raios-X ou de raio gamma interagir com o material. Por unidade de comprimento é
normalmente descrito em unidade de cm™ e depende da energia do féton,
composicdo quimica e densidade fisica do material.
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Figura 2.3 - O valor do coeficiente de atenuacao linear aumenta a medida que a
energia do raios-X diminui; B: O contraste da amostra em fungdo da
energia do raios-X. Diminuindo a energia do raios-X, aumenta o valor
do coeficiente de atenuagéo linear, este aumenta o contraste
da amostra.

Diferengcas dos coeficientes de atenuacdo linear entre tecidos sao
responsaveis pelo contraste da imagem de raios-X. No esmalte ha maior atenuacao
dos feixes de raios-X quando comparado com a dentina.

Devido esta relagdo inversamente proporcional dose/coeficiente de
atenuacao linear, ha dificuldade na anélise comparativa do coeficiente de atenuacéo
linear entre diferentes trabalhos de micro-CT.

O micro-CT na Odontologia tem sido utilizado satisfatoriamente em
andlises quantitativas e tri-dimendionais dos materiais (92, 93).

Existem inUmeras vantagens no uso de micro-CT:
. permite medir diretamente em 3D a morfologia da estrutura, como a espessura
estrutural e separacao;
. criar modelo de elementos finitos;
. maior volume de interesse da amostra pode ser analisado;
. medidas podem ser analisadas mais rapidamente;
. a morfologia da estrutura pode ser escaneada pelo método nao destrutivo;
. 0 micro-CT pode estimar a mineralizacéo do tecido pela comparacéao da atenuacéo
do dente com padrdes de hidroxiapatita; e
. 0s dados de densidade mineral com a morfologia em alta resolugdo do dente
escaneado pelo micro-CT permite criar um modelo de elementos finitos para estimar
0 comportamento mecanico (94).

A utilizacdo de micro-CT para analise de dentes clareados permite que

amostras possam ser preservadas e analisadas depois de realizar diferentes
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procedimentos em um mesmo estudo. Ha otimizacdo do tempo por ndo precisar de
preparo de amostras. Além do mais ndo necessita uso de corantes no objeto, o que
pode afetar a organizacdo da estrutura investigada. A grande vantagem € analisar
as estruturas internas com alta resolucdo espacial tri-dimensional e sem destruicédo
das amostras (82). Em andlises de 0ssos encontrou-se uma alta correlacdo de
andlises histomorfométrica em 2D com medidas morfolégicas em 3D, confirmando a
alta reprodutibilidade e precisdo nas medidas morfologicas (95, 96).

Vérios trabalhos tém utilizado parametros de microarquitetura na
avaliacdo do trabeculado ésseo (95, 97-100), como por exemplos, microtomografia
por raios-X, micro RMI, sincrotron também permitindo medida 3D da
microarquitetura estrutural em amostras ésseas pelo ensaio nao-destrutivo. Com a
introducdo da mensuracdo em 3D por técnicas de microscopia, tornou-se possivel
obter descricdo completa de estruturas espaciais complexas. Como consequéncia,
novos métodos em 3-D sao utilizados para estimar parametros morfométricos, tais
como volume, area de superficie e conectividade pelo processamento direto de

imagens em 3-D.

2.4.1 Parametros estruturais

A origem da analise da microarquitetura 0ssea se deve ao naturalista
escocés, John Hunter (1728-1793), ao examinar mandibulas de animais,
identificando areas de destruicdo e aposicao 6ssea (101).

Em 1980, ocorreu um maior impulso apés o modelo matematico para
microarquitetura 6éssea proposto por Michael A. Parfitt, reconhecendo a importancia
da anisotropia. Parfitt propbs técnicas assumindo que todo trabeculado possui a
forma de placas ou hastes (“the plate and rod” model) (101).

Atualmente os parametros de histomorfometria usado para descrever o
trabeculado 6sseo sdo baseados nos principios de Parfitt do modelo “plate and
Rod”. Alguns descritores da microarquitetura sdo: espessura estrutural — structural
thickness (St.Th, em micrometros), mais exatamente medida da densidade
estrutural, separacdo estrutural — structural separation (St.Sp, em micrometros),

indice de fragmentacdo — fragmentation index (Fr.l). Nesse estudo foram utilizados
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estes parametros empregados no estudo de estruturas ésseas para se avaliar a
estrutura dental.

Com a evolugcdo dos computadores e o interesse em realizar analises
no campo tridimensional, varios métodos tém sido propostos para estudar o
trabeculado 6sseo, independente da superficie e das medidas do perimetro, como
por exemplo, no modelo placa ou hastes (plate and Rod model).

Espessura estrutural - structural thickness (St.Th, em micrometros), é
um método que estima a espessura local pela adaptacao de esferas em cada ponto

da estrutura.

Figura 2.5 — Método de mensuracao da espessura estrutural por adaptacao de esferas.
Retirado do artigo T. Hildebrand; 1995 (102)

Este método é baseado na determinacdo da espessura direta através
do volume. E definida espessura local em determinado ponto na estrutura como
sendo o didmetro da esfera mais larga que inclui o ponto e que se adapta
completamente dentro da estrutura. Este método ndo depende do valor absoluto do
coeficiente de atenuacéo linear.

— indice de fragmentacdo — fragmentation index (Fr.l): é o método
proposto por Hahn et al. (103), que se baseia no fato de que em uma estrutura
perfeitamente conectada, superficies concavas sdo abundantes, enquanto convexas
sdo a minoria. Por outro lado, em uma estrutura desconectada as superficies
cOncavas se tornam menos abundantes e as superficies convexas mais numerosas.
Praticamente este método é realizado por analise da imagem, realizando uma

dilatacdo da imagem original da rede de trabeculado e medindo perimetros e areas
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de superficie antes e apos a dilatacdo. Quando uma rede estrutural est4 altamente
desconectada, as superficies convexas aumentam e o processo de dilatacdo
aumenta drasticamente, enquanto a area € moderadamente afetada. Isto permite
baixos valores de indice de fragmentacdo em uma estrutura altamente conectada e

altos valores quando a estrutura esta desconectada (98).

2.4.2 Método (s) de analise ultraestrutural da superficie do esmalte

Uma ferramenta muito utilizada para avaliar a superficie do dente € o
microscopio eletrénico de varredura (MEV). Desenvolvido por M.Von Anrdenne em
1940, o seu inicio so foi em 1948, com os desenvolvimentos do Prof. C. W. Oatley
(Universidade de Cambridge) com resolugdo de 50nm e um aumento maximo de
8.000x (104).

Em 1968, foi vendido pela firma DUPONT o primeiro MEV comercial
(Stereoscan/Cambridge). O microscépio eletrdnico € composto de um canhéo
eletrébnico (lente eletrostatica) onde se localiza o filamento emissor de elétrons, de
uma coluna composta de lentes eletromagnéticas por onde passam o0s elétrons
originados do aquecimento do filamento pela passagem de uma corrente
conveniente (emissdo termidnica) e acelerados por lente eletrostatica por uma
diferenca de potencial que pode variar desde 5 a 1000 kV, dependendo se € um
microscopio eletrénico de varredura ou de transmissao.

A funcéo principal das lentes € a focalizagéo e alinhamento do feixe de
elétrons; que passa no interior das lentes. Ha4 a necessidade de se ter vacuo no
interior das mesmas para que 0s gases ou moléculas nao interfiram no caminho dos
elétrons e nem diminuam a densidade dos mesmos.

A principal razdo da utilizagdo do MEV € a possibilidade em se
observar amostras espessas, ou seja, ndo transparentes a elétrons. A alta resolucéo
pode ser atingida na ordem de 100A e a grande profundidade de foco pode ser
atingida na ordem de 300 vezes melhor que o microscopio Otico. Pode-se obter
magnificacdes de 10 a 100.000x. S&o obtidas informacdes topograficas utilizando-se
elétrons de baixa energia, da ordem de 50eV. Informagfes sobre o nimero atdémico

ou orientacao sao obtidas utilizando elétrons de alta energia (104).
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Outra importante caracteristica do MEV é a possibilidade de se obter
imagens tridimensionais da amostra, que é resultado da larga profundidade de foco.

Outra forma de operacdo do microscopio eletrbnico de varredura € a
deteccdo de raios-X caracteristicos correspondentes a um determinado elemento
quimico conhecido.

Em microanalise de raios-X, a analise é realizada na faixa de 0,185 a
26keV, onde se encontra pelo menos uma linha util das familias K, L ou M para os
elementos da tabela periddica. Assim, os sinais fracos correspondentes a baixas
concentracdes de elementos sédo dificeis de se detectar.

Ha dois tipos de espectrometria por raios-x:

a) Por dispersdo de energia (Energy Dispersion Spectrometry — EDS);

b) Por dispersdo de comprimento de onda (Wavelength Dispersion Spectrometry
—WDS).

O espectrometro EDS trabalha com o principio de que a energia de um
féton esta relacionada com a frequéncia de onda. Assim, os fétons com energias
correspondentes a todos espectros de raios-X atingem o detector EDS quase
simultaneamente. Sendo o processo de medida réapido (segundos), € possivel
analisar os comprimentos de onda simultaneamente (104).

Apesar da eficiéncia na coleta de raios-X neste tipo de detector, uma
janela de berilio com espessura de 8um, usada para isolar o cristal de deteccgao
(geralmente de silicio dopado com litio) é suficiente para absorver praticamente
todos os raios-X com energia abaixo de 0,75 keV, impossibilitando a analise de
elementos com nimeros atdbmicos menores que 10.

No EDS o tempo de analise é aproximadamente de um minuto e

apresenta uma precisao relativa de em torno de 5% (105).

2.5 REMINERALIZACAO DA SUPERFICIE DO ESMALTE COM ACP-CPP:
INTERESSE CLINICO EM SESSOES POS-CLAREAMENTO

O uso de agentes remineralizadores na Odontologia moderna esta

direcionado as lesdes cariosas iniciais (manchas brancas) ou alteracdes superficiais



38

ndo invasivas para prevenir a progressdo, melhorar a estética, a resisténcia e a
funcdo. A remineralizagdo consiste em qualquer reparo dos cristais do esmalte pelo
ganho de mineral em regifes subsuperficiais. Esse processo ndo abrange os casos
em que ocorrem a simples precipitacdo de mineral na superficie.

Esta capacidade de remineralizar superficies de esmalte se deve
principalmente aos ions de calcio e fosfato. No entanto, a precipitacdo das fases de
calcio e fosfato presentes na saliva nhormalmente ndo ocorrem devido a presenca de
proteinas salivares, especificamente a estaterina. Isso ocorre porque segmentos das
proteinas se unem aos aglomerados de calcio e fosfato, prevenindo o crescimento
do aglomerado de ion ao tamanho critico necessario para precipitacdo e
transformacao em fase cristalina (106).

O flor pode ser agente remineralizador se estiver disponivel na saliva
ions de calcio e fosfato suficientes quando o flior for aplicado. Para formar
fluorapatita ou fluorhidroxiapatita, ions de calcio e fosfato sdo necessarios, assim
como ions de fluor. A remineralizagdo do esmalte in-situ e a retencdo de flior na
placa é dependente dos ions de calcio disponiveis (107). Para cada 2 ions de fluor,
sdo necessarios 10 ions de célcio e 6 ions de fosfato para formar uma unidade de
fluorapatita [Cai0(PO4)sF2]. Na aplicacao topica de ions de fllor, a disponibilidade de
ions de calcio e fosfato pode ser fator limitante para ocorrer a remineralizacdo de
esmalte, e isso pode ser exarcerbado em condi¢des de xerostomia (108).

Os sistemas de remineralizacdo devem fornecer calcio, fosfato e ions
de fldor em regides subsuperficiais do que somente uma deposicdo na camada
superficial. A grande dificuldade clinica na aplicacdo de sistemas remineralizadores
gue contém calcio e fosfato esta na baixa solubilidade dos fosfatos de célcio,
particularmente na presenca de ions de flior. Nenhum sistema remineralizador
possui baixa concentracdo de calcio e fosfato, além do mais, ndo sao efetivos em
localizar ions na superficie do esmalte e promover a remineralizacdo subsuperficial
do esmalte em estudo in-vivo (109). O fldor também n&o protege o esmalte contra
erosdo em pH muito acido como 1,2 (110). Por isso é necessario buscar novos
agentes remineralizadores contra a acao erosiva de substancias na superficie dos
dentes. Razéo pela qual surgiram sistemas de alta concentragéo de calcio e fosfato
gue podem ser categorizados em 3 diferentes tipos: cristalina, amorfo instavel ou

amorfo estabilizado.
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2.5.1 Fosfato de célcio — forma cristalina

Embora os tratamentos clareadores oferecam uma melhora na estética,
o efeito destes agentes na estrutura dental ainda continua a ser discutido. O
clareamento afeta diretamente a fase organica (proteinas) do dente, mas também
altera a fase mineral, resultando em alteracbes morfoldgicas da superficie do dente
(111).

A aplicacdo de vidros bioativos pode reverter estes danos (112). Eles
possuem a capacidade de unir quimicamente aos tecidos duros e seus componentes
séo oxidos de calcio, sodio, fésforo e silica. Estudos in vivo demonstraram suas
capacidades de formar uma camada de hidroxiapatita na superficie (113, 114).

O problema da utilizacdo do material cristalino na cavidade oral esta na
baixa solubilidade das fases de fosfato de calcio, ions de célcio e fosfato ndo estéo
disponiveis para remineralizacdo. A faixa de pH da saliva faz com que as fases
cristalinas ndo se dissolvam (115). Alguns exemplos sdo a bruxita, fosfato tricalcio
(TCP), vidros bioativos adicionados a alguns produtos odontolégico, mas sem

eficacia comprovada quanto a remineralizacdo in vivo (116).

2.5.2 Fosfato de calcio amorfo ndo estabilizado

O fosfato de calcio amorfo (ACP) é um sistema ndo estabilizado de
calcio e fosfato, que foi desenvolvido comercialmente onde o sal de calcio (ex.
sulfato de calcio) e sal de fosfato (ex. fosfato de potassio) sdo fornecidos
separadamente (ex. compartimento de camara-dupla). Quando os sais se misturam
na saliva, eles se dissolvem liberando ions de calcio e fosfato para produzir uma
atividade i6nica que excede a solubilidade de uma precipitacdo imediata do ACP. No
meio oral as fases de ACP sé&o potencialmente muito instaveis e podem rapidamente
transformar-se em uma fase cristalina termodinamicamente estavel (ex.
hidroxiapatita). Entretanto, antes da transformacéo de fase, ions de célcio e fosfato
devem estar disponiveis para promover a remineralizacdo da subsuperficie do
esmalte (116).
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A conversdo do ACP é complexa e depende da composi¢do dos ACPs
e das condic¢Bes clinicas em que se encontra. A hidrélise do ACP puro em apatita,
em pH de 7,4 e 37°C, é rapida, ocorrendo dentro de 6 minutos (117). O processo de
conversdo é afetado por ions inorganicos como fluor, carbonato, magnésio e
estrdncio, assim como compostos organicos, tais como proteinas e espécies
biomoleculares presentes no meio oral.

Compostos de fosfato de céalcio amorfo (ACP) tém as mais altas taxas
de formacéo e dissolucdo dentre todos os fosfatos de céalcio. O ACP hidrolisa para

formar a apatita, semelhante a apatita carbonatada, um mineral do dente (118).

2.5.3 Fosfato de calcio amorfo estabilizado

Caseina é o maior grupo de proteinas encontradas no leite, estando
em torno de 80% do total de proteinas (119). No leite, caseina existe em micelas que
estabilizam os ions de célcio e fosfato. A capacidade de estabilizar os ions de célcio
e fosfato se deve a liberacdo de pequenos peptideos (fosforopeptideos de caseina)
por digestdo enzimatica. Com isso se deu o desenvolvimento do fosfato de célcio
amorfo estabilizado por fosforopetideo de caseina (ACP-CPP) tecnologia chamada
comercialmente de Recaldent (120). Estes complexos tém sido incorporados em
gomas de mascar sem acucar [Trident Xtra Care (Americas), Recaldent (Japao) e
cremes dentais [ Tooth mousse e tooth mousse plus ( Europa e Australia), MI Paste
e MI Paste Plus (Japao e América)]. Alguns cremes dentais adicionaram flior ao
ACP-CPP, como por exemplo Ml Paste Plus.

MI Paste Plus € um produto que contém 900 ppm de fldor, sendo que,
apesar de sua capacidade de aumentar a remineralizagcdo in vitro através da
deposicao de precipitados de calcio contendo flior, nenhum trabalho foi publicado
mostrando sua eficacia in vivo. No entanto, o flior potencialmente pode interagir com
o componente ACP do complexo de caseina e precipitar em fluoreto de calcio,
fornando componentes inorganicos com nenhuma acdo especifica (118). Os
sistemas biologicos regulam a solubilidade dos ions de célcio e fosfato pelas

proteinas. As consequéncias da regulacdo desse sistema podem resultar em
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calcificacdo patoldgica, como a existéncia de célculos. Dentre as proteinas
estabilizadoras incluem caseinas do leite (121) e estaterina da saliva (106). Os
sistemas de remineralizacdo que replicam as propriedades da caseina do leite e

estaterina da saliva séo os fosforopeptideos de caseina (CPP).

2.5.4 Fosfato de calcio amorfo estabilizado por fosforopetideo de caseina
(ACP-CPP)

Os fosforopeptideos de caseina (CPPs) sdo aproximadamente 10% em
peso da proteina de caseina. Os quatro maiores CPPs contém a sequéncia —Ser(P)-
Ser(P)-Ser(P)-Glu-Glu onde Ser(P) representa um residuo do fosfoseril, sendo
usado para estabilizar altas concentrac6es de célcio e fosfato em pHs &cidos e
basicos (122, 123). Esta interagcdo previne o crescimento de aglomerados de célcio e
fosfato a tamanhos criticos necessarios para nucleacdo ou transformacédo de fase
(124). Estas propriedades sdo similares a estaterina encontrada na saliva, no
entanto a capacidade dos CPPs é significantemente superior devido a maior
quantidade de fosfoseril e outros residuos acidos.

O ACP-CPP tem raio hidrodindmico de 1.53£0.04nm (124). Pelo seu
tamanho e eletroneutralidade dos nanocomplexos, é esperado que entre nas
porosidades da subsuperficie do esmalte e se difunda em diferentes gradientes de
concentracdo (123). Os CPPs tém grande afinidade por apatita (124), ao entrar no
cristal se unem provavelmente a sua superficie mais favorecida. O potencial de
difusdo em camadas mais profundas pode ser devido ao ion CaHPO,4 (122, 123). A
medida que o par de ion neutro se difunde no esmalte vai se dissociando ao longo
do caminho, produzindo ions de célcio e fosfato capazes de se depositarem nos
espacgos dos cristais, promovendo crescimento dos mesmos. Além de se unir a
superficie do dente, € capaz de se unir a placa gengival, o que contribui para a

elevacao dos niveis de calcio e fosfato disponiveis (109).
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Ha inlUmeras evidéncias cientificas demonstrando a agcdo do ACP-CPP
em promover a remineralizagdo de lesbes subsuperficiais do esmalte em estudos
laboratoriais, in situ, evidéncias clinicas e revisdes sistematicas (123, 125-128).

Apesar de varios trabalhos de pesquisa avaliando a participacdo do
fosforopeptidio de caseina e fosfatos de célcio nos processos de mineralizacdo, néo
h& evidéncia clinica suficiente (quantitativa, qualitativa, ou ambas) em longo prazo
qguanto ao uso de CPP-ACP em relacéo a técnica de clareamento e tratamento de
hipersensibilidade (129). Devido a dificuldade técnica e metodolégica a maioria dos

trabalhos sdo conduzidos laboratorialmente.
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3 PROPOSICAO

A proposta deste estudo é avaliar novo método de clareamento de
consultorio seguro e conservador. Avaliar o esmalte dental clareado com peroxido de
hidrogénio a 35%, associando tratamento de desproteinizacdo com hipoclorito de
sbédio, e remineralizacdo com o complexo ACP-CPP. Para tal serdo avaliadas
alteracbes na cor, no brilho e na ultraestrutura da superficie do esmalte. As
hipoteses testadas séo as seguintes:

1) A desproteinizacdo do esmalte com NaOCI pode otimizar o brilho e
clareacdo ao longo do tempo em dentes bovinos;

2) A desproteinizacdo do esmalte com NaOCI| ndo altera a rugosidade
superficial em dentes bovinos;

3) A desproteinizacdo do esmalte com NaOCI ndo altera a ultraestrutura
inorganica em dentes humanos;

4) A associacdo de ACP-CPP apds clareamento de consultério pode reduzir a
clareacao e a rugosidade em dentes bovinos;

5) A associacdo de ACP-CPP ap0s clareamento de consultério pode

recuperar alteracdes estruturais ao longo do tempo em dentes humanos.
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Os tratamentos de superficie, assim como 0s respectivos protocolos,

estéo listados na tabela a seguir.

PRODUTO / Fabricante/Lote

PROTOCOLOS CliNICOS*

GC 35% H,0,

(Controle + (Pola-Office®, SDI, Australia)

Consultério)
083122

GE1
NaClO 5,25% + 35% H,0, (Center
(Primer+Consultério) Férmula, Brazil); (Pola-Office®, SDI,
Australia)

GE2

(Consultério+ACP- 35% H,0, + Ca™? PO, pasta
CPP)
(Pola-Office®, SDI, Australia); (Ml
Paste®, GC America, Japan)

070

Aplicacdo do gel clareador em 4 sessées
de 8 min cada

Aplicagdo do agente desproteinizante
ativamente na superficie por 1
min,seguido do protocolo do GC

Similar ao GC, seguido de aplicagao por 5
min de ACP-CPP na superficie clareada e
depois lavado com agua destilada. O
protocolo ACP-CPP foi repetido
diariamente, durante 7 dias.

Tabela 4.1 — Caracterizagdo dos tratamentos na superficie do esmalte

*Todos protocolos clinicos sdo baseados nas recomendagdes dos fabricantes
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4.1 AVALIACAO DE ALTERACAO DE COR, BRILHO E RUGOSIDADE EM
DENTES BOVINOS

4.1.1 Preparo da amostra

Os fatores analisados foram tratamento superficial antes e
imediatamente apos o clareamento, listados na tabela 4.1.

Foram utilizados 15 dentes incisivos bovinos sem carie, trincas ou
defeitos. Foram seccionados na jungdo cemento-esmalte e vestibulo-lingual usando
uma maquina de corte com disco de diamantes (Isomet 1000; Buehler Ltd, Lake
Buff, Il, EUA) separando a raiz da por¢cdo corondria e a por¢cdo mesial da distal
obtendo assim 30 fragmentos. Os espécimes foram aleatoriamente submetidos aos
diferentes tratamentos (n=10). As variaveis analisadas foram alteragao de cor (AE),
parametros I* e b*, e rugosidade superficial (Ra, Rt, Rsm). Os fragmentos de esmalte
e dentina foram planificados sob irrigacdo em uma maquina de polimento (Struers
A/S Rodovre, Dinamarca) com lixas de Al,O3 com granulacdes 600 e 1200.

Para remover residuos decorrentes do polimento, os dentes foram
colocados em ultrasom (Thorton, T14 , Brasil) com agua deionizada por 10 minutos.
Os espécimes foram armazenados a 37+0.5°C em umidade relativa de 100%

mantidos até a utilizagdo num dos grupos experimentais.

4.1.2 Avaliacao de cor

Instrumentos como colorimetros tém sido utilizados na industria e na
pesquisa para medir cor de uma larga variedade de materiais e substratos.
Colorimetros tém filtros de cor que aproximam a funcéo espectral de um observador
padrdo e geralmente sao utilizados para medir cor em X, Y, Z, ou nos parametros
do CIELab.

As medidas de cor foram realizadas com um colorimetro (Minolta CR-

221, Osaka, Japédo) de acordo com ClELab com uma fonte de luz padrao D65. O
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parametro CIE L* corresponde ao grau de luminosidade e escurecimento, onde a* e
b* correspondem as coordenadas vermelho ou verde e amarelo ou azul (+b*=
amarelo, -b*= azul,) respectivamente. O colorimetro calibrado com padrdo branco,
area de medida de 3 mm de diametro e usa um angulo de iluminacdo de 45° e um
angulo de viséo 0°.

AE= [(AL)? + (Aa%) + (Ab')’]Y

(1)
Onde AL’, Aa*e Ab" sdo as diferencas respectivamente do antes (baseline) e
os diferentes periodos (imediatamente apdés, 4 dias e 7 dias).

Os parametros mais analisados foram AE e parametro b* porque um
estudo anterior ndo detectou alteracdo no eixo vermelho-verde depois de utilizar
peréxido de hidrogénio 30% por 1 dia (4).

As medidas foram todas sempre realizadas numa mesma sala, com

mesma iluminagéao.

4.1.3 Brilho de superficie

O brilho de superficie foi medido em um angulo de incidéncia e reflexédo
de 60° usando um glossimetro calibrado (Novo Curve,Thopoint, Bexhill-on-Sea,
Inglaterra). O glossimetro foi calibrado antes de cada sessé&o de leitura com amostra
padrao fornecida pelo fabricante com valor de brilho conhecido. O instrumento mede
a intensidade do feixe de luz refletida depois de colidir com a superficie e compara
com valor de referéncia. O equipamento tem uma janela com abertura de 2 X 2 mm,
local onde o espécime era colocado e coberto com recipiente de filme fotografico
para evitar a exposicao pela luz durante a medida. As médias das cinco medidas
foram registradas para cada espécime.

O brilho superficial foi avaliado no inicio, imediatamente apés (1h), 4

dias e 7 dias ap0s os tratamentos.
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4.1.4 Rugosidade superficial

Um perfildbmetro de contato Stylus foi utilizado para medir a rugosidade
superficial. A ponta de diamante tem um raio de 5 ym, angulo de 90° a uma
velocidade de 1 mm/s através da superficie com forca de 6 mN. Seis linhas de
escaneamento foram realizadas por superficie de espécime, trés na horizontal e trés
na perpendicular. A distancia cut-off foi de 0,25 mm e a distancia de medida 2 mm.
Os parametros de rugosidade medidos foram: (1) parametro R, de amplitude (média
aritmética dos afastamentos em relacdo a linha média), (2) parametro Rt de
amplitude (a maxima altura de pico ao vale do perfil no caminho percorrido), (3) Rsm
parametro de espacamento (o espacamento médio entre o perfil do pico na linha
média, medido dentro do caminho percorrido).

A rugosidade superficial (Ra, R; € Rsm) foi realizada antes, depois dos
tratamentos GC e GE1. Para GE2 foram realizadas medidas de rugosidades apés 7

dias, depois da aplicacéo da Ml Paste.

4.1.5 Anélise Estatistica

Os resultados de AE, brilho e rugosidade foram avaliados
separadamente por ANOVA de dois fatores vinculados e teste de comparacao de
Tukey (p=0.05). Se o teste de significancia estatistica for maior que 0.05, pode-se

assumir igualdade das variancias.

4.2 - ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM DENTES HUMANOS IN VITRO

Apo6s a aprovacdo do Comité de Etica da Faculdade de Odontologia da
Universidade de S&o Paulo (FR-306987/Protocolo 169/2009)(Anexo A), sessenta
dentes pré-molares superiores ou inferiores foram limpos com pedra-pomes e agua
por 10 segundos em cada face e em seguida foram armazenados em solucédo de

azida de sodio a 0,02%.
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A solucdo de NaOCIl a 5,25% foram utilizadas solu¢des o mais proximo
da data de fabricacédo e armazenadas em vidro ambar, protegendo da luz e do calor
para nao perder sua eficiéncia.

Para obtencao dos blocos de esmalte humano foi seccionado a porcao
radicular. As coroas foram fixadas com cera pegajosa em bases de resina acrilica
devidamente planificada para seccao da porgcédo palatina da coroa utilizando disco
diamantado (Extec Corp, Enfield, CT, EUA) sob refrigeracdo com agua destilada
montada em maquina de corte de precisdo Isomet 1000 (Buehler Ltd., Lake BIuff, I,
EUA) para evitar trincas no esmalte. Logo apads, foi realizado novo corte no sentido
vestibulo-lingual, sob refrigeracéo, formando 4 blocos de esmalte de cada dente.

4.2.1 Andlise por FEG, MEV e EDS

4.2.1.1 Preparo da amostra

Os dentes pré-molares humanos foram secos a 37°C em recipiente
com silica gel de acordo com o protocolo usado por Bem-Amar e colaboradores
(131). Todos os dentes utilizados nesse estudo sao irrupcionados e foram
provenientes do Banco de Dentes Humanos.

Os fragmentos de dentes humanos foram desidratados em escala de
concentragéo ascendente de etanol (20 minutos a 25%, a 50%, a 75%; 30 minutos
a 95% e 60 minutos a 100%), e secagem quimica final pela imersdo em 1,1,1,3,3,3-
Hexamethyldisilazane (HMDS, Sigma-Aldrich Inc., St. Louis, EUA) 10 ml por 10
minutos e secos a temperatura ambiente no interior de uma capela de exaustao
(132). Apos secagem, os espécimes foram armazenados em dessecador com silica
para serem analisados. Os espécimes foram recobertos com platina (MED 020, Bal-
Tec Balzers, Liechtenstein), analisados no microscépio eletrbnico de varredura
(Stereoscan 440, LEO Electron Microscopy, Oberkochen, Alemanha) para
quantificacdo de elementos quimicos por EDS (energy dispersive spectroscopy) O,
Mg, P, Cl, Ca, Mn e por emissdo de campo (Quanta 600 FEG, FEI) em alto vacuo.
As imagens foram obtidas utilizando detector de elétrons secundéarios (Everhart-
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Thornley), distancia de trabalho em torno de 10 mm, voltagem de 10 kV e sonda de
500 A com magnificacdes de 3.000 a 100.000x.

4.2.2 Parametros estruturais

Apesar de nao ter estudo avaliando os parametros estruturais em
dentes humanos, a maioria da literatura baseia-se na analise da morfologia 6ssea.
As terminologias utilizadas nesse estudo sdo relacionadas a area de estudo de
ossos adotadas pela Journal of Bone and Mineral Research, que sdo as mesmas
recomendadas pelo Comité de Nomenclatura de Histomorfometria da Sociedade
Americana de 0sso e pesquisa Mineral (101).

Para aquisicdo das imagens foi necessério realizar as seguintes
etapas:

- Preparo da amostra e posicionamento;

- Determinar energia dos raios-X utilizada;

- Utilizacao de feixe de endurecimento, filtros etc;

- Intensidade;

- Calibracao;

- Tamanho do voxel e resolucdo da imagem,;

- Determinar regido de interesse (ROIs);

- Andlise dos parametros estruturais

4.2.2.1 Preparo da amostra e posicionamento

Os fragmentos de dentes foram armazenados em &agua destilada a
37°C. A face em que se realizou o corte para exposicao de dentina foi coberta com
material para isolamento gengival, deixando somente a face vestibular exposta.
Foram realizados os escaneamentos dos grupos experimentais antes (Oh) e
imediatamente apos (1h) para todos os grupos experimentais. No grupo G3 também
foi realizado o escaneamento 7 dias apés a aplicacdo diaria de ACP-CPP.

O micro-CT (Modelo 1072, Skyscan, Kontich, Belgica) foi utilizado para

escaneamento do fragmento do dente pré-molar. Este equipamento é um
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microtomografo computadorizado de Raios-X por escaneamento acoplado a estacéo
de trabalho. O hardware usado para processamento dos dados neste estudo foi um
Dell Precision workstation PWS 450 Intel® Xeon (4 Gb CPU, 3.06 GHz), que tem um
software para micro-XCT (SkyScan 1072® software, Skyscan, Belgium); e uma
estacdo de trabalho Dell Precision PWS 390 Intel® Core (4 Gb CPU, 2.13 GHz) com
TView® e NRecon® (Skyscan, Belgium). A partir do Nrecon® as imagens obtidas
em formato Bitmap (BMP) foram selecionadas para realizar fatias no sentido
horizontal ou vertical.

As primeiras etapas de aquisicdo das imagens envolvem o preparo e
posicionamento da amostra no suporte. Foi utilizada uma silicona para registro
oclusal Fit Checker —Il (GC America, Tokyo, Japdo) por ser um material de baixa
densidade e pouca atenuacdo. Este material além da baixa atenuacdo possui a
vantagem de orientar no posicionamento da amostra antes e apdés do
escaneamento. O fragmento do dente foi posicionado com a base da dentina voltada
para o suporte e sobre a silicona para garantir que a amostra ficasse fixa durante o
escaneamento da amostra e garantisse a mesma posicdo antes e apos o
escaneamento.

Durante todo o processo de escaneamento, todas as amostras foram
umedecidas para evitar que a desidratacdo pudesse afetar suas estruturas.

4.2.2.2 Energia dos raios — X

Geralmente os sistemas de micro-CT operam na faixa de 20 a 100kVp
(133) e a atenuacéo dos fotons de raios-x quando passa pelo material pode causar
absorcdo ou espalhamento, dependendo da energia. A facilidade em se diferenciar
esmalte e dentina € melhor em baixas energias, entretanto, devido a atenuacao total
dos raios-X que aumentou, somente pequenos objetos podem ser medidos com
baixa energia, caso contrario ruidos tornam-se elevados para realizar analises
quantitativas (94).

Neste estudo, devido ao tamanho das amostras foi ajustado para
escanear todos os fragmentos com feixe de aceleragéo de 102kVp.
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4.2.2.3 Feixe de endurecimento (Beam hardening)

Na maioria dos sistemas de micro-CT a energia de raios-X incidente é
equivalente a energia de raios-X que sai pela amostra. A baixa energia do feixe é
preferencialmente bloqueada, por outro lado, por¢cdes de alta energia passam mais
facilmente. Esta diferenca entre absorcdo de baixa e alta energia é o que se chama
de feixe de endurecimento. A energia do feixe pode ser aumentada se for utilizado

filtro de fétons de baixa energia.

4.2.2.4 Intensidade

O numero de fétons de cada projecdo durante um escaneamento
depende da corrente do tubo (uA) e o tempo de integracdo de cada projecdo (ms),
também o numero de vezes que cada projecdo é repetida - frame averaging. Foi
utilizado raios-X com feixe de corrente de 96 pA e frame averaging de 1023. Duas
captacdes de imagem foram tomadas pela rotacdo de 180° por angulo de tomada

0,45° e tempo de exposicao de 4s por captacao.

4.2.2.5 Tamanho do voxel e resolu¢cédo da imagem

7

Um voxel é uma unidade do volume escaneado que é resultado da
reconstrucédo do tomoégrafo. E a representacdo em volume (3D) das duas dimensdes
dentro da fatia. Geralmente os voxels das imagens de micro-CT tém as trés
dimensdes iguais e sdo descritos como voxels isotropicos. ldealmente, o menor
tamanho de voxel disponivel deve ser realizado para todos 0s escaneamentos. Foi
realizado o escaneamento com resolugcdo de 11,24pm°. S&o encontrados nos

diversos estudos de micro-CT diferentes tamanhos de voxel. Diferencas entre 10 e
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20 um tem pequena relevancia em estruturas com grande espessura, como por

exemplo, com 100 a 200 um (100).

4.2.2.6 Regido de interesse (ROI)

Ao realizar o escaneamento deve-se ter uma quantidade suficiente de
amostras para que os dados sejam o0s mais confiaveis e reprodutiveis. Foram
realizadas analises de oito amostras para cada grupo.

Inicialmente, usando o software SkyScan 1072, um total de 207 Tag Image
File Format (TIFF) 16-bit foram obtidos, com resolug&o vertical e horizontal de 1336
dpi e tamanho de arquivo de 2Mb. Foi utilizado o software NRecon®, a regido de
interesse (ROI) foi selecionada e definida baseado na regido a ser contornada e o
tamanho de interesse, gerando camadas horizontais da estrutura interna do dente
(cortes transversais) com resolucdo de 11,24 x 11,24um, cada uma em arquivo
bitmap com 1Mb .

Foram selecionadas duas diferentes ROIs para analise nas
profundidades estudadas contendo somente esmalte:

.ROI-1 =0 pm 56,2 ym
.ROI-2=56,2 um a 110,2 um

O topo do ROI foi definido como sendo a primeira imagem no eixo Z de
cada amostra. A primeira imagem foi determinada como sendo 0 um, considerada
assim como topo da andlise. Como cada fatia tem espessura de 11,24 um, foram
selecionadas cinco fatias para ROI -1 e dez fatias para ROI-2.

Os arquivos foram organizados no mesmo diretério e verificados
usando o TView®. A reconstrucdo 3D foi possivel utilizando o NRecon® para checar
se existem algumas areas com artefatos e/ou defeitos que precisam se removidos

ou néo, selecionados para a proxima etapa.
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4.2.2.7 Analise dos parametros estuturais

Foram avaliados espessura estrutural (St.Th.) - média da espessura
estrutural utilizando métodos 3D direto (um); separacao estrutural (St.Sp) — média da
distancia entre as estruturas, utilizando métodos 3D direto (um) e indice de
fragmentacao (Fr.l.) — que determina a maior ou menor conectividade da estrutura.

O método de medida é conhecido como adaptacdo de esferas — fitting
method, onde é medido o didametro da esfera que se adapta ao objeto e a
separacao, determina qual o maior diametro possivel que a esfera pode se adaptar
em cada voxel que contenha completamente o objeto (ou a separacdo, fundo) e

depois realiza a média dos diametros.

Figura 4.1 Representacdo esquematica do algoritmo usado para método direto em 3D para
calcular espessura trabecular (espessura estrutural) (A) e separacdo (B). Distancias
em 3D séo computadas pela adaptacédo de esferas dentro da estrutura ou dentro do
espacamento fundo branco. A média do diametro das esferas representa a espessura
do objeto.

Os dados foram sumetidos a analise estatistica. O teste-t pareado foi
utilizado para determinar se as alteracfes observadas foram significativas em nivel

de 95% de confianca.
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5 RESULTADOS

5.1 AVALIACAO DE COR, BRILHO E RUGOSIDADE EM DENTES BOVINOS

Em relagdo ao AE, ndo houve diferenga estatistica entre os diferentes
tratamentos de superficie (p= 0,48) e entre os periodos (p = 0,20). Foi encontrada
diferenca estatistica entre a interacdo (p = 0,04) somente na Andlise de Variancia,
ndo sendo detectada no teste de Tukey. H4 uma tendéncia a maior alteragdo de AE
em uma avaliacdo imediata apds o clareamento do tratamento GE2 (6,32 + 2,25)
guando comparado com os demais tratamentos GC (3,43 + 1,19) e GE1 (3,77 *
2,47).

Em relagdo ao pardmetro L, houve diferenca estatistica quanto aos
diferentes periodos avaliados (p < 0,001). O maior aumento do L* ocorreu na
avaliacdo imediata (71,97 + 4,67), apés 4 dias ocorreu uma queda do L* (64,81
+ 6,78) e 1 semana ap0s ao tratamento ocorreu novo aumento (70,47 £ 3,62), como
pode ser visto na Tabela 5.1. N&o houve significancia em relacdo ao tratamento de
superficie (p = 0,11) e a interacao (p = 0,46).

Em relacdo ao parametro b, o fator periodo foi significante (p < 0,001).
Houve uma queda significativa 4 dias apos o clareamento, ndo havendo diferenca
apo6s 1 semana. Nao houve diferenca estatistica em relacdo ao tratamento de
superficie (p=0,99) e interacao (p=0,09).

Em relacdo ao brilho, o fator periodo (p<0,001) e tratamento de
superficie (p=0,008) foram significantes. Houve uma queda do brilho imediatamente
apos o clareamento, mantendo-se constante a perda de brilho até a 7% semana,
independente do tratamento de superficie realizado. A condicdo experimental em
que foi aplicado ACP houve maior reducédo do brilho quando comparado aos
demais tratamentos de superficie. Ndo houve diferenca estatistica entre a interacéo
tratamento de superficie e periodo de avaliagédo (p=0,13).

Os tratamentos de superficie ndo alteraram os valores de rugosidade
(Ra € Rsm) nos diferentes tratamentos e periodos analisados. Houve um aumento
nos valores de rugosidade ap0s 7 dias do parametro R; do grupo in-office ACP
quando comparado com a avaliacdo imediatamente apds do grupo in-office,

primer+in-office e in-office + ACP.
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5.2 ANALISE ULTRAESTRUTURAL EM DENTES HUMANOS IN-VITRO

Em GC nota-se superficies com esboco dos prismas de esmalte e
erosdes nas regides de prismas de esmalte. Em GE1, com a aplicacdo do agente
desproteinizante previamente ao clareamento, observa-se uma superficie mais lisa.
Ha uma formacédo de um manto de recobrimento no grupo consultério + ACP em
torno dos prismas de esmalte e um menor espacamento entre os cristais de
hidroxiapatita.

O percentual em peso analisado da superficie do esmalte por EDS
demonstra estatisticamente um aumento na quantidade de calcio em GE2 apdés 7
dias quando comparado com o0s demais grupos experimentais (p < 0,01). Ha
estatisticamente uma maior quantidade de fésforo quando comparado com o grupo
sem tratamento (p < 0,05). O elemento quimico manganés foi encontrado em todos
0S grupos, exceto no grupo em que nao foi realizado tratamento. Nao ha variacéo na
guantidade de cloro e magnésio nos grupos tratados.

Na analise dos parametros estruturais utilizando a técnica de micro-CT,
ndo foi observada nenhuma diferenca estatistica na alteragcdo da espessura
estrutural (St.Th) e a separacdo estrutural (St.Sp) do esmalte antes ou
imediatamente apos os diferentes tratamentos de superficie para os diferentes ROIs
analisados. No grupo em que foi realizado somente o tratamento de consultorio
ocorreu diferenca estatistica (p<0,01) do indice de fragmentacdo (Fr.l) apdés o
tratamento no ROI-1 correspondente a espessura de 56,2 um. Ocorreu um aumento
meédio de 0,01 um. No ROI-2, na espessura de 110,2 um néo foi detectada nenhuma
diferenca estatistica antes e apés o clareamento. Nos demais tratamentos n&o foram
detectadas diferencas estatisticas dos valores de Fr.| antes e ap0s os tratamentos
para cada ROI analisado.

No grupo em que foi aplicado ACP diariamente e avaliado os diferentes
parametros estruturais apés 7 dias foi observado aumento da espessura estrutural
de 4,1um (p = 0,03), reducéo da separacgéao estrutural de 0,8 um (p = 0,04) e reducéo
do indice de fragmentacdo 0,011 (p = 0,01) no ROI-1 apos o tratamento realizado.

Nenhuma alteracao foi observada em camadas mais profundas correspondente ao
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ROI-2 no avaliar da espessura, separagao estrutural e indice de fragmentacédo apos

7 dias do tratamento com ACP.

Tabela 5.1 — Médias e desvio padréo do brilho e parametros de cor

Tempo Procedimento .
) Brilho
(h) Laboratorial
0 Antes 59,73+5° - 68,4 +4,1"° 6,2+1,82
1 e E 44,06 +6.8" 45+24° 720+47°  53+22°
apos
96 Depois de 04 dias 47,36 57" 57+26° 64,8 +6,8° 30+£2,1°
Do clareamento
168 Depois de 7dias 4565 152°" 53+27%  705%36%  40%16°"

do clareamento

Os valores de AE e brilho séo relacionados ao inicio
Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas estatisticas (p<0.05).

Tabela 5.2- Médias e desvios padréo do parametro R, (um)

Tempo Procedimento

() Laboratorial

0 Antes

0,105 + 0,02Aa

0,112 + 0.03 Aa

0,112 + 0,02 Aa

Imediatamente

1 p
apés

0,104 + 0,01Aa

0,100 + 0,02 Aa

0,121 + 0,02 Aa

Depois de 7 dias

= do clareamento

0,102 + 0,02 Aa

0,100 + 0,01 Aa

0,115 £ 0,03 Aa

Diferentes letras mailsculas indicam diferengas estatisticas entre os periodos
Diferentes letras mindsculas indicam diferencas estatisticas entre tratamentos
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Tabela 5.3- Médias e desvios padrdao do parametro R; (um)

Procedimento

Laboratorial

0 Antes 0,871+ 0,2 Aa 0,916 + 0,2Aa 0,991 + 0,3 Aa

1 'med:‘;’g‘eme 0,971+ 0,3 Aa 0,897 +02Aa | 1,009+0,3 Aa

168 Depois de 7 dias 0,974 +0,5 Ab 0,895 +0,1 Ab 1,093+ 0.4 Aa
do clareamento

Diferentes letras mailsculas indicam diferengas estatisticas entre os periodos
Diferentes letras mindsculas indicam diferencas estatisticas entre tratamentos

Tabela 5.4- Médias e desvios padréo do parametro Rg, (um)

Procedimento

Tempo (h )
po (h) Laboratorial
0 Antes 97,51+8,6Aa | 99,67+ 154 Aa | 105,44+ 18.4Aa
1 'medggg‘e”te 101,54+13,5Aa | 103,11+ 14,3Aa | 101,77+ 15,0 Aa
168 Depg:réjsrge?]lta:)s do 101,51+9 Aa 103,2+11,1 Aa 110,58 + 8,1 Aa

Diferentes letras mailsculas indicam diferengas estatisticas entre os periodos
Diferentes letras mindsculas indicam diferengas estatisticas entre tratamentos

Tabela 5.5- Valores médios e desvio padrao dos parametros de cor

Tempo Procedimento

(h) Laboratorial
71,3 7,1 69,7 5,4 66,3 6,5
* ! 1 * ’ ’ * ] ]
Y ATl +23  +1.9 +27 *11 +14 07
1 Imediatamente 3,7 72,1 54 3,1 71,1 4.2 57 742 57+
apos +0,9Aa +3 +19 |+1,3Aa +3.3 +1,1 [+#1,4Aa 24 1,6
96 Depois de 4 dias 5,6 68,4+ 2,2 6,1 67,1 3,13 4,2 65,6 19+
do clareamento +1,7Aa 4.5 +1 |+2,8Aa 4 +1,2 [+1,6Aa 3,5 1,2
168 Depois de 7 dias 4,7 70,2 3,3 3,8 715 399 [ 56+ 72,1 3,4
do clareamento | +1,9Aa +3,1A #1 |+0,9Aa 3 +15 | 1,5Aa +2,9 +1

*Valores médios e desvio padréo de alteracdo de cor (AE) relacionados a antes do clareamento
Diferentes letras mailsculas indicam diferencas estatisticas entre os periodos
Diferentes letras mindsculas indicam diferencas estatisticas entre tratamentos



Tabela 5.6- Valores médios e desvio padrao do brilho

Procedimento

Laboratorial

0 Antes 623+56Aa| 57,5457 Aa 50.3+2,3 Aa
1 Imediatamente ap6s 46,2 £9,2 Ab 46,6 +2,6 Ab 39,3 4,8 Ab
96 Depois de 4 dias do 471+35Ab| 507472 Ab 44.3 +4,2 Ab
clareamento
168 Depois de 7 dias do 492459 Ab| 471+4.4Ab 43,7 +4 Ab
clareamento

Diferentes letras mailsculas indicam diferengas estatisticas entre os tratamentos
Diferentes letras minasculas indicam diferengas estatisticas entre periodos

Figura 5.1 — Microscopia eletrdnica de varredura do esmalte sem tratamento coluna esquerda MEV
(3000, 6000 e 10.000X) e direita FEG (6000, 50.000 e 100.000x)




Figura 5.2 - GC coluna esquerda MEV (3000, 6000 e 10.000X) e direita FEG (6000, 50.000 e
100.000x)
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Figura 5.3- GE1 MEV (3000, 6000 e 10.000X) e direita FEG (6000, 50.000 e 100.000x)
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Figura 5.4 — GE2 ap6s 07 dias coluna esquerda MEV (3000, 6000 e 10.000X) e direita FEG (6000,
50.000 e 100.000x)
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Figura 5.5 - Imagens da superficie do esmalte dos grupos experimentais por retroespalhamento em
aumento de 1000x

Sem Tratamento

10m*

10pm*

10

GE1 GE2-7dias



Tabela 5.7 - Percentual dos elementos quimicos na superficie do esmalte na andlise por EDS

O Mg P Cl Ca Mn

Sem Tratamento 42,7+0,3 0,2+0,1 183+02° 0,5+0,1 37,8+0,3° 0
GC 41,8+05 02+0,1 185+0,2® 0,7£0,1 38%0,3° +0651
GE1 42,06+03 02+0 185+0,1%* 0,7+0,1 37,8+0,3° +0641
GE2-7dias  412+04 02%0 185%02° 07£0,1 384£03 O

* Letras diferentes significam diferencas estatisticas (p<0.05)

Tabela 5.8 - Espessura estrutural antes e apés os diferentes tratamentos de superficie (um)

ROI - 1 30,17 4,7 | 33,72 3.6 29,72 57
29,7¢ 4 30,1¢ 53 31,1¢ 5.8
ROI - 2 66,92 4,8 | 70,32 52 65,72 7.5
66,7¢ 6,2 | 65,4° 5,9 68,3¢ 6,5

D.P.: Desvio Padréo

2 Valores obtidos antes da aplicacdo do clareador
(n=8)

4 Valores obtidos depois da aplicacdo do clareador
(n=8)

Tabela 5.9 - Teste - t pareado (p = 0,05) para os diferentes tratamentos para espessura
estrutural (um)

GC GE1l

Diferenca Média p Média
Par 1 ROI1%3-ROI1¢ 0,49 | 0,58 3,7 0,18 | -14 | 0,53
Par 2 ROI23-ROI2¢ 0,23 | 0,88 4,9 013 | -26 | 0,17

D.P.: Desvio Padréo

 Valores obtidos antes da aplicacdo do clareador
(n=8)

4 Valores obtidos depois da aplicacdo do clareador
(n=8)

* Diferenca significante (P<0,05)



64

Tabela 5.10 - Separacéo estrutural antes e apds os diferentes tratamentos de superficie (um)

GC GE1 GE2

ROI Média DP  Média DP  Média DP
ROI -1 64,42 1,6 64,5% 1,2 64,9% i 5
64,3 1,8 64,9¢ 1,6 64,7° 1,6

ROI - 2 98,62 39 | 101,1* 32 | 102,3 4.2
100,9° 55 | 101,3* 25 | 101,2° 3,7

D.P.: Desvio Padréo

% Valores obtidos antes da aplicacdo do
clareador (n=8)

4 Valores obtidos depois da aplicacdo do
clareador (n=8)

Tabela 5.11 - Teste - t pareado (p = 0,05) para os diferentes tratamentos para separacao estrutural

GC GE1 GE2

Diferenca Média Média Média
Par 1 ROI1%-ROI1¢ 0,1 0,83| -0,4 027| 02 0,63
Par 2 ROI22-ROI2° -2,3 055/ -0,2 088 1,1 0,28

D.P.: Desvio Padréao

#Valores obtidos antes da aplicac&o do clareador (n=8)
dvalores obtidos depois da aplicagdo do clareador (n=8)
X Diferenca significante (P<0,05)

Tabela 5.12 — indice de fragmentacao antes e ap6s os diferentes tratamentos de superficie

GC e]=x1 GE2
ROI Média DP Média DP Média DP
ROI-1 | 0,062% | 0,018 0,0562 0,014 0,072 0,022
0,072¢ | 0,022 0,076¢ 0,027 0,06¢ 0,020
ROI-2 | 0,028% | 0,032 0,018% 0,010 0,0222 0,006
0,018 | 0,007 | 0,019 | 0,008 0,02¢ 0,010
D.P.: Desvio
Padrao
# Valores obtidos antes da aplicacédo do clareador
(n=8)

4Valores obtidos depois da aplicacéo do
clareador (n=8)
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Tabela 5.13 - Teste - t pareado (p = 0,05) para os diferentes tratamentos para o indice de
fragmentacéo

GC GE1l

Diferenca Média Média
Parl  ROI1*ROI1Y | -0,011 | 0,01% | -0,019 | 0,11 | 0,011 | 0,01
Par2  ROI2*ROI2¢ 0,010 | 055 | 0,000 |pg86 | 0,001 | 0,51

D.P.: Desvio Padrdao

®Valores obtidos antes da aplicacéo do clareador (n=8)
4 Valores obtidos depois da aplicacdo do clareador
(n=8)

X Diferenca significante (P<0,05)

Tabela 5.14- Parametros estruturais antes e apos 7 dias de clareamento no GE2

esltzrirt)jrsaﬁu(ruam) es?rirt)jrrzlgaom) Indice de fragmentacao

[ Média DP
ROI - 1 29,7¢ 57 64,9° 1,6 0,072 0,022
33,8° 3,8 64° 1,9 0,06° 0,020
ROI - 2 65,7¢ 7,5 102,3% 4,2 0,022° 0,006
69,8° 54 101,2° 2,1 0,02° 0,010

D.P.: Desvio Padrao
Valores obtidos antes da aplicacdo do
clareador (n=8)
® Valores obtidos depois de 7 dias (1 semana) de clareamento
(n=8)

a

Tabela 5.15 - Teste - t pareado (p=0,05) para os diferentes tratamentos apés 7 dias em GE2

Espessura Separacao indice de
estrutural estrutural fragmentacao
Diferenca Média p Média p Média P
Par 1 ROI1%-ROI1° -4,1 0,03* 0,8 0,04 0,0114 0,01%
Par 2 ROI2%-ROI2° -4,1 0,11 1,1 0,53 0,0011 0,51

D.P.: Desvio Padrao

 Valores obtidos antes da aplicacdo do clareador

(n=8)

® Valores obtidos depois de 7 dias (1 semana) de
clareamento (n=8)

X Diferenca significante (P<0,05)
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6 DISCUSSAO

Ressaltando a importancia de se aumentar a efetividade do
clareamento de consultério com o minimo de dano a estrutura dental, agentes pré e
pos clareamento foram utilizados nesse estudo na técnica de clareamento de
consultorio.

O agente desproteinizante hipoclorito de soédio 5,25% aplicado
ativamente em esmalte durante 1 minuto nao foi efetivo para otimizagdo da a¢ao do
peréxido de hidrogénio a 35% na técnica de clareamento de consultério. O uso de
pasta a base de ACP-CPP permitiu deposicdo de material inorganico e alteracéo
superficial na microestrutura do esmalte apés o clareamento de consultério sem
influenciar no brilho e na cor do dente clareado.

Esmaltes humano e bovino tém suas estruturas parecidas (134). Uma
parte desse estudo foi conduzida usando amostra de dentes bovinos. Dentes
bovinos tém sido utilizados nos experimentos como substituto dos dentes humanos
devido a similaridade das propriedades fisicas, como a composi¢ao, e quimica (135,
136). O tamanho do dente bovino permite uma maior area de superficie nos ensaios
para se comparar a condicdo antes e apds os tratamentos (137). Além do mais, a
composicdo dos dentes bovinos apresenta menor variacdo de composicdo e
padronizacdo das condi¢cdes testadas em comparagdo ao dente humano (135). A
estrutura quimica do esmalte bovino e as reacdes decorrentes da acdo erosiva dos
agentes gquimicos sdo comparaveis ao esmalte humano. Fatores como dieta oral e
habitos, os quais foram submetidos o0s espécimes, podem influenciar na
irregularidade superficial do esmalte (138)(139).

A difusdo do agente clareador no dente depende de varios fatores,
como a integridade dos tecidos dentérios, o estado de desenvolvimento e maturacao
do dente, a regido (34), tempo apos extracdo e o meio de armazenagem dos dentes
usados nas pesquisas (140).

Ha uma maior alteracéo de cor no dente bovino extraido devido a falta
de fluido dentinario, que permite uma maior penetracdo do agente clareador (141).
Os dentes bovinos nédo sdo geralmente tdo velhos quanto as amostras de dentes
humanos, na maioria dos experimentos. Geralmente estes dentes séo limpos e

préximos do branco, portanto diferentes da condicéo clinica.
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Deve ser ressaltado que as superficies foram planificadas antes do
clareamento. Este procedimento € necessario para 0s ensaios, mas também conduz
a remocao do esmalte aprismatico superficial, que € geralmente mais mineralizado
que a subsuperficie e mais resistente a desmineralizacdo (142). Os resultados
obtidos nesse estudo sdo mais severos do que a condi¢éo clinica devido a remocgéao
desta superficie protetora mais mineralizada. Clinicamente as regides aprismaticas
sao frequentes nas superficies oclusais, que sao gradualmente desgastadas durante
a mastigacao (143).

Além do mais, nem todos os grupos foram armazenados em saliva ou
outra solugcdo salina antes da avaliagdo, o que significa que o esmalte nédo foi
remineralizado para minimizar os efeitos dos agentes clareadores (144-146). Todas
as amostras, tanto de dente bovino quanto de dente humano, foram armazenadas
em &gua destilada para manutencdo da matéria organica do esmalte e observar
isoladamente o efeito do agente remineralizador utilizado pos-clareamento (147).

A maioria dos trabalhos avalia a superficie do esmalte com microscopia
eletrbnica de varredura que tem resolucdo optica limitada pelo aquecimento dos
catodos de tungsténio e as altas voltagens do feixe de elétrons, com isso a imagem
possui resolucdo em escala micrométrica. Nas Ultimas décadas com o
desenvolvimento do microscépio eletrbnico por emissdo de campo caracterizado
pela presenca de catodo com reduzido aquecimento e feixe de elétrons mais estavel
permitiu observar as superficies com maiores detalhes do que o0 microscoépio
convencional, permitindo maior visualizacdo em escala nanométrica (148).

As mudancas ocorridas na superficie do esmalte encontradas nesse
estudo sdo menos severas in-vivo devido a acao remineralizadora da saliva (149-
151).

1) A desproteinizacdo do esmalte com NaOCI| pode otimizar o brilho e

clareacao ao longo do tempo em dentes bovinos

Dentre as hip6teses propostas nesse estudo, a primeira hipétese foi negada.
A desproteinizacdo do esmalte com NaOCl a 5,25% néo otimizou o brilho e a

clareacdo ao longo do tempo em dentes bovinos.
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O uso de agente desproteinizante antes do clareamento, com o intuito de
permitir maior passagem do perdxido de hidrogénio a 35% n&o correspondeu a
maior interacdo de agentes oxidantes com 0s pigmentos, 0 que se esperava resultar
em maior alteracdo de cor.

Existem alguns fatores limitantes quanto ao preparo da amostra para
avaliacdo de cor. Os instrumentos que sao utilizados para leitura necessitam de
superficies planas, sendo os dentes frequentemente convexos e arredondados com
irregularidades na superficie vestibular. Os instrumentos de leitura de cor
apresentam pequena abertura que pode acarretar em possiveis erros. A translucidez
de materiais ceramicos necessita de um fundo padrdo para minimizar os efeitos de
espalhamento de luz, que também foi utilizado nesse estudo (14, 152).

Existem outros fatores que interferem diretamente na aparéncia do dente
como: cor, translucidez, brilho etc. A simples especificacdo de trés parametros de
cor fornecidos por um instrumento para uma determinada iluminacdo e observador
sdo dados insuficientes para determinar a aparéncia de um material translucido,
como o dente (153).

Ultimamente ha uma tendéncia em buscar a otimizacdo da acdo dos agentes
oxidantes com a acdo de agentes quimicos ou alteracdo do substrato, no caso, a
estrutura dental (18,154). Mudancas estas como a remocao parcial da matriz
organica do esmalte ou o uso de ions metalicos para aumentar a formacédo de
radicais oxidantes sdo algumas possiveis alternativas para a técnica de clareamento.

Para que o perdxido de hidrogénio consiga aumentar sua penetracao na
estrutura dental, além de facilitar sua entrada na estrutura de esmalte com o uso de
agentes desproteinizantes é necesséario superar forcas que atuam no sentido
contrario. Primeiramente o perdxido tem que passar pelas porosidades do esmalte e
atingir a juncdo amelodentinaria — regido de grande permeabilidade. A partir da
juncao amelodentinaria seu caminho se torna facilitado devido a presenca de tubulos
dentinarios, cuja permeabilidade aumenta em direcdo a polpa. O peroxido de
hidrogénio ao entrar nos tubulos, devido ao molhamento, gera uma for¢a, atuando
no sentido de aspirar o gel. A forga cria uma tenséo de cisalhamento na interface
entre o liquido e o tubulo que depende da area da interface. A forca de molhamento
€ constante, mas a area de interface aumenta com o tempo. Com iSso ocorre uma
diminuicdo da velocidade da fluidez com o tempo e diminuicdo da entrada do

peréxido de hidrogénio (155). Em condicdo clinica, outro fator que contribui para
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reducdo da velocidade da fluidez seria a presséo intrapulpar que atua em direcao
contraria a penetracdo do agente clareador limitando ainda mais a difusédo (156).

A regido superficial do esmalte apresenta baixa difusdo, aproximadamente
30%, quando comparada com as camadas mais profundas proximas a juncao
amelodentinaria. Do esmalte até a juncédo amelodentinaria h4 um aumento de matriz
organica, agua (40), nivel de porosidades (41) e capacidade de sorcéo de agua (31).
Talvez o pequeno tempo de contato, tanto no grupo do peroxido de hidrogénio
guanto o uso da solucdo desproteinizante, ndo foi suficiente para detectar diferenca
de cor do substrato dental.

O processo de difusdo do agente clareador para as camadas mais internas se
baseia em algumas caracteristicas reoldgicas tais como: osmose, coeficiente de
penetracao, fluidez capilar, etc. A partir do aumento do coeficiente de penetracdo do
sistema, seria possivel reduzir o tempo de aplicacdo do gel clareador, pois menos
tempo seria necessario para atingir as camadas mais profundas da estrutura dental,
onde esta localizada a maior quantidade de pigmentos.

O coeficiente de penetracdo inclui ndo somente o gel clareador, mas a
interacdo com o substrato (esmalte e dentina). Ao remover parte da matriz organica
com o uso do agente desproteinizante no esmalte dental, implica em alteracdo de
molhamento, energia de superficie do substrato, alteragcdo do angulo de contato e
energia de superficie. Tais mudancas nado foram efetivas para que ocorresse um
maior efeito de branqueamento desejado.

Provavelmente, neste estudo o reduzido tempo de aplicacdo do agente
desproteinizante e o curto tempo de contato do perdxido de hidrogénio com a
superficie do esmalte (4 x 8 minutos = 32 minutos) ndo permitiu que a acado do
agente desproteinizante influenciasse na técnica empregada. Provavelmente o uso
de agente desproteinizante, associado ao clareamento de autoaplicagcdo com
peréxido de hidrogénio ou carbamida, poderia apresentar resultados significantes
devido ao tempo de contato maior comparado a técnica de consultorio.

O efeito de branqueamento e satisfacado relatados pelos pacientes estdo mais
relacionados com mudancas no parametro b* do que nos parametros L" ou a’. Tais
mudancas na escala do amarelo-azul sdo de primordial importancia no uso de
produtos de clareamento para dentes vitais (157). Valores de alteracdo de cor (AE)
abaixo de 1 ndo podem ser visualmente detectados, no entanto valores acima de 3,3

ja conseguem ser percebidos visualmente (158).
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Em relagdo ao brilho, independente do uso do agente desproteinizante,
ocorreu a queda do brilho imediatamente apds e permaneceu até o periodo de 1
semana apos aplicacdo do agente clareador.

Brilho € um fenbmeno éptico ao avaliar a aparéncia de uma superficie. Ao
avaliar o brilho descreve-se a capacidade da superficie refletir a luz direcionada.
Portanto, ao clarear o dente, além do aspecto de dentes mais claros se deseja maior
reflexdo de luz. Uma avaliagcdo visual de brilho permite que ocorram muitas
interferéncias e erros por critérios subjetivos. Portanto, para que seja objetivo, é
necessario medir o brilho do dente em dispositivo que mede os valores de brilho
também. Estas diferencas de alto, médio e baixo brilho podem ser determinadas
pelo glossimetro. O aparelho mede a quantidade de luz refletida da superficie de um
objeto. O feixe de luz é direcionado para o objeto, neste estudo a superficie do
dente, e a quantidade de luz refletida é transformada em uma escala numérica de 0O
a 100. Superficies de cor mais claras poderéo ter valores mais elevados, mas néao
necessariamente ocorrera por maior reflexao superficial.

Para avaliar uma superficie quanto ao brilho, existem glossimetros de
diferentes angulos de iluminacao: 20° superficies com alto brilho, 60° superficies com
brilho intermediario e 85° superficies foscas (159). Brilho tem sido relacionado com
rugosidade superficial em estudos com resinas compostas (160-162). O angulo de
iluminacao afeta a quantidade de luz refletida (163). De acordo com Silikas et al, um
angulo de incidéncia de 60° é considerado mais confiavel por uma perspectiva
clinica, pois é uma percepcao proxima do brilho do dente, visto por um observador
(164).

A percepcao do brilho é influenciada por vérios fatores: (1) propriedades de
superficie (material, perfil da superficie, transparéncia e substrato), (2) tipo da
iluminacdo e (3) observador. Neste estudo, as superficies foram preparadas em
condicdes padrdo. O angulo de iluminacdo foi fixo em 60° e constante. Ndo houve
observador.

O espalhamento de luz pode estar relacionado com uma superficie mais
rugosa ou por alteracbes morfolégicas subsuperficiais que propiciam maior
espalhamento de luz e a superficie fica com aparéncia fosca (159). A maioria dos
estudos da literatura avalia a perda de brilho de materiais resinosos onde a
aparéncia estética € de grande importancia (159, 165-171). Apesar da técnica de
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clareamento ser considerada um tratamento estético, nenhum estudo existe a
respeito da acdo do agente clareador de consultério no brilho do esmalte.

Brilho de superficie influencia a aparéncia e vitalidade do dente. A morfologia
de superficie do dente afeta a quantidade e tipo de reflexdo — uma superficie rugosa
ou aspera permite maior difusédo da luz incidente enquanto uma superficie plana
permite uma reflexado especular (172).

Para poder realizar a leitura de brilho todas as amostras foram acabadas e
polidas superficialmente para obter uma superficie plana. Portanto, a superficie de
dente bovino neste estudo tem uma reflectancia diferente da condi¢do clinica de
dentes humanos. Estes fatores afetam os valores de brilho.

2) A desproteinizagdo do esmalte com NaOCI nédo altera a rugosidade

superficial em dentes bovinos;

Essa hipétese foi aceita. Quando é avaliado o efeito dos agentes clareadores
na superficie do dente nota-se que imediatamente apds o clareamento ocorre um
aumento de luminosidade observado pelo aumento do parametro L. No entanto, este
aumento se deve ndo necessariamente por um maior aumento na reflexdo de luz e
consequentemente maior brilho. Durante o processo de clareamento de consultério
com perdxido de hidrogénio a 35% ocorre um rearranjo dos cristais de hidroxiapatita
como observado por Tanaka e colaboradores (3) da camada subsuperficial do
esmalte que provavelmente acarreta alteracdes Opticas. Sugere-se que esta
alteracdo seja a causa da reducao do brilho, pois alteragcdes superficiais que
poderiam ser detectadas devido a mudangas na rugosidade superficial (Ra, Ri € Rsm)
nao foram observadas quando realizada analise em dente bovino nos grupos
consultorio e primer+consultério. O aspecto esbranquicado semelhante a giz branco,
na verdade deixa o dente com aspecto branco, que aumenta o parametro L, mas
nao aumenta a reflexdo da luz incidente.

Imediatamente apos o clareamento de consultdrio com peroxido de hidrogénio
a 35% em estudo in-vitro nota-se um aumento do volume mineral de regides com
baixa mineralizacdo de 2500 a 2700mg/cm?®. As regides mais externas do esmalte

com densidade de 3100 & 3200mg/cm? permanecem inalteradas. Esse aumento de
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regides de baixa mineralizacdo implica diretamente na avaliacdo de cor.
Clinicamente se observa apos o clareamento de consultério aspecto branco opaco.
Como em nosso estudo, esta € uma explicacdo para o aumento imediato do
parametro L e também para a reducdo do brilho. Isso provavelmente se deve a
remocdo dos pigmentos, mas também a essa nova redistribuicdo de minerais do
esmalte. O aumento de cristais de hidroxiapatita em camadas mais profundas reduz
aumenta a opacidade do esmalte. Esse efeito é minimizado um dia apos, ao
armazenar o dente em saliva, quando ocorre um aumento de deposicdo de minerais
nessas camadas profundas devido ao processo de remineralizacdo. A cinética da
energia de absor¢cédo provavelmente favorece a deposicdo de minerais em camadas
mais profundas (173). Como em nosso estudo ndo foi armazenado em saliva, a
deposicdo de minerais ocorreu somente no grupo em que o composto ACP-CPP foi
aplicado.

Assim, alteracdes superficiais e profundas provavelmente influenciam nas
alteracdes de cor, brilho e das demais propriedades 6pticas da estrutura dental. Ao
avaliar a cor do dente ndo se pode estar analisando somente a capacidade do
perdxido em clivar os pigmentos, deve-se levar em conta a alteragdo microestrutural

que ocorre desta interacdo peroxido e estrutura dental.

3) A desproteinizacdo do esmalte com NaOCI ndo altera a ultraestrutura

inorganica em dentes humanos.

Esta hipotese foi aceita. Em relacdo as alteragbes estruturais, ocorreu
exposicdo dos prismas de esmalte semelhante a técnica de consultério. A medida
que o peroxido interage com a estrutura do esmalte o nitrogénio e o oxigénio se
decompdem e penetram no esmalte mais rapidamente na fase orgéanica. As
conexdes entre 0s cristais se perdem e 0s poros sao visiveis (4).

Ao avaliar a superficie do esmalte com peroxido de hidrogénio a 35% notou-
se areas de erosédo, areas lisas e mistura de areas rugosas com lisas, sendo a
porosidade da superficie ndo uniforme. A remoc¢do da camada superficial revelou
uma grande quantidade de processo de Tomes quando comparado com 0 grupo

controle que nao fez clareamento. Esse aumento de porosidades e a exposicao do
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processo de Tomes pode sugerir a causa do aumento de sensibilidade. Em dentes
humanos hd um aumento de porosidade superficial, caracterizado por maior
quantidade de depressdes terminais dos prismas, maior aplainamento superficial,
bem como areas de eroséo superficial apds a aplicacdo do perdxido de hidrogénio a
35% (54).

Como a distribuicdo da fase orgéanica ndo é uniforme na superficie do
esmalte,existem algumas areas que apresentam dissolucdo parcial da superficie,
enquanto que em outras a dissolucdo é mais evidente. Em torno de 2% do
constituinte do esmalte € composto de &agua, cujos elementos quimicos s&o
basicamente hidrogénio e oxigénio, os mesmos elementos basicos das proteinas. O
uso de substancias oxidantes leva a um aumento da profundidade entre os prismas
de esmalte (rod shealths) quando observado por microscopia de forca atbmica. A
condi¢cdo nao clareada apresenta uma profundidade de 8 = 2nm e apds clareamento
profundidade de 15+3mm. Tem sido hipotetizado por observagdes utilizando
microscopia de forca atbmica que o uso de agentes oxidantes afeta a fase organica
(111)(174). Ocorre uma perda parcial do material organico préximo aos prismas,
resultando em um aumento do espaco entre os prismas de esmalte. Apesar da
quantidade de proteina constituir a menor parte do esmalte, ela corresponde aos
espacos entre os cristais minerais, servindo como “cola’ entre os cristalitos. E
razoavel assumir que a degradacdo desta “cola” pode levar a reducdo da
microdureza do esmalte (175).

Uma aplicacdo do agente desproteinizante e do agente clareador por tempo
mais prolongado talvez pudesse evidenciar de forma mais acentuada alteracdes
morfoldgicas da superficie do esmalte. A aplicagdo do hipoclorito como agente
desproteinizante poderia conferir a superficie do esmalte um aspecto mais liso
devido a acéo proteolitica na remocdo do conteudo proteico da superficie do
esmalte. Como ndo € recomendada a utlizacdo de hipoclorito de sédio em
concentracbes mais elevadas que 5,25 % uma alternativa a ser pesquisada
laboratorialmente seria aumentar o tempo e a forma de aplicagdo sem comprometer
demasiadamente o tempo clinico da técnica de clareamento.

Apesar de tais alteracbes de superficie, ndo houve diferenca em relacdo a
guantidade dos elementos quimicos principais, como o calcio e o fésforo. Outros
estudos relatam que o peroxido, ao interagir com esmalte, permite a liberagdo de

oxigénio e nitrogénio do esmalte, aumentando a quantidade destes elementos
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quimicos (4,176). Tal fato ndo foi observado pela técnica de microscopia de
varredura por emissdo de campo em atmosfera em vacuo.

As espécies oxidativas reativas provenientes da decomposicao do hipoclorito
de sddio, ou da decomposicao do agente clareador, conduzem a oxidacédo de todos
0s aminoacidos (177), incluindo metionina, que juntamente com a cisteina e
triprofano, pertencem aos aminoacidos mais faceis de serem oxidados (178).
Geralmente essas proteinas modificadas ndo sdo reparadas e sdo removidas pela
degradacdo proteolitica (179). A degradacdo proteolitica é a principal responsavel
pela reducdo do contetdo proteico e a oxidacdo dos aminoécidos. Decorrente desta
interacdo dos radicais oxidantes com os aminoécidos h& alteracdo da estrutura
secundaria da proteina de B-folha para bobina aleatéria no esmalte clareado,
afetando assim componentes inorganicos. Além das proteinas, polissacarideos séo
provavelmente afetados pelos radicais livres formados durante o clareamento;
embora ocorra uma diminui¢éo do contetdo de polissacarideos.

O componente mineral do esmalte consiste de nanocristais de bioapatita
envoltos por uma matriz organica. A matriz controla as propriedades dos nanocristais
e biominerais como um conjunto (99). Entretanto, a perda dramatica de mineral no
clareamento em consultério ocorre pelas mudancas de concentracéo e estrutura da
matriz organica ja mencionadas. Procedimentos de clareamento em consultério
causam mais alteracdes que no clareamento caseiro (180).

Nos parametros estruturais do esmalte avaliados em micro-CT ndo ocorreu
diferenca do uso prévio de desproteinizante quando comparado com 0 grupo
clareado. A espessura, separacdo estrutural e indice de fragmentacdo foram
semelhantes tanto na profundidade de 56,2 um quanto na de 110,2 um. A acédo do
agente desproteinizante na matriz organica nao foi suficiente para que ocorresse
maior atenuacao do feixe de raios-X ou que favorecesse a maior desmineralizagao
do componente mineral em profundidade. Ha uma tendéncia na camada mais
externa de 56,2 um a reducdo de espessura estrutural, aumento da separacao
estrutural e indice de fragmentagdo no grupo em que o agente desproteinizante foi
aplicado. Essas caracteristicas estruturais sdo correspondentes a uma estrutura
mais desconectada.

As alteracdes de superficie em esmalte clareado e apods a aplicagcdo do
agente desprotenizante ndo ocorrem em camadas profundas. Quando o agente
clareador é aplicado e espécies reativas oxidantes sao formadas, o radical livre tem
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uma meia vida de somente alguns microssegundos nos sistemas bioldgicos; como
consequéncia a difusdo de tais espécies sdo locais, ndo menos que 100 nm (181).
Com isso, pode-se assumir que a porcao externa do esmalte é muito mais
susceptivel do que a dentina. Esta € a razdo de se utilizar somente as regides mais
externas do esmalte para andlise. E necessario tempo para o agente clareador
conseguir penetrar em direcdo as camadas mais internas (141).

Em relacdo a rugosidade, ndo foi detectado nenhum aumento significativo nos
parametros estudados devido ao uso do hipoclorito de sodio. Parametros de
amplitude (R, e Ry e de espacamento (Rsy) ocorreram de forma semelhante ao
grupo somente clareado. Independente do tratamento de superficie realizado, o uso
de perdxido de hidrogénio a 35% parece criar porosidades na superficie enquanto
ocorre a degradacdo de materiais organicos responsaveis pela descoloracdo do
esmalte. Valores de R, diminuem em relacdo a condi¢do inicial apés clareamento
com peréxido de hidrogénio a 38% aplicado por 15 minutos por semana, durante 3
semanas (182). No entanto, outros autores encontraram aumento na rugosidade
superficial do esmalte bovino ao tratar a mesma superficie com peréxido de
hidrogénio a 30% por 30min. O aumento de tempo de contato do perdxido na
superficie propicia a um maior aumento na rugosidade (183). Em nosso estudo, o
tempo de contato foi pequeno, 4 aplicacées de 8 minutos, o que nao foi suficiente
para detectar a alteracao para estes parametros de rugosidade.

Os espacos entre os prismas devem ocorrer devido a uma ruptura das
proteinas da matriz do esmalte e consequente perda das mesmas sob acdo dos
produtos oxidativos (4). Quando o agente desproteinizante é usado, provavelmente
aumenta as porosidades porque o hipoclorito de sédio atua em conjunto com as
espécies reativas oxidativas derivadas da decomposi¢édo do peroxido de hidrogénio.
A liberacdo de oxigénio e nitrogénio, elementos béasicos das proteinas, aumenta,
engquanto o peroxido de hidrogénio interage com a composi¢cao organica do esmalte
(176). Estas alteracBes, encontradas na literatura, relacionadas a matriz organica
nao aumentaram os valores de rugosidade. A acdo do agente desproteinizante na
superficie do esmalte poderia ter permitido que a acéo do peroxido de hidrogénio no
componente inorganico ocorresse de forma mais agressiva. O aumento da
rugosidade poderia implicar em uma maior susceptibilidade do esmalte ao acumulo

de placa bacteriana, que favoreceria ao manchamento extrinsico da superficie (184).
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A tentativa de se remover o conteudo proteico do esmalte para aumentar a
difusdo dever ser realizada com cautela. Sabe-se que um dos mecanismos
tenacificadores do esmalte sdo justamente as proteinas entre os prismas do
esmalte. Existem duas estruturas que sdo envoltas por proteinas: a regiao
interprismatica com prismas de 3,7 a 8,8 um e a intraprismatica com fibras de apatita
de 50 nm de didmetros, envoltos aproximadamente por camada de 1 a 2 nm de
camada organica em dentes bovinos (185). A regido interprismatica, por possuir
maior quantidade de matriz organica quando comparada com a regiao
intraprismatica, € menos resistente e mais susceptivel a fratura. Estudos posteriores
devem ser realizados para avaliar o comportamento mecanico do esmalte

desproteinizado.

4) A associacdo de ACP-CPP apds clareamento de consultério pode

reduzir a clareacao e arugosidade em dentes bovinos

A hipotese foi negada. Em relacdo a alteracdo de cor, ndo ocorreu influéncia
da aplicacdo de ACP-CPP apés o tratamento com peroéxido de hidrogénio a 35%. Ha
uma tendéncia a menor alteracdo de cor apds 04 dias de aplicacdo, devido a uma
maior queda do parametro b apds 04 dias. No entanto, esta tendéncia ndo foi
detectada estatisticamente.

Compostos a base de calcio aplicados previamente a técnica de clareamento
nao impedem a acéo clareadora do peroxido de hidrogénio, mesmo ocorrendo a
reducdo da difusdo do mesmo na penetracdo pulpar (186). O uso de compostos a
base de ACP-CPP parece ser uma alternativa interessante, tanto previamente
reduzindo a entrada de agentes oxidantes sem diminuir o efeito clareador, quanto
posteriormente ao tratamento de clareamento pela deposi¢cdo principalmente nos
espacos interprismaticos de minerais em regides que o peréxido de hidrogénio se
difundiu e removeu parte da matriz organica.

Em GE2, ha uma tendéncia a uma perda mais acentuada do brilho em
relacdo aos demais grupos ao longo dos periodos avaliados. Isso se deve
provavelmente a alteracdo superficial observada no MEV e no FEG pela deposicao

na superficie do esmalte de ACP-CPP que poderia favorecer ao maior espalhamento
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de luz e com isso, reduzir os valores de brilho. No entanto, ndo houve diferenga
estatistica que comprovasse tal alteracdo do comportamento optico.

Em estudo in-vitro foi demonstrada a capacidade do ACP-CPP em prevenir a
desmineralizacdo tanto do esmalte, quanto da dentina. A superficie de esmalte
bovino apresentou menores alteracdes morfologicas superficiais quando observada
por microscopia eletronica de transmissao por emissdo de campo em relagdo ao
grupo controle, que sofreu a acao da solucdo desmineralizante. A presenca do ACP-
CPP na superficie ajuda a manter um estado de supersaturacéo pela supressao da
desmineralizagéo e aumento da remineralizagéo (187, 188).

Nesse estudo ocorreu aumento dos valores de rugosidade ap6s 7 dias do
parametro de amplitude Rt do GE2. Outros autores encontraram um aumento na
rugosidade superficial apos aplicacdo do ACP-CPP (143). Rugosidade superficial é
uma propriedade clinica importante a ser investigada, pois pode influenciar tanto na
estética, quanto na saude do paciente (189).

Dos parametros utilizados, os mais empregados sdo R, (média aritmética do
perfil de rugosidade) e R; (faixa que compreende do ponto maximo do perfil ao ponto
minimo, correspondendo a distancia entre eles). Nesse estudo ndo se detectou
alteracdo em relacdo ao parametro Rgn. Por ser um parametro de espacamento,
pode-se sugerir que a deposicdo de calcio e de fésforo na superficie segue o
espacamento semelhante ao dos cristais de hidroxiapatita, condicdo do grupo

consultério, que foi somente aplicado o peroxido de hidrogénio a 35%.

5) A associacdo de ACP-CPP apos clareamento de consultério pode
recuperar alteragcbes estruturais ao longo do tempo em dentes

humanos.

Essa hipotese foi aceita. Em GE2 foi notada uma maior deposicédo de mineral
na superficie, ha maior deposicao de ions de célcio, 38,4% na superficie, obliterando
0S espacos interprismaticos e recobrindo areas de depressbes. Outros autores
encontraram deposi¢cdo de mineral ao utilizar agentes oxidantes para clareamento
de auto-aplicacdo, tanto em esmalte quanto em dentina (190). A acéo protetora da
superficie causa a formacdo de uma camada que preenche as cavidades

interprismaticas e parcialmente cobre os prismas (143). O processo de
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remineralizacdo ainda ndo é totalmente compreendido, mas provavelmente ocorre
um reparo por deposicdo de mineral nas zonas porosas do que um novo
crescimento de cristal (191).

fons de célcio e fosfato sdo a base para o processo de remineralizacdo, e s&o
encontrados na saliva. O grau de saturacdo desses ions varia de pessoa para
pessoa, entre glandulas salivares e a taxa de secrecéo. A dissolugcao e precipitacao
de minerais no dente depende do pH e da concentracao de ions na fase fluida (192).
Atualmente, o ACP-CPP tem se utilizado como fonte de suplemento para perda de
calcio e fosfato no meio oral.

Os nanocomplexos de ACP-CPP e outros ingredientes da pasta com uma
consisténcia pegajosa (por exemplo, glicerol, d-sorbitol, propileno glicol, e goma)
protegem a superficie do desgaste. As proteinas da pasta de ACP-CPP (por
exemplo, caseina) também precisam ser investigadas porque a fase de proteina
pode modificar mecanicamente as propriedades do esmalte. Recentemente, Swain e
colaboradores observaram que a fase de proteina entre os cristais de apatita ajuda a
distribuir as tensdes de cisalhamento, na deflexdo e na propagacdo de trincas e a
sustentar carregamentos ciclicos de contato (193-195).

E muito dificil realizar comparac&o dos valores obtidos na técnica de micro-CT
na literatura devido as diferentes metodologias utilizadas ha uma grande variacdo do
método e parametros de escaneamento. Fatores como emprego de filtros, diferentes
amperagens, equipamento dentre outros influi no valor quantitativo obtido. Portanto
nesse estudo os parametros estruturais tem maior relevancia qualitativa pelas
alteracdes dos padrdes morfométricos encontrados.

Em relacdo a mudancas estruturais o uso de ACP-CPP imediatamente apds o
clareamento ndo se observou mudancas nos parametros estruturais a 56,2um (ROI-
1) e 110,2 um (ROI-2). No entanto, apés 07 dias foram detectadas mudancas na
espessura, separacéao estrutural e indice de fragmentacdo somente no ROI-1, regido
mais superficial. O aumento da espessura, reducédo do indice de fragmentacéao e
diminuicdo da separagdo estrutural indica uma estrutura mais compacta. Tais
resultados estdo de acordo com as imagens obtidas por MEV e FEG. Os resultados
encontrados na técnica de micro-CT confirmam que ndo ocorre simplesmente uma
deposicdo, mas também uma remineralizacédo devido as alteracbes encontradas na

subsuperficie, camada correspondente ao ROI-1.
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A distribuicdo da concentragdo mineral ou densidade mineral dos tecidos
duros pode ser medida tanto por métodos diretos (ex. analise quimica da estrutura)
ou indiretos (ex. microradiografia) (196). O uso mais recente de micro-CT para
quantificar a concentracdo mineral tem uma precisdo melhor do que 1% e uma
resolucdo entre 5 e 30um. Ha uma grande vantagem da técnica de micro-CT em
escanear a amostra sem danifica-la, obter uma espessura de corte constante e
evitar irregularidades devido ao corte fisico. As fatias de micro-CT podem ser muito
mais finas do que uma maquina de corte (88).

O efeito do peroxido de carbamida em diferentes concentragfes foi avaliado
com o uso do micro-CT. Foi aplicado peroxido de carbamida 10 e 35% em fatias de
dentes humanos por diferentes tempos. Os resultados demonstraram que a
aplicacao de peréxido de carbamida a 10% causa uma desmineralizacdo do esmalte
em profundidade de 50 ym abaixo da superficie do esmalte. No entanto, ao utilizar
peroxido de carbamida a 35% ocorreu uma significativa reducdo do contetudo
mineral do esmalte a uma profundidade de 250 um, a redugao mineral foi maior,
principalmente na area mais préxima da superficie. Entretanto, em dentina nenhuma
alteracdo ocorreu em consequéncia do clareamento (197, 198).

Em estudo de Ushigome e colaboradores em 2009, o esmalte bovino foi
imerso em peroxido de hidrogénio a 30% durante 30 e 180 min, afetou somente 5
um abaixo da superficie mais externa. O padrdo de erosédo é seletivo, localizado em
torno dos prismas em esmalte tratado com peroxido de hidrogénio a 30%. Alteracéo
de morfologia estdo limitadas a profundidade de 50 um abaixo da superficie mais
externa (183).

Baseado nesses estudos anteriores em micro-CT em dentes humanos e
alteracdes morfolégicas encontradas em dentes bovinos foi determinada a area de
interesse na analise de nosso estudo dos ROIs nas espessuras de 56,2 um (ROI-1)
e 110,2 um (ROI-2) (197,198). Nao ha na literatura estudo com micro-CT utilizando
peréxido de hidrogénio a 35% e tempo de 32 minutos simulando o tempo utilizado
na clinica odontolégica como recomendado pelo fabricante.

Ha variabilidade na literatura de estudo com micro-CT com diferentes
parametros que podem levar a diferencas de resultados: alto tempo de exposicéo, o
posicionamento da amostra que pode facilitar ou dificultar o feixe a atravessar a
amostra, e particularmente a reducdo do tamanho da amostra devido a eliminagéo

de &reas densas. Devido a esta diversidade de fatores ndo da para definir quais



80

destes € o maior responsavel em afetar o sinal do feixe. Em regra geral a energia
dos raios X deve ser maior se a amostra € mais espessa ou densa (201). Até o
presente momento, ndo ha nenhum estudo que utiliza os parametros estruturais na
analise de dentes clareados.

Ha tentativas em se desenvolver agentes remineralizantes a base de fosfato
de calcio para complementar ou substituir a efetividade clinica do fldor. Faltam
evidéncias clinicas independentes para que o uso de ACP-CPP seja recomendado
no uso clinico. A deposicédo de material na superficie do esmalte e formacdo de uma
estrutura na superficie mais compacta € uma evidéncia laboratorial da eficicia da
pasta a base de ACP-CPP, como foi encontrado nesse estudo. A maioria das
evidéncias do potencial do ACP-CPP como agente cariogénico se deve a estudos in-
vitro ou in-situ conduzidos principalmente por um grupo da Universidade de
Melbourne, na Australia (108,109,120,122,187). O complexo ACP-CPP rapidamente
precipita na estrutura desmineralizada e transforma em apatita estavel, que é
resistente a acdo dos acidos produzidos pelas bactérias e desafios erosivos,
promovendo beneficio ao meio e contribuindo juntamente com a saliva na acao
remineralizadora.

No estudo de DT. Zero de 2009 (202) sdo questionados alguns trabalhos in-
situ publicados pelo grupo da Austrdlia. Algumas falhas metodolégicas foram
reportadas de estudos prévios in-situ publicado por Reynolds et al. (1999) (109) e
Shen et. al (2001) (125).

Recente metanalise a respeito do uso de ACP-CPP para prevencédo de carie
concluiu que, baseado nos estudos in-situ, 0 seu uso tem a a¢do remineralizadora
em curto prazo. Dos trabalhos in-vivo em pesquisas clinicas, mostra resultados
promissores do uso prolongado para prevencao de carie (128).

Poucos estudos correlacionam o uso de ACP-CPP com a técnica de
clareamento dental. A maioria dos estudos estdo relacionados a remineralizacéo
apO0s o processo de carie.. A susceptibilidade ao manchamento ndo pode ser
relacionada somente a rugosidade do esmalte. A composi¢cdo do esmalte, maior
absorcdo de agua, alteracdes de permeabilidade e irregularidades provenientes de
superficies de esmalte clareados podem favorecer ao acumulo de pigmentos (134,
203). Recentemente foi verificado in-vitro que o uso de ACP-CPP pode ser um
efetivo coadjuvante na reducdo de absorcdo de pigmentos apds clareamento,

prevenindo o manchamento conferindo maior estabilidade de cor (28).
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7 CONCLUSOES

Para a avaliacdo de cor e brilho em dentes bovinos incisivos pode-se concluir
que o uso de agente desproteinizante a base de hipoclorito de sédio a 5,25%
aplicado ativamente por um minuto na superficie do esmalte bovino n&do otimiza a
alteracdo de cor e o brilho da superficie. A aplicagdo de ACP-CPP por cinco minutos
de forma passiva na superficie do esmalte bovino contribui para maior reducéo de
brilho imediatamente apds ao clareamento. Para a avaliacdo de rugosidade em
dentes bovinos, o uso de agente desproteinizante ou a aplicagdo de ACP-CPP né&o
altera rugosidade superficial.

Para a avaliacdo da ultraestrutura em dentes humanos pré-molares, o uso de
agente desproteinizante ndo otimiza a alteracdo da ultraestrutura inorganica na
superficie e em profundidade do esmalte dental humano. A aplicacdo de ACP-CPP
apos a técnica de clareamento de consultério altera a ultraestrutura do esmalte

dental humano apés sete dias.



ANEXO A — Parecer do Comité de Etica em Pesquisa
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