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RESUMO

DE MIRANDA, Marianna Sorozini Ferreira. Efeitos de protocolos excessivos associados a
produtos clareadores caseiros sobre a microestrutura, a composicao e as propriedades
fisicas do esmalte dentario humano. 2017. 124f. Tese (Doutorado em Odontologia) -
Faculdade de Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

As técnicas clareadoras sdo consideradas seguras, simples e ndo invasivas. Assim,
ganharam popularidade entre profissionais e pacientes. No entanto, o livre acesso do gel &
estrutura dentaria e o contato direto com a superficie do esmalte levantam dividas sobre seus
reais impactos. Novas preocupagfes surgiram com os chamados produtos de bancada e a
possibilidade de auto-aplicacdo, inclusive com consumo exagerado e/ou sem orientacdo e
acompanhamento. Sendo assim, buscou-se avaliar, os efeitos de produtos clareadores caseiros
sobre microestrutura, rugosidade, composicdo, nanodureza e modulo de elasticidade do
esmalte dentario humano, em protocolos de uso normal ou excessivo. Amostras obtidas de 10
terceiros molares foram divididas em 4 grupos: grupo | — armazenamento em saliva artificial,
grupo Il — utilizacdo de peroxido de carbamida (PC) 10%, grupo Il — utilizacdo de perdxido
de hidrogénio (H,0;) 10%, grupo IV — utilizac&o de tiras clareadoras (H,O, 10%). Cada dente
forneceu quatro fragmentos de esmalte para cada um dos grupos. Foram realizadas aplica¢des
diarias de acordo com a recomendacdo dos fabricantes, e foi adotada simulacéo de escovacao
duas vezes ao dia com escova elétrica. Todas as amostras foram armazenadas em saliva
artificial e passaram por andlises antes do inicio da terapia, ap6s 4 e 8 semanas de
intervencdo. A escolha por técnicas ndo-destrutivas permitiu que cada amostra fosse seu
préprio controle. Desse modo, a microscopia confocal por varredura a laser e microscopia de
forca atbmica avaliaram alteracGes na microestrutura da superficie e foram coletados dados de
rugosidade (Sa e Sqg) para andlise estatistica. Os espécimes passaram por testes de
nanoindentacdo para avaliacdo de nanodureza e modulo de elasticidade. Essas informacgoes
foram correlacionadas com as alteragcdes de composicdo por microespectroscopia Raman. O
clareamento com PC ndo apresentou alteracBes significativas nas amostras de esmalte,
seguindo o padrdo de comportamento daquelas escovadas e armazenadas em saliva artificial,
tendo se mostrado segura. No entanto, 0s grupos que passaram por intervengao com H,O, (111
e 1V) apresentaram modificacOes significativas em suas propriedades apds 4 e 8 semanas de
utilizacdo. A alteracdo na superficie com aparéncia mais exposta foi associada a maior
deteccdo de proteinas apos as primeiras 4 semanas de utilizacdo, especialmente para o grupo
I1l. Ap6s 8 semanas, a superficie apareceu mais suave, com perda do padrdo prismatico e
queda no conteddo organico, sugerindo uma perda de camadas superficiais desorganizadas.
Do mesmo modo, o aumento dos valores de dureza e modulo de elasticidade para essas
amostras pareceu derivar do efeito remineralizador da saliva e do papel positivo das proteinas
mais expostas nas propriedades mecanicas permitindo maior deslizamento dos cristais e
acomodacéo frente as cargas. Conclui-se que o uso de géis a base de H,O, deve ser cauteloso,
seguindo as recomendacgfes profissionais e que sdo necessarios testes in situ e in vivo para
confirmar as tendéncias observadas.

Palavras-chave: Clareamento dental. Peroxido de hidrogénio. Microscopia de forca atémica.
Esmalte dentério. Anélise espectral Raman. Propriedades de superficie.



ABSTRACT

DE MIRANDA, Marianna Sorozini Ferreira. Effects of excessive protocols associated with
home bleaching products on the microstructure, composition and physical properties of
human tooth enamel. 2017. 124f. Tese (Doutorado em Odontologia) - Faculdade de
Odontologia, Universidade do Estado do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2017.

The bleaching techniques are considered safe, simple and non-invasive and thus have
gained popularity among professionals and patients. However, the free access of the gel to
dental structures and the direct contact with the surface of the enamel, during the whole
treatment raises doubts, about its possible impacts. Concerns were also raised about the
emergence of so-called over-the-counter products and the possibility of self-application that
could lead to excessive consumption and / or lack of guidance and monitoring. The aim of
this study was to evaluate the effects of home bleaching products on the microstructure,
roughness, composition, nanohardness and elastic modulus of human dental enamel in
protocols of normal or excessive use. Samples were obtained from 10 third molars and
divided into 4 groups: group | - storage in artificial saliva, group Il - treatment with 10%
carbamide peroxide, group Il - treatment with 10% hydrogen peroxide, group 1V - treatment
with whitening strips (10% hydrogen peroxide). Each tooth provided four enamel fragments
for treatment in each one of the groups. Daily applications were performed according to the
manufacturers' recommendations, and a brushing simulation was used twice a day with an
electric brush. All samples were stored in artificial saliva at the treatment intervals and were
analyzed before the start of therapy, after 4 and 8 weeks of intervention. The choice by non-
destructive techniques allowed each sample to be its own control. Qualitative analyzes of
microstructure alteration were carried out using confocal laser scanning microscopy and
atomic force microscopy. Roughness data (Sa and Sq) were also obtained for statistical
analysis. Nanoindentation tests were used to determine changes in the nanohardness and
elastic modulus. All of this information was correlated with composition changes by Raman
micro-spectroscopy. Carbamide peroxide bleaching showed no significant changes in enamel
samples, following the behavior pattern of those brushed and stored in artificial saliva, and
therefore considered safe. However, the groups treated with hydrogen peroxide (Il and 1V)
showed significant modifications in their properties after 4 and 8 weeks of treatment. The
change in surface with more exposed appearance was associated with greater protein
detection after the first month of treatment, especially for group 111. After 8 weeks, the surface
appeared smoother, with reduction of prismatic pattern and drop in organic content,
suggesting a loss of disorganized mineral surface layers. Likewise, the increase in hardness
and elastic modulus values for these samples seems to derive from the remineralizing effect of
saliva and the positive role of the most exposed proteins in the mechanical properties,
allowing greater slip of the crystals and accommodation with the loads. These changes may
not reach clinically perceptible patterns but reinforce the importance of dentists’ supervision
and monitoring, since in-vivo the patient may be exposed to other challenges that may worsen
the impacts. It is concluded that the use of hydrogen peroxide gels in bleaching therapies
should be under professional supervision and that in situ and in vivo tests are required to
confirm the observed trends.

Keywords: Tooth whitening. Hydrogen peroxide. Atomic force microscopy. Dental enamel.

Raman. Surface properties.
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INTRODUCAO

O clareamento dental consiste em um dos procedimentos mais buscados e realizados
nos consultdérios odontoldgicos. Sua popularidade estd ligada ao fato de gerar resultados
estético, sendo pouco invasivo, sem desgaste previsto da estrutura dentéria, atingindo melhora
visivel de vitalidade e jovialidade. Além disso, consiste atualmente em uma importante etapa
prévia de intervencBes estéticas maiores que requeiram reabilitacbes e, para melhor
desempenho, a homogeneizacao das cores dos substratos (POLYDOROU et al., 2017).

Existem inGmeros géis clareadores a disposicdo de profissionais e pacientes. Tais
produtos se dividem conforme a categoria de intervencdo a que sdo destinados. Os
procedimentos clareadores sdo divididos naqueles de consultorio, o caseiro supervisionado e
os chamados produtos de bancada. Além da maneira de aplicagdo, os geis variam em
concentracdo e tempo de aplicacdo (AZER et al., 2009; ALQATAHNI, 2014; LUQUE-
MARTINEZ et al., 2016).

A técnica clareadora caseira foi introduzida por Haywood e Heymann em 1989
(ALQATAHNI, 2014; CAREY, 2014; HEGEDUS et al., 1999; LUQUE-MARTINEZ et al.,
2016; SOLDANI, AMARAL e RODRIGUES, 2010) e desde entdo, ganhou bastante
popularidade e tem a grande aceitag@o dos pacientes pela baixa incidéncia de efeitos colaterais
e desconforto, além da simplicidade de execucdo. Inimeros trabalhos provaram sua eficacia e
seguranca clinicas de modo que a utilizacdo de géis clareadores a base de perdéxido de
carbamida (PC) a 10% é recomendada pela American Dental Association (ADA) como
padrdo-ouro (HENN-DONASSOLLO et al., 2016; KWON et al., 2015; SERRAGLIO et. al.,
2016; SOLDANI, AMARAL e RODRIGUES, 2010). Ainda assim, surgiram no mercado géis
com maiores concentracbes de PC e outros a base de peroxido de hidrogénio (H,0,) na
apresentacdo de seringas e que também se encaixam nessa categoria e visam intervencoes
com menores tempos de aplicacdo e melhores resultados.

A técnica caseira supervisionada pressupde 0 acompanhamento e orientagcdo de um
profissional, além da confec¢do de moldeiras adaptadas e individualizadas a arcada de cada
paciente (ALQATAHNI, 2014; CAREY, 2014; HEGEDUS et al., 1999; LUQUE-
MARTINEZ et al., 2016; SOLDANI, AMARAL e RODRIGUES, 2010). O exame clinico
prévio do cirurgido-dentista para resolucdo de problemas, com recuperacdo de forma e
funcdo, assim como esclarecimentos quanto ao progndstico e limitacdes do caso do paciente

sdo fundamentais para 0 sucesso da terapia. Ainda assim, visando a eliminacdo da etapa de
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consulta a um profissional, a autonomia do paciente e a reducdo de custos, a industria iniciou
o0 langamento, a partir dos anos 2000, de inimeros produtos classificados como clareadores de
bancada (“over-the-counter”) (ALQATAHNI, 2014; CAREY, 2014; DEMARCO,
MEIRELES e MASOTTI, 2009; LEONARD et al., 2005; LUQUE-MARTINEZ et al., 2016;
SERRAGLIO et al., 2016). Apresentam concentragdes maiores de H,O, (de 6,5 a 10%) e
diferentes formas de aplicagdo como dentifricos, colutérios, pincéis e as famosas tiras
clareadoras. Algumas dessas apresentacdes apresentam potencial clareador, porém mais riscos
de efeitos deletérios ao paciente ndo-orientado. Do mesmo modo, a negligéncia da
importancia do acompanhamento de um profissional para diagnéstico e prognostico do
procedimento pode ser desastroso (DEMARCO, MEIRELES e MASOTT]I, 2009; EIMAR et
al., 2012; LEONARD et al., 2005; MAIA et al., 2008).

A Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) contribuiu para o controle das
terapias clareadoras caseiras e proibiu, em 2013, a venda de géis clareadores com
concentracdes de H,O, maiores que 3% sem a prescricdo de um cirurgido-dentista. Ainda
assim, o acesso costuma ser facil em lojas de venda de material odontolégico assim como na
internet. Desse modo, ha uma constante preocupacdo com o possivel abuso dos pacientes,
realizando os procedimentos por tempos maiores que os recomendados, em protocolos
excessivos (EIMAR et al., 2012; LEONARD et al., 2005; MAIA et al., 2008; POLYDOROU
et al., 2017; SOROZINI et al., 2017). Os potenciais efeitos descritos e investigados na
literatura para os tecidos dentarios duros, em especial no esmalte em direto contato com o gel
poderiam ser ainda mais pronunciados, assim como efeitos nos tecidos moles desprotegidos,
além de impacto nos niveis de sensibilidade dentinaria.

O modo de acgéo sugerido dos géis clareadores consiste na acdo oxidante dos radicais
livres de oxigénio que surgem da decomposicéo do H,0,, produto clareador de todos os géis,
mesmo aqueles a base de peroxido de carbamida (ALQATAHNI, 2014; CAREY, 2014,
EIMAR et al., 2012; ELFALLAH et al., 2015; GOO et al., 2004). Esse oxigénio reativo é
capaz de penetrar na estrutura dentaria facilmente em fungédo de seu baixo peso molecular.
Sua acdo clareadora ainda ndo é totalmente esclarecida, mas a maioria dos autores defende o
efeito nos pigmentos organicos presentes em dentina, clivando-os de modo a produzir
compostos menores com menos impacto no padréo de reflexdo da cor (ALQATAHNI, 2014;
CAREY, 2014; EIMAR et al., 2012; GOO et al., 2004; HEGEDUS et al., 1999; JUNQUEIRA
etal., 2011; KWON et al., 2015; OZKAN et al., 2013; SERRAGLIO et al., 2016; YU et al.,
2015). A capacidade oxidativa marcante do gel em matéria organica nao é seletiva, portanto,

muitos autores defendem os possiveis efeitos colaterais na composicdo da propria estrutura
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dentéria e ndo somente sob 0s pigmentos. Do mesmo modo, muitos autores descrevem efeitos
em matriz inorgénica, em funcdo da acdo dos clareadores e da possibilidade de
desmineralizacdo especialmente do esmalte dentario humano em funcdo do contato direto
com o gel, em especial aqueles de pH acido (CAREY, 2014; FINKE, JANDT e PARKER,
2000; ; KWON et al., 2015; OZKAN et al., 2013; POLYDOROU et al., 2017; SA et al.,2012;
ZANTNER, 2007).

Os tecidos dentais duros (esmalte, dentina e cemento) sdo basicamente formados de
cristais de hidroxiapatita (HAp), proteinas, além de outros elementos quimicos em baixa
concentracdo (BISWAS, DEY e MUKHOPADHYAY, 2012; ELFALLAH et al., 2015;
NANCI, 2008; SA et al., 2012;). No esmalte dentario a matriz orgénica (basicamente
amelogenina e enamelina) apresenta-se em baixa concentracdo (em torno de 4%) como
resquicios do processo da amelogénese. Ainda assim, autores descrevem sua importancia para
manutencdo da integridade do arranjo estrutural do esmalte humano (GE et al., 2005; NANCI,
2008). Nesse tecido, os cristais de hidroxiapatita se reinem na forma de prismas, também
chamados de bastbes com aproximadamente 5 a 7 micrometros (um). A matéria organica
residual se concentra na regido entre os bastdes, em sua periferia e ajudando no arcabouco do
padrdo apresentado (GE et al., 2005; NANCI, 2008). Assim, alteracdes na composicao
organica e inorganica do esmalte seriam capazes de trazer efeitos diretos na sua ultra-
estrutura, com impactos na sua rugosidade, integridade estrutural e propriedades mecanicas
como nano e microdureza (ELFALLAH et al., 2015; TANAKA et al., 2010). Apesar de
inimeras evidéncias, a inconsisténcia de resultados e variabilidade do desenho dos estudos
traz dificuldades na determinacdo do real efeito dos agentes clareadores e de sua seguranca
para os dentes dos pacientes (ALQATAHNI, 2014; BORGES et al., 2016; CAREY, 2014;
OZKAN et al., 2013; POLYDOROU et al., 2017; SOROZINI et al., 2017).

Sendo assim, o objetivo deste trabalho foi avaliar os potenciais efeitos de geéis
clareadores caseiros representados pelo PC 10% e H,O, 10% e de produtos de bancada,
através das tiras clareadoras, no esmalte dentario humano (H,O, 10%) em protocolos
recomendados pelos profissionais ou considerados em excesso, quatro e oito semanas,
respectivamente. Para uma avaliacdo completa do impacto dos produtos na estrutura foram
utilizadas as técnicas de microscopia confocal por varredura a laser (CLSM), microscopia de
forca atbmica (AFM), microespectroscopia Raman e nanoindentacdo, de modo a avaliar a real

seguranca dos géis e o perigo do seu abuso por pacientes sem orientag&o.
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1REVISAO DE LITERATURA

1.1 Organizacao estrutural do esmalte humano e uso de AFM para avaliacdes estruturais

Farina et al. (1999) usaram AFM para estudar superficies dentarias de diferentes
espécies e comparar o padrdo de distribui¢do de cristais na sua camada mais externa. Dentes
humanos, de um roedor (hamster dourado), de um peixe (piranha) e de um molusco com
habitos distintos foram analisados. A disposicdo, compactacdo e tamanhos dos cristais foram
avaliados. Foram usadas outras técnicas complementares de analise morfolégica como a
microscopia eletronica de varredura (MEV) e a microscopia eletrénica de transmissdo (MET).
Todos os dentes foram limpos e alguns foram condicionados com solucGes acidas antes das
analises. Especificamente, os terceiros molares humanos foram imersos em uma solugdo de
hipoclorito de s6dio (NaOCI) a 5% por mais de uma hora (h), lavados com agua destilada e
secos. As superficies sem polimento, ao natural foram montadas para analise. As amostras
limpas foram sendo progressivamente condicionadas por &cido fosférico a 37% por periodos
de 10 segundos (s). Foram identificadas areas de cristais de HAp relacionadas com proteinas
remanescentes do esmalte com auxilio de imagens de forcas laterais. Observou-se que o
esmalte humano tem particulas bem compactadas em sua superficie externa, em torno de 75
nanémetros (nm). Os autores defenderam que o AFM oferece imagens de alto contraste e
resolucdo, sendo uma importante ferramenta para obtencdo informacgdes sobre a
microestrutura do tecido.

O objetivo de Finke, Jandt e Parker (2000) foi medir os estagios iniciais da perda
mineral em superficies de esmalte com observacdes qualitativas de mudancas na morfologia
usando AFM. Foram analisados terceiros molares inclusos parcialmente cobertos em uma das
metades com uma camada de ouro e na outra com parafilme. A diferenca de altura entre a
camada acido resistente coberta por ouro e o esmalte erodido foi medida no modo de leitura
contato intermitente (Multimode Nanoscope Illa, Digital Instruments). As amostras foram
analisadas antes da dissolucao e apds a exposicéo a trés bebidas diferentes (&gua mineral, uma
bebida a base de cola definida como pouco agressiva ao dente além de suco de limao e lima),
em cinco tempos de exposi¢do diferentes: 15 minutos (min), 30min, 1h, 2h e 3h, com troca
dos liquidos a cada 15min. As mudancas na morfologia da superficie foram avaliadas

qualitativamente e quantitativamente com imagens de 50x50um mostrando tanto o esmalte
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nativo como a camada de referéncia em ouro. As analises iniciais foram subtraidas das
imagens ap0ds cada intervalo. As imagens resultantes demonstraram diferencgas de altura e na
topografia superficial do esmalte. A utilizacdo de agua levou a menor perda, seguida pela
bebida a base de cola e o suco de limdo e lima. A quantidade de perda aumentou para todas as
bebidas com o tempo. Para a &gua, um plat6 na curva de dissolugdo parece ser alcancado apds
1h de exposicdo, sendo considerado o controle negativo. Apds 3h, a bebida a base de cola
levou a 1,5 vezes mais perda de material que a 4gua. O suco de limé&o e lima, por outro lado,
causou uma perda média de esmalte 36 vezes maior que a agua e 24 vezes maior que a bebida
a base de cola. Para agua e a bebida a base de cola, em qualquer intervalo a perda maxima foi
inferior a 100nm. Houve apenas uma pequena diferenca estatisticamente significativa entre a
agua e a bebida a base de cola apds tempos de contato maiores que 2h. Nenhuma diferenca
significativa foi encontrada para os intervalos da aplicacdo de agua no esmalte. Houve
diferenca estatistica para o suco de limdo e lima em todos os intervalos quando comparados a
agua e bebida a base de cola. Apés a exposicdo ao liméo e a lima, o esmalte ndo foi dissolvido
uniformemente. A maior perda foi observada nas porcBes aprismaticas. Tais diferencas ndo
foram detectadas para as outras duas bebidas devido ao seu pequeno potencial erosivo. Apesar
do pH baixo da bebida a base de cola o seu alto teor de calcio parece ndo afetar tanto a
superficie. A perda méxima de material ocorreu nas porcdes aprismaticas perto de
periquimécias. Este estudo também demonstrou que o AFM é uma ferramenta adequada para
medir os estagios iniciais da desmineralizacdo do esmalte.

Mannheimer (2002) descreve em seu livro o principio basico das diferentes técnicas de
microscopia disponiveis mostraram suas indicagdes e dando fundamentos para as escolhas nas
avaliacOes de materiais bioldgicos. Os fundamentos de analises por MEV, MET, CLSM,
AFM e outras técnicas sao descritos.

Lippert, Parker e Jandt (2004) investigaram o possivel processo de recuperacdo de
valores de dureza do esmalte em dois experimentos separados. Foram empregados intervalos
de desmineralizacdo e remineralizacdo fisiologicamente relevantes. Além disso, foram
avaliadas solugdes remineralizantes com propriedades quimicas préximas as da saliva
humana. Testes de nanoindentacdo em equipamento com AFM acoplado (Digital Instruments
Multimode Nanoscope ™ IIla equipado com um Hysitron TriboScope ™) foram utilizados
para avaliacdo das propriedades nanomecanicas e da ultraestrutura do esmalte polido de
primeiros e segundos molares permanentes. Um nanoindentador Berkovich com ponta
calibrada realizou dez indenta¢Bes por espécime com carga unica de 5 miliNewtons (mN). As

imagens foram realizadas em contato intermitente. As amostras foram desmineralizadas
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individualmente em 25 mililitros (mL) de &cido citrico 0,3% com pH de 3,25. Quarenta
amostras foram desmineralizadas por 120s e divididas em oito grupos (n=5). Diferentes
intervalos de tempo foram utilizados para remineralizagdo (0,5; 1; 1,5; 2; 3 e 4h,
respectivamente) com uma solucdo de 250mL foi continuamente agitada (150 rotacbes por
minuto - rpm) sobre uma amostra estatica. O controle negativo foi realizado com
armazenamento em agua mineral por 4h (Volvic ™, Danone Group, Londres, Reino Unido) e
0 positivo no grupo que foi apenas desmineralizado. Uma segunda desmineralizacdo de 60s
foi realizada em todos os grupos. O experimento 2 foi projetado como um ciclo de
desmineralizacdo/remineralizagdo, onde quinze amostras foram divididas em trés grupos.
Dois grupos foram submetidos a desmineralizacdo alternada (intervalos de 30s) e
remineralizacdo (1h) até um tempo total de desmineralizacdo de 150s. Um dos grupos utilizou
uma solucdo remineralizadora, o segundo, agua mineral e o terceiro foi somente
desmineralizado. N&o houve recuperagdo nos valores de dureza apds a remineralizacdo. Uma
camada de dep6sito mineral (cristalitos com orientacGes aleatdrias) pdde ser observada apos
esse processo, porém ndo foi demonstrado efeito protetor ao esmalte. A exposicdo dos
espécimes a solucdo remineralizante ou dgua gerou uma melhora na resisténcia a ataques
acidos na continuidade dos ciclos. Apds a desmineralizacdo, a estrutura prismatica, tipica do
esmalte, foi revelada em algumas das amostras. O estudo demonstrou que o0 AFM acoplado a
nanoindentacdo €é uma ferramenta interessante para avaliagdo de processos de
desmineralizacdo e remineralizacdo com alta eficiéncia.

Cui e Ge (2007) investigaram a organizacao hierarquica da estrutura e as funcGes do
esmalte, relacionadas as caracteristicas Unicas do tecido. O esmalte humano retirado de
molares foi analisado usando MEV, microscopia eletronica de transmissdo de alta resolucéo
(HRTEM) e AFM. Os dentes utilizados foram esterilizados por irradiagdio gama (y) e
armazenados em timol solugédo a 4°C. O esmalte foi planificado, polido e limpo em cuba
ultrassénica. Para analises em MEV, as amostras foram condicionadas com &cido citrico por
3min antes das leituras. Para analise de AFM (MI PicoScan — Molecular Imaging Co.), o
preparo foi feito com acido citrico por 1min e as leituras foram feitas em modo contato. Para
0 HRTEM (JEOL2010F), o esmalte em po6 foi obtido apds tratamento com NaOCI por 15min.
A combinacdo e integracdo de observacGes microscopicas revelaram a alta complexidade e
organizacdo da estrutura de esmalte. Com base nesses observacfes, foram propostos e
descritos sete niveis hierarquicos, cobrindo um intervalo da micro a nanoescala: Nivel 1 —
cristais de hidroxiapatita; Nivel 2 — nanofibrilas minerais; Nivel 3 - nanofibrilas se alinham e

agregam formando as fibrilas; Nivel 4 — fibrilas mais espessas formam as fibras; Nivel 5 —
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formacdo dos bastdes e regido interbastGes; Nivel 6 — ja na microescala, 0s prismas em
conjunto formando bandas de prismas; Nivel 7 — diferentes arranjos das bandas de prisma na
espessura do esmalte. Esse padrdo de organizacdo investigado esta supostamente relacionado
as funcdes e aos requisitos fisicos do esmalte na cavidade oral.

Nanci (2008) abordou em seu livro diferentes aspectos relacionados a composicao,
organizacdo estrutural, processo de formacdo do esmalte, relacionando-os as propriedades e
ao comportamento em funcdo do tecido. Para isso, utilizaram de diferentes técnicas de
analises de morfologia e composicao. Foi realizada a comparacdo do esmalte humano ao de
diferentes espécies para definicdo de caracteristicas inclusive por similaridade entre os
tecidos.

Loyola-Rodriguez et al. (2010) compararam a rugosidade da superficie do esmalte
através dos parametros: rugosidade média da superficie (Sa) e média quadratica da rugosidade
da superficie (Sqg). Além disso, o perfil de profundidade absoluta (altura média do pico-vale)
também foi avaliado. AFM foi utilizado (Nanosurf Easy Scan 2, SPM Electronics) para
varredura antes e apds o condicionamento com quatro diferentes marcas de acido fosférico
(Etch-37, Scotchbond Etching Gel, Total Etch e Ultra-Etch). Foram preparadas 160 amostras
de esmalte de 40 pré-molares superiores. Os dentes foram cortados de modo a obter quatro
amostras de 3 milimetros (mm) de largura. As amostras foram incluidas, mas o esmalte néo
foi planificado. As imagens de AFM foram realizadas no modo contato. Os &cidos foram
utilizados por 15s e as amostras foram lavadas com &gua durante 60s e secas com ar. Os
valores iniciais de rugosidade ndo apresentaram diferenca estatistica. Os padrdes de
rugosidade aumentaram ap6s o condicionamento, havendo diferenca estatistica para todos os
produtos na comparacdo dos valores iniciais e finais. Do mesmo modo, o perfil de
profundidade das amostras aumentou ap6s o procedimento. Etch-37 e Scotchbond Etching
Gel e Total Etch apresentaram perfis mais altos apds o condicionamento (> 2,0um); apenas
Ultra-Etch apresentou valores < 2,0um. Os geis Etch-37 e Scotchbond Etching Gel
apresentaram 0s maiores aumentos nos parametros avaliados. A comparacdo dos materiais
mostrou que houve diferenca entre Ultra-Etch quando comparado ao Etch-37 e Scothbond
Etching Gel. Além disso, houve diferenca de perfis quando o Etch-37 e o Total Etch foram
comparados. AFM foi uma ferramenta util para estudar alteracfes topograficas estruturais no
esmalte apos corrosdo do acido fosforico.

Weissmiller, Rocha, Moncores (2011) resumiram, de forma direta, as técnicas
disponiveis de microscopia de varredura por sonda, com énfase no AFM. Foram descritos 0s

fundamentos e principios para obtengdo de imagens com o conhecimento de como o aparelho
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funciona. Do mesmo modo, é possivel conhecer as vantagens e desvantagens dessa familia.
Pbde-se observar que o AFM apresenta inumeras possibilidades de andlises além da
morfologia das superficies. Do mesmo modo, sua aplicabilidade e versatilidade nas ciéncias

bioldgicas puderam ser introduzidas.

1.2 Composicdo do esmalte humano e uso de espectroscopia Raman para avaliacGes de

contetido organico e inorganico

Schulze et al. (2004) buscaram determinar se as juncdes dentarias calcificadas (juncédo
amelo-dentinaria e juncdo cemento-dentina) nos dentes humanos apresentam diferencas de
composicdo em comparacdo com os tecidos calcificados adjacentes. As posicOes e
intensidades de fosfato (PO,) e de ligagOes carbono-hidrogénio (C-H; componente organico)
foram determinados a partir de microespectroscopia Raman (Jobin Yvon, Horiba). Do mesmo
modo, as relacbes entre PO,/C-H e entre fosfato/carbonato também foram analisadas. Os
picos foram medidos em passos de 1um ao longo de uma linha de 100pum na juncdo. Foram
utilizados tecidos obtidos de terceiros molares, planificados e polidos para facilitar as
avaliacdes. Todos espectros foram obtidos com um tempo de aquisi¢do de 600s para banda de
fosfato (960cm™) e para o stretching de C-H (2937cm™). Este Gltimo foi escolhido como
indicador de contetido organico porque a luminescéncia na faixa de 2900cm™ é menor do que
em outros locais de banda organica (1660, 1442 e 1200cm™). A razdo entre PO4/C-H
apresentou uma diferenca de 2,8 para cemento e 94,2 para esmalte. Ja a razéo entre
fosfato/carbonato variou de 7,1 na dentina para 19,6 para esmalte. As analises de alta
resolucéo revelaram que a banda para PO, estavam na mesma posi¢ao para todas as regides
avaliadas (959cm™). Para 0 modo de stretching de C-H houve uma mudanca de 4,6cm™ no
esmalte, dentina e juncdo amelo-dentinaria. Isso ocorre, pois, o coldgeno da dentina e as
proteinas ndo colagenas do esmalte se manifestam em vibragdes distintas. A largura média da
jungdo amelo-dentinaria foi de 7,6+2,8um utilizando a banda PO, e 8,6+3,6um modo de
stretching de C-H. Em toda a juncdo amelo-dentinaria, o conteddo mineral diminuiu no
caminho do esmalte para dentina enquanto o0 componente organico aumentava. As avaliacoes
de largura na juncdo cemento-dentina ndo foram possiveis porque a diferenca de composicao

entre 0 cemento e a dentina é pequena.
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Eimar et al. (2012) buscaram investigar se a acdo dos procedimentos clareadores
ocorre desproteinizando, desmineralizando ou oxidando os tecidos dentarios, buscando quais
0s componentes quimicos afetados no processo. Sessenta dentes humanos (incisivos e caninos
superiores) foram divididos em seis grupos (n=10). Os grupos 1, 2, 3 e 4 foram tratados
durante 4 dias (trocas diérias) com as seguintes solugdes: desproteinizante - 1mol (M) de
hidroxido de sédio (NaOH) com pH 13,3 para remocdo de conteudo organico,
desmineralizante 0,5M de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) para descalcificacdo do
conteddo mineral, oxidante (H,O, 30%) e agua destilada (controle), respectivamente. Os
grupos 5 e 6 foram pré-tratados com solugBes desproteinizante ou desmineralizante,
respectivamente, antes da aplicacdo de solucdo oxidante por 4 dias. As mudangas nas
proporcOes elementares do esmalte, indice de cristalinidade e parametros de cor foram
examinados por meio de espectroscopia por dispersdo em energia (EDS) acoplado ao MEV,
espectroscopia Raman e espectrofotometria de cor. A anélise de EDS (Oxford INCA 300,
Berkshire) foi feita a 15 quilovolts (kV) com tamanho focal de 5nm, uma distancia de
trabalho de 15mm e tempo de contagem de 300s. A concentracdo dos elementos C, Célcio
(Ca), fésforo (P) e oxigénio (O), assim como as razbes C/Ca, C/P, O/C e Ca/P, foram
calculadas. Para o indice de cristalidade foi usado um equipamento Raman (Senterra, Bruker)
equipado com laser de diodo de 785nm (de poténcia de 50 miliwatts - mW) acoplado a um
microscopio 6ptico. A magquina foi configurada em uma resoluco de 3-5cm™ e trés diferentes
pontos da amostra foram avaliados por um tempo de 20s e duas co-adi¢cBes. O indice de
cristalidade foi calculado com base na largura da banda v; de PO, na metade de sua
intensidade. As alteracbes de cor foram medidas com o aparelho EasyShade (Vita
Zahnfabrik). A aplicacdo de componente clareador néo resultou em alteragGes significativas
no contetdo relativo organico e inorganico do esmalte, mas aumentou o teor relativo de
oxigénio, indicando uma reacdo de oxidacdo para os autores. A desproteinizacdo dentaria
aumentou o brilho em 4,8+2,7°, enquanto a desmineralizacdo resultou em reducdo de
8.5+5.6°, e a oxidacdo induziu um aumento de 19.9+6.5°. A oxidacdo de dentes
desproteinizados ndo influenciou os pardmetros de cor, mas a oxidacdo dos dentes
desmineralizados resultou em aumento no brilho de 10,7+5,8°. Os autores concluiram que o
H.0O, ndo induz modificagdes significativas no contelido organico e inorganico do esmalte,
mas sim clareia os dentes pela oxidacdo de sua matriz organica. Novos estudos séo
necessarios para verificar se esse mesmo comportamento é alcan¢ado nas proteinas presentes

em maior quantidade em dentina com impacto na coloragéo final do dente.
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Rae et al. (2014) mostraram 0 quanto a espectroscopia Raman é uma ferramenta
poderosa para elucidacdo de questdes relativas a informac6es qualitativas e semi-quantitativas
de sistemas biologicos, baseado nos espécimes quimicos presentes nas amostras. S&o
apresentas as inumeras aplicabilidade, vantagens e desvantagens assim como novas
perspectivas. Essa revisdo resume as principais técnicas de Raman relacionadas a biologia. Do
mesmo modo, séo discutidos os desafios que existem para aplicacdo global desse recurso.

Teruel et al. (2015) compararam a composi¢do quimica de dentes humanos com outras
espécies de mamiferos que muitas vezes sdo usados como substituintes em estudos in vitro.
Fragmentos de dentina e esmalte provenientes de incisivos e molares extraidos com origem
humana, bovina, suina e ovina - 100 dentes por espécie - foram triturados até um tamanho
final de particula inferior a 100um. Foi também utilizada HAp em pé como um substrato de
controle (Referéncia #04238, Sigma-Aldrich). As anélises de elementos (LECO TRUSPEC
CN, LECO) para obtencéo da relacédo carbono / nitrogénio (C/N), a analise termogravimétrica
acoplada a espectrometria de massa (modelo TGA/DSC 1 HT, Mettler-Toledo) e a
fluorescéncia de raios X dispersiva por comprimento de onda (Bruker S4 Pioneer, Karlsruhe)
foram utilizadas para avaliar a composi¢cdo das amostras. A analise elementar mostrou haver
mais carbono organico e N na dentina do que no esmalte. O esmalte humano foi 0 mais
altamente mineralizado, com valores de C/N préximos a HAp. A dentina de origem bovina e
0 esmalte foram os mais parecidos com os tecidos humanos. O resultado de espectroscopia de
massa para todas as espécies mostrou que o esmalte continha menos C e matéria organica do
que a dentina. A decomposicao térmica do esmalte humano mostrou grande semelhanca com
a hidroxiapatita sintética e grandes diferencas para o esmalte bovino, ovino e suino. A
decomposic¢do térmica mostrou maior semelhanca entre a dentina humana e a bovina. Os
resultados de fluorescéncia de raios X (RX) revelaram que a dentina continha quantidades
maiores de magnésio (Mg), enxofre (S), estroncio (Sr) e zinco (Zn) do que o esmalte. O
esmalte continha quantidades maiores em proporc¢édo de P, Ca, cloro (Cl), cobre (Cu), potassio
(K) e arelagdo Ca / P do que a dentina. O esmalte humano e a dentina continham uma razéo
Ca/ P maior, maiores quantidades de Cl e Cu e menores quantidades de Mg, S e Zn do que as
espécies animais. A fragcdo inorgénica variou de 81 a 92% para esmalte, 69-74% para dentina
e 96% para HAp padréo, sendo o dente humano o mais mineralizado e o bovino o mais
préximo do ser humano, para ambos os tecidos analisados. O esmalte bovino, contudo,
apresentou a maior concentragdo de carbonato. Os autores concluiram, atraves das analises
realizadas, que, ainda assim, os tecidos dentarios que apresentaram maiores semelhancas

foram os humanos e os bovinos. Desse modo, com base na sua composi¢ao quimica, os dentes
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bovinos devem ser a primeira escolha para substitutos dos dentes humanos em pesquisa
segundo os autores. Foi ressaltada, contudo, a necessidade de outras avaliagcdes, como de
propriedades mecanicas para que se confirme se essa substituicdo é valida para outros testes.

Entretanto, ressalta-se que a escolha ideal sempre sera usar de amostras da mesma espécie.

1.3 Propriedades mecéanicas dos tecidos dentarios e o uso de testes de nanoindentacgdo

Oliver e Pharr (2004) fizeram um artigo de atualizacdo do método anteriormente
publicado (1992) em que oferecem férmulas para medicdo de dureza e modulo de elasticidade
em testes de indentacdo e que se tornou uma referéncia desde seu surgimento. Mostraram que
as técnicas de nanoindentacdo sdo amplamente adotadas para caracterizacdo do
comportamento mecanico em pequena escala. Desde o desenvolvimento original, o0 método
sofreu inimeros refinamentos e mudancas em funcdo de melhorias de equipamentos e
técnicas, bem como pelos avangos na compreensdo da mecanica do contato elastico-plastico.
Assim, se tornou mais preciso para deteccdo de propriedades mecanicas, obtidas diretamente
dos valores das cargas aplicadas e do deslocamento alcangado em ciclo de carregamento e
descarregamento, sem a necessidade de avaliacdo de imagens da indentagdo realizada na
amostra. Isso facilitou a determinacdo de propriedades mecanicas em escalas micro e
nanométricas. Os autores também ressaltam que, originalmente, o método foi destinado para
aplicagdo de pontas finas, como Berkovich, sendo atualmente aplicado a outras formas de
indentador, inclusive esferas com adaptac6es nas férmulas.

Ge et al. (2005) utilizaram AFM (PicoScan AFM, MI Corp.) combinado com a técnica
de nanoindentacdo (Triboscope, Hysitron) para determinar as propriedades nanomecénicas,
especificamente nanodureza e modulo de elasticidade dos prismas e bainhas circundantes no
esmalte de terceiros molares maxilares humanos. A regido dos testes foi controlada com
auxilio do AFM e desse modo, 0 teste pode atingir exatamente os locais desejados. Os cortes
e o polimento das amostras foram realizados buscando prismas o mais vertical possivel a
superficie. Por outro lado, a selecdo da carga maxima evitou penetragcdes que pudessem sair
do tecido testado. Desse modo, a carga maxima final aplicada nos prismas foi de 1000
microNewtons (uN) (velocidade de 200uN/s) e na regido interprismatica de 300uN
(velocidade de 60uN/s). Foram estudados cinco espécimes de esmalte com trinta

nanoindentacbes em cada. As imagens de AFM foram realizadas em modo contato com
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cantiléveres com constante de mola de 0,6N/m. As avaliacdes das amostras de antes da
indentagdo, ap6s as medi¢cBes nanomecénicas e apds o condicionamento &cido foram
realizadas. As caracteristicas tipicas de organizacao estrutural do esmalte foram observadas,
com padrdo prismatico de arranjo compacto e separacdo por bainhas organicas. O diametro
padrdo detectado foi de 7um. O polimento fez com que as por¢des organicas ficassem 10nm
abaixo dos prismas no eixo de altura (z). O condicionamento com acido citrico afetou bastante
0S prismas inorganicos e expds mais a matriz organica demonstrando espessura entre 800 a
1000nm de extensdo. Diferencas evidentes foram reveladas entre os dominios analisados. Os
valores de nanodureza e modulo de elasticidade para deslocamentos entre 30-80nm para 0s
prismas foram, respectivamente 4,3+0,8 gigaPascal (GPa) e 83,4+7,1GPa. Ja para a bainha
organica estes valores ficaram em 1,1+0,3GPa e 39,5+4,1GPa, respectivamente. Os valores
obtidos na curva de descarregamento foram diferentes, apresentando o seguinte padréo para
0s prismas: nanodureza 3,9+0,5GPa e modulo de elasticidade 77,1+5,7GPa; e para
interprismatico: 1,4+-0,4GPa e 41,2+8,5GPa, respectivamente. Sendo assim, a nanodureza e o
modulo de elasticidade da regido interprismas se apresentaram, respectivamente, 73,6% e
52,7% inferiores aos prismas. Tais variacGes foram atribuidas principalmente aos diferentes
arranjos de componentes e cristais.

Oyen (2006) usou um modelo com uma série de deformacdes plasticas e elasticas para
obtencdo de parametros de dureza, elasticidade e plasticidade através de testes de
nanoindentacdo. Foi realizada a comparacdo entre os materiais compdsitos mineralizados
(esmalte, dentina e 0sso trabecular e cortical) e materiais homogéneos (silica, aluminio) A
resisténcia a deformacdo plastica foi calculada a partir de valores tipicos de modulo de
elasticidade e dureza. Para a silica, 0 comportamento € dominantemente elastico, enquanto o
metal apresenta deformacdo plastica. Para 0sso e dentina, que apresentam composi¢oes
semelhantes, a deformacéo pléstica é ligeiramente dominante. J& o esmalte apresenta um leve
dominio da deformacdo eléstica. Estes dados demonstram a natureza dos compostos
mineralizados como materiais com respostas intermedidrias aos materiais de comparagao
como vidro e metal, que tém deformagdes mais extremas. A autora relata que a resisténcia a
deformacdo plastica em tecidos mineralizados pode ser uma funcdo direta do modulo de
elasticidade nos tecidos. A inclusdo de avaliagdes diretas da deformacdo plastica em
diferentes testes pode trazer informacOes valiosas sobre alteragOes ultra-estruturais de tecidos
compositos frente a cargas.

He e Swain (2007) investigaram a influéncia da microestrutura do esmalte e

especificamente o papel do componente proteico mesmo em menores concentracbes nas
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deformac6es induzidas por contato. Eles assumiram que as proteinas sdo responsaveis pela
relagdo tensédo-deformagdo ndo-linear. Os valores de tensdao mais baixos em funcéo do contato
induzem deformacdes inelasticas e resultam em perda de energia dependente da geometria do
indentador. Um modelo simples demonstrou que a tensdo de cisalhamento na camada de
proteina € dezesseis vezes maior do que a tensdo de contato, sendo o local onde a maior parte
da deformacgdo € dissipada. Para verificar o modelo, varios testes de nanoindentacgdo,
incluindo determinacdo de escoamento e perda de energia foram realizados. Testes de
escoamento (creep) foram realizados com um indentador Berkovich com manutencdo na
carga maxima (250mN) e na carga minima (5mN) por 900s mostraram escoamento e
recuperacdo consideraveis. Alem disso, foram utilizados indentadores esféricos e pontiagudos
para comparar a perda de energia do esmalte e da HAp. As pequenas regifes de deformacéo
por contato apresentam absorcdo de energia muito maior do que HAp. Em todos os casos, a
perda de energia com indentador Berkovich foi substancialmente maior do que os valores de
tensdo por contato com os esféricos. Com as informacBes adquiridas os autores
desenvolveram um modelo simples para relacionar a microestrutura do esmalte com os
mecanismos de deformacédo por contato. Dentro da area de contato da indentacdo, as finas
camadas de proteina entre os cristais de HAp apresentam maior deformacdo por cisalhamento,
sendo dezesseis vezes maior que a deformacéo pelo contato. Este modelo pode ser usado para
explicar a resposta inelastica, excelente comportamento antifadiga, e grandes capacidades de
absorcédo de energia do esmalte do esmalte. Nessas condi¢des, os autores defendem que todas
essas caracteristicas estariam relacionadas a fina camada de proteina entre cristais.

Biswas, Dey e Mukhopadhyay (2012) estudaram o efeito da taxa de carga nas
propriedades mecanicas (nanodureza e modulo de Young) do esmalte humano empregando a
técnica de nanoindentacdo. Além disso, foi estudada a fisica da deformacdo em escala micro e
nanométrica. Os experimentos foram realizados com um nanoindentador (Fischerscope H100-
XYp; Fischer) equipado com uma ponta Berkovich de diamante (raio = 150nm) sobre esmalte
planificado e polido de pré-molar recém-extraido. Foi utilizada uma carga constante de 10°uN
com variagdo no tempo de carregamento entre 0,4 a 100s. N&o houve intervalo de espera na
carga maxima, sendo obtidos vérios carregamentos na faixa de 1 x10%-0,3x10°uN. A dureza e
0 modulo de Young foram avaliados pelo método Oliver e Pharr. A morfologia da indentacao
foi caracterizada por microscopia eletronica de varredura por emisséo de campo (FE-SEM,
Supra VP35 Carl Zeiss, Alemanha). Os autores observaram aumento de 8% na nanodureza do

esmalte humano com o incremento na taxa de carga de 1000 para 250000uNs™. Do mesmo
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modo, a energia plastica usada na nanoindentacdo aumentou seguindo a taxa de carregamento.
No entanto, o modulo de Young se demonstrou independente dessa relacdo. Os autores
defendem que a dependéncia da nanodureza esta ligada ao comportamento da matriz organica.
As proteinas apresentariam uma caracteristica de desdobramento e curvatura em funcao da
aplicacdo de cargas progressivamente maiores. 1sso gera uma acomodacao local da tenséo e
um comportamento cisalhante entre os cristais de HAp e a matriz de proteinas que compdem a

microestrutura. Desse modo, surgiria a caracteristica de um nanocompdsito no esmalte.

1.4 Avaliagdes de agentes clareadores na literatura

Haywood e Heymann (1989) descreveram pela primeira vez na literatura a técnica
clareadora caseira. Os autores sugeriram que o uso do peréxido de carbamida a 10% em
moldeiras individuais de polietileno deveria ser o procedimento de escolha para dentes vitais
com alteracGes cromaticas. Além disso, preconizaram seu uso noturno.

Hegedds et al. (1999) avaliaram o efeito de trés agentes clareadores: Opalescence (PC
10%, Ultradent), Nite White (PC 10% Discus Dental Inc.) e uma solucdo de H,O, 30% em
superficies de esmalte usando AFM. Foram utilizados 15 incisivos humanos (dez maxilares e
cinco mandibulares) divididos aleatoriamente em trés grupos (n=5). A superficie vestibular de
cada dente foi avaliada antes e depois das utilizagdes. Cada gel foi aplicado por um total de
28h (em aplicagOes individuais de 4h). Foram observadas alteracdes de superficie apds todos
0s procedimentos. ApoOs as imagens iniciais, os especimes foram limpos com NaOCI 5,25%
durante 1min sem procedimentos adicionais buscando a preservacdo da estrutura original.
Cinco areas de cada amostra foram avaliadas e cada espécime foi usado como seu préprio
controle. Foram realizadas imagens em duas dimensdes: 20x20pum e 10x10um. Sulcos
presentes na superficie do esmalte antes do procedimento tornaram-se mais profundos apds o
clareamento. Para as amostras tratadas com Opalescence, 0s sulcos se apresentaram com
bases mais irregulares, profundidade de 30-120nm e largura variando de 100 a 750nm. As
amostras tratadas com NiteWhite ndo apresentaram sulcos tdo evidentes, mas sim uma
morfologia mais irregular. Os sulcos tiveram profundidade de 20-80nm e extensdo de 100 a
300nm. A aplicacdo de H,O, a 30% apresentou diferencas quando comparadas ao controle e
com os demais grupos. A superficie se apresentou mais suave, no entanto com sulcos mais

profundos que nos demais grupos, denotando modificagdes mais severas. A profundidade
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ficou entre 90 e 350nm e a largura variou de 1 a 1,5um. Os autores concluiram que 0s
produtos usados foram capazes de causar alteracfes na superficie do esmalte e levantaram a
hipotese de que os perdxidos afetariam a fase organica do tecido, com possivel impacto na sua
estrutura interna.

Goo et al. (2004) estudaram o efeito de PC 10% (Opalescence, Ultradent Products) na
cor através do espaco de cores da Comissdo Internacional de 1’Eclairage (CIEL*a*b* -
espectrofotdmetro UV-VIS-NIR, CARY 5G), composi¢do através de espectroscopia Raman
(IFS120HR/FRAL06, Bruker) e perda mineral atraves de microanélise com ponta de elétrons
equipado com espectrometro dispersivo de ondas. O clareamento foi realizado em pré-
molares humanos com superficies planificadas e polidas por 14 dias contando com 6h de
aplicacdo e 18h de armazenamento em agua destilada. Uma &rea de 5mm foi exposta aos
procedimentos e ap06s o preparo, 0s espécimes foram lavados por 5min em ultrassom. Foram
testados trés grupos: controle, armazenamento em agua destilada e clareamento com
armazenamento em agua destilada. As solucdes de agua destilada foram trocadas a cada trés
dias. As analises de Raman utilizaram um intervalo de 50cm™ a 3500cm™. Houve alteracéo
de cor, linear com o tempo, nas amostras clareadas. Além disso, foram detectadas pequenas
reducdes no pico 1068cm™ quando comparado ao pico 430cm™ tanto nos dentes clareados
guanto nos armazenados em agua destilada, que, portanto, ndo apresentaram diferencas entre
si. Em ambos os grupos, foi detectada uma queda no contetdo mineral total que passou de
90,39 para 86,01. Do mesmo modo, a razdo Ca/P caiu de 2,10 para 2,07 em dentes clareados.
Os autores concluiram que o material clareador testado é seguro pois ndo houve diferencas
estatisticas entre 0s grupos.

Justino, Tames e Demarco (2004) avaliaram os potenciais efeitos adversos de PC 10%
(Whiteness, FGM) no esmalte humano testado com protocolos in vitro e in situ. Foram
avaliadas a microdureza Vickers, a perda de célcio através de e a morfologia de superficie.
Foram utilizados vinte e quatro fragmentos de esmalte, planificados e polidos, (4mm?) obtidos
de pre-molares recém-extraidos. Os espécimes foram divididos em dois grupos para
procedimentos in situ e in vitro. Os espécimes foram clareados com PC 10% com um agente
espessante a base de polimero carboxipolimetileno (carbopol) por 8h durante 14 dias. Os
espécimes in vitro foram armazenados em agua deionizada e os in situ na cavidade oral de
quatro voluntarios. As analises de microdureza Vickers (indentador modelo 1600, Buehler),
foram realizadas antes do inicio e apds o final das aplicacdes com trés indentacdes de 1009
por 5s para cada amostra. A dosagem de calcio foi feita a partir do gel coletado apds a
exposicao no primeiro dia, entre os dias dois e sete e entre 0s dias oito e catorze através de um
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espectrofotometro de absor¢do atomica com limite de deteccao 0,05 microgramas (pg). A
morfologia da superficie foi observada a partir de dois fragmentos controle e dois espécimes
de cada experimento por MEV (Phillips XL 20 com 15kV). A interacdo entre a condigédo
testada e o tempo foi significativa, demonstrando que houve um desempenho diferente para os
experimentos. As amostras clareadas in situ mostraram microdureza semelhante ao controle e
apresentaram uma dureza estatisticamente maior do que as amostras tratadas in vitro. As
maiores remocdes de calcio ocorreram apds o primeiro dia para ambas as condi¢fes, com
reducdo drastica da perda no segundo periodo analisado e também no terceiro. Isso
demonstrou para os autores que o0 agente clareador primeiramente atacou a porcao superficial
dos cristais. A perda de calcio in vitro aos 14 dias foi 2,5 vezes maior do que no
procedimento in situ. Fotomicrografias em MEV demonstraram que as alteracGes superficiais
foram mais pronunciadas in vitro com depressdes mais evidentes que indicaram perda de
mineral por dissolucdo segundo os autores. Algumas regides apresentaram aspecto semelhante
a esmalte condicionado com solucdes acidas. Os autores defendem que a presenca da saliva e
seu papel remineralizador podem justificar os menores efeitos observados nos experimentos
in situ. Desse modo, os autores defendem que estudos in vitro podem mascarar a realidade e
produtos caseiros seguros para uso na cavidade oral terem resultados exacerbados pelas
condicdes de teste.

Leonard et al. (2005) avaliaram os efeitos de dois produtos de bancada sobre a
microdureza do esmalte quando comparados a um controle e um gel de clareamento caseiro
supervisionado. Foram utilizados 80 fragmentos de esmalte humano divididos em quatro
grupos: (1) controle; (2) Opalescence (PC 10% - Ultradent Products, Inc); (3) Crest Night
Effects (percarbonato de sodio 19% equivalente a H,O, 5,3% - Procter & Gamble); e (4)
Colgate Simply White Night (H,0, 8,75% Colgate-Palmolive Co.). Todos os procedimentos
clareadores foram realizados por 8h diarias durante duas semanas. Entre as aplicacdes, 0s
espéecimes planificados e polidos foram mantidos em saliva artificial a 37°C. Apds essa etapa,
metade dos espécimes dos grupos 2 a 4 (n = 10) foram submetidos a sete dias adicionais de
clareamento enquanto a outra metade foi armazenada em saliva artificial pelo mesmo
intervalo. A microdureza foi medida como numeros de dureza Knoop (Micromet 2100,
Buehler Ltda.) antes do inicio das aplicacdes e ap0ds 1, 7, 14 e 21 dias. Foram realizadas trés
indentacbes com carga de 50g por 15s. Foi observada uma reducdo estatisticamente
significante nos valores médios de microdureza quando os intervalos de tempos 1, 7, 14 e 21
dias foram comparados aos valores iniciais no grupo 4 e para sete dias de aplicacdo do grupo

3 comparado ao controle. Houve diferenca estatistica do grupo 4 para o controle e o gel
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clareador caseiro, com reducdo para os intervalos 7, 14 e 21 dias de aplicagédo. Os autores
concluiram, através das avaliagdes de microdureza realizadas, que os produtos clareadores de
bancada testados tiveram efeitos negativos no esmalte in vitro. Os autores recomendaram
cautela para essa classe de produtos aplicada sem orientacdo profissional.

Bistey et al. (2007) buscaram determinar a alteracdo no esmalte humano apos
aplicacdo de H,O, usando espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier com
reflexdo total atenuada (ATR-FTIR; SPECTRUM-ONE: Perkin-Elmer Inc.). Foram avaliadas
solugdes de H,O, 10, 20 e 30% em trinta dentes humanos (10 molares, 15 pré-molares, 5
incisivos; n=10). As amostras foram planificadas e passaram por um tempo total de aplicacéo
de 120min. Os espectros foram adquiridos antes do inicio e apés 30, 60 e 120min de
utilizacdo. Também foram realizadas leituras uma semana ap6s o final da terapia nas
seguintes condicdes: intervalo de 4000-650cm™, resolucdo de 4cm™, 4 espectros de co-adigdo
e temperatura ambiente. As andlises de ATR-FTIR mostraram duas bandas distintas (PO4 v, e
Vo) que evidenciaram as alteracfes na estrutura do esmalte, por variagdes na &rea dos
espectros. A modificacdo foi proporcional ao tempo de aplicacdo e a concentracao de H,0,.
Sendo assim, maiores concentracdes e maiores tempos de utilizacdo resultaram em alteracdes
mais severas. A banda v; do PO, se tornou mais larga e distorcida apds os procedimentos de
maneira proporcional & concentracdo dos clareadores. A banda v, do PO, (1460cm™)
demonstrou reducdo ap6s utilizacdo de H,O, 20% e sumiu ap6s aplicacdo com a concentracdo
de 30%. A evolucdo dos intervalos de aplicacdo para 0 H,O, 10% demonstraram reducéo
progressiva da banda v, PO,. As alteracGes mais severas foram observadas para concentracao
de 20 e 30% sem distin¢do visivel entre elas. As alteracdes no v, PO, foram usadas para
quantificar os efeitos. Os espectros adquiridos uma semana apos aplicagdo com
armazenamento em uma solugdo salina isoténica ndo mostraram reversibilidade espontanea
das alteragdes. Os autores concluiram que os clareadores com H,0, foram capazes de causar
alteracdo na composicdo do esmalte proporcionais a concentracdo e tempo de aplicacdo dos
produtos testados. Sendo assim, recomendaram que as menores concentracbes sejam
prescritas e os intervalos dos procedimentos sejam reduzidos para diminui¢cdo do impacto na
estrutura de esmalte.

Zantner et al. (2007) buscaram avaliar a influéncia de procedimentos clareadores
caseiros, basicamente produtos de bancada, na microdureza superficial do esmalte humano.
192 incisivos foram divididos em oito grupos. Apenas as superficies vestibulares foram
utilizadas e para isso foram planificadas e polidas. O esmalte preparado foi tratado durante 14

dias com o os seguintes clareadores: grupos 1, 2 e 4 PC 8% (Viva Style Paint-on) em
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intervalos de 1x20min, 2x20min e 2x5min; Grupo 3 H,0, 5,9% (Colgate Simply White)
2x30min; Grupo 5 PC 10% (Viva Style10%) 1x1h; Grupo 6 H,0, 5,9% (Blend-a-med White
Strips) 2x30min; Grupo 7 cloreto de sodio (Odol-med3 Beauty-Kur) 2x10min; Controle do
grupo 8, agua corrente 1x1h. Para remocdo do gel, as amostras foram lavadas em agua
corrente por 3min com o auxilio de uma escova macia, sendo posteriormente armazenadas em
saliva artificial nos intervalos. Foi utilizado o teste de microdureza Knoop com uma carga de
IN por 30s (Durimeter, Leitz). Os valores foram medidos antes do inicio da aplicacdo e
reavaliados apds o Ultimo dia de utilizacdo clareador e ap6s 6 semanas de armazenamento em
saliva artificial. Foram também realizadas observa¢cdes em MEV com aumentos de até 2000x
Digital Scanning Elektron Microscop, CamScan Eletronics). As andlises estatisticas
mostraram que nos grupos 3, 6 e 7 a microdureza foi significativamente reduzida apos 0s
procedimentos. J& para os grupos 1, 2, 4, 5 e 8 ndo houve diferencas significativas. As
analises apo6s o clareamento e o intervalo final em saliva artificial mostraram diferencas
significativas para os grupos 3, 6 e 7, enquanto que para 0s grupos 1, 2, 4, 5 e 8 onde néo
foram detectadas diferencas significativas. A comparacdo de medidas antes dos
procedimentos clareadores, ap0s as aplicacGes e armazenamento em saliva artificial revelou
diferencas estatisticamente significativas apenas para o grupo 7. Houve reducgéo percentual da
dureza principalmente para o grupo 7, seguido do 6 e do 3 apds o clareamento. Apds o
armazenamento em saliva houve aumento significativo da microdureza, apesar de o grupo 7
ndo ter atingido seus valores iniciais novamente. Os grupos 1-3, 5 e 8 ndo tiveram diferenca
em nenhum momento. Nas imagens de MEV, o grupo 7 apresentou alteracBes de superficie,
com aumento de trincas seguindo os bastfes do esmalte. Apds as seis semanas em saliva nao
foram observadas alteracGes. Os autores concluiram que tanto o tipo de agente clareador
quanto a concentra¢do de H,0, tiveram influéncia significativa nos valores de microdureza
observados. Entretanto, em funcdo da capacidade natural de remineralizagcdo, os autores
sustentaram que nao haveria efeitos relevantes no ambiente clinico.

Maia et al. (2008) avaliaram a influéncia de dois agentes clareadores (PC10% - Nite
White, Discus Dental e H,O, 7,5% - Day White, Discus Dental) na microdureza do esmalte
através de um estudo in situ. Noventa fragmentos de esmalte planificados e polidos foram
obtidos a partir de terceiros molares humanos. Os valores de microdureza Knoop foram
obtidos sob uma carga de 50g por 5s através de trés indentacGes separadas por 100um em
cada amostra (Microhardness Tester Shimadzu Hmv / 2000, Shimadzu). Os espécimes foram
fixados a dispositivos intra-orais entregues a 10 voluntarios que os utilizaram 24h/dia durante

todo o experimento. Os espécimes foram divididos em trés grupos, dois experimentais e um
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controle (sem clareamento). O protocolo clareador foi de 1h/dia durante 21 dias consecutivos.
Os valores medios da microdureza iniciais e finais foram: 348 e 352,2; 346.6 e 354,5; 342 e
340.8, para os grupos controle, PC10% e H,0O, 7,5%, respectivamente. Houve aumento de
1,86% e 1,62% no grupo de aplicacdo do NiteWhite e controle, respectivamente. Ja para 0s
espécimes com aplicacdo do DayWhite houve ligeira reducdo na microdureza (0,35%). Ainda
assim, isso néo representou diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos, apenas
uma tendéncia a reducdo da microdureza para os especimes tratados com H,0, 7,5%. Essa
tendéncia correspondeu a alteracao na textura superficial do esmalte observada.

Azer et al. (2009) avaliaram a nanodureza e o médulo de elasticidade do esmalte
humano ap6s utilizacdo de clareadores em moldeiras (prescritos por profissionais) e em tiras.
Cinquenta e cinco amostras de esmalte humano foram expostas a cinco agentes diferentes
(n=10), sendo cinco fragmentos utilizados como controle. As dimensdes de 4x4x2mm foram
respeitadas e obtidas com planificacdo e polimento do esmalte. Cinco nanoindentagdes
(Nanoindenter XP; MTS Systems Corporation) foram realizadas por espécime com
indentador Berkovich antes e apds os procedimentos com carga de 20mN e velocidade de
10nm/s. O tempo de carregamento foi de 15s gerando profundidade em torno de 500nm. Os
procedimentos foram realizados conforme a orientacdo dos fabricantes. Apds a remocao do
gel com &gua corrente as amostras foram limpas com uma escova e, no intervalo entre as
aplicacdes, foram armazenadas em saliva artificial. Os seguintes materiais e intervalos foram
analisados: Crest Whitestrips Premium Plus (H,O, 10% - 60min por 3 semanas, Procter &
Gamble); Crest Whitestrips Supreme (H,0, 14% - 60min duas vezes ao dia por 3 semanas, ,
Procter & Gamble); NiteWhite ACP (PC 22% - 60min por 3 semanas, Discus Dental); Oral B
Rembrandt (PC 22% - 60min duas vezes ao dia por 3 semanas, Oral-B Laboratories);
Tréswhite Opalescence (H20, 9% - 30 a 60min por 10 dias, Ultradent) As diferencas foram
encontradas em funcdo do tempo (antes e apds as aplicagdes) e dos materiais. As medicdes
apos as aplicagcbes mostraram diminuicdo significativa da nanodureza de todos 0s grupos
quando comparados ao grupo de controle. Houve diferenca significativa apos o final dos
procedimentos entre 0s grupos que usaram Crest Whitestrips Premium Plus e Tréswhite
Opalescence. Com relagdo ao modulo de elasticidade, houve diferenca significativa, quando
comparados ao grupo controle, dos grupos Oral B Rembrandt, Treswhite Opalescence e Crest
Whitestrips Premium Plus. Nao houve, no entanto, diferencas estatisticas para este parametro,
entre 0os materiais clareadores ap6s o procedimento. Dentro das limitacBes do estudo, os

autores concluiram que a dureza e o0 médulo de elasticidade do esmalte humano diminuiram
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significativamente apds a aplicacdo dos sistemas clareadores testados, tanto para produtos de
bancada quanto para os caseiros recomendados por profissionais.

Demarco, Meireles e Masotti (2009) fizeram uma revisdo em que avaliaram o
conhecimento até 2009 sobre a eficacia, 0 mecanismo de acdo e a legislacdo dos produtos
clareadores de bancada ou over-the-counter. Foram discutidos dados relacionados a
composigdo, mecanismo de agdo, eficiéncia e efeitos colaterais dos mesmos. Com base na
revisao da literatura foram extraidas algumas conclusbes. As pastas, fios e escovas
clareadoras foram considerados agentes de remocao superficial de manchas e ndo clareadores
em si. Os materiais apresentados como paint-on e enxaguatérios apresentaram baixos niveis
clareadores e poderiam produzir efeitos sem significancia clinica, havendo, até entdo,
pequeno numero de estudos clinicos disponiveis. As tiras clareadoras pareceram produzir
efeito clareador semelhante ao peréxido de carbamida em moldeiras, mas estudos clinicos
incluidos na revisdo foram, em geral, baseados em avaliagdes de curto prazo e muitos
realizados com a ajuda financeira dos fabricantes, um vies significativo. A andlise da
legislacdo disponivel a época mostrou grandes variacGes nos diferentes paises, de modo que
0s autores recomendaram aos clinicos a familiarizacdo com os produtos disponiveis. Os
autores recomendaram a observacéo e realizacdo de ensaios clinicos independentes e a longo
prazo, para melhor avaliacdo da eficacia e dos efeitos colaterais dos produtos de bancada. Do
mesmo modo, ressaltam a necessidade de ciéncia do potencial uso abusivo desses materiais
através de auto-aplicacdo exagerada que poderia produzir efeitos nocivos aos tecidos e
pacientes.

Mahringer et al. (2009) utilizaram AFM para estudar os efeitos do clareamento na
morfologia da superficie do esmalte em nanoescala. O esmalte dental de seis dentes foi
examinado sendo usados dois fragmentos com a estrutura nativa (polida e simulando a
cavidade) e outros dois planificados e polidas. O produto clareador testado foi o PC 30%
(equivalente a H,O, 10%, Viva Style 30%, Vivadent). As imagens de topografia foram
realizadas por AFM (Agilent 5500 - Agilent Technologies) com cantiléveres com constante
de mola de 0,03N/m e revelaram diferencas na morfologia e na rugosidade da superficie
(rugosidade média quadratica linear — Rq). Os intervalos foram ap6s uma e seis horas de
aplicacdo. As terapias foram realizadas simulando as condicdes intra-orais (37°C e 98% de
umidade). Foram realizados riscos nas amostras na tentativa de manter as imagens em locais
préximos, com precisdo estimada de 50um. Trés locais e pelo menos quatro imagens de
diferentes tamanhos foram realizados por amostra. Imagens de do esmalte nativo 50x50um

antes de aplicacGes foram realizadas na porcdo oclusal de terceiro molar mostrando arranhdes
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e varias caracteristicas morfologicas. Leituras menores de 2x2um mostram cristais de
hidroxiapatita (30-50nm em didmetro) e alto valor de Rq de 20+4nm. Apds 1h de aplicacéo, a
mesma superficie passou a ter valores de Rgq de 31+6nm. Sendo assim, houve alteracdes
significativas apos 1h, porém ndo foram observadas diferencas entre esse intervalo e apos 6h.
Ja para as amostras previamente planificadas, houve visualizacdo dos prismas com
identificacdo das regifes interprismaticas. Esta regido apresentou profundidade de 8+2nm
antes do clareamento. Apos o clareamento, ja nas imagens de 50x50um, pode ser observado
um aumento dessa profundidade para 15+3nm e 18+3nm ap06s 1 e 6h, respectivamente. Houve
diferenca estatistica para o esmalte planificado antes e depois do clareamento. Os valores de
Rq foram baixos para imagens de 1x1um (Rgq=1+0,1nm) nas imagens iniciais, passando para
1,4+0,14nm e 1,4+0,6nm apds 1 e 6h. Houve diferenca estatisticamente significativa entre a
condicdo nativa do esmalte e 1h de clareamento. As alteracdes observadas basicamente na
rugosidade e na regido interprismatica foram relacionadas ao conteddo organico do esmalte.
Os autores defenderam que as alteracBes observadas sdo uma possivel consequéncia da
oxidacdo e da quebra parcial das proteinas da matriz do tecido.

Mahmoud et al. (2010) investigaram os efeitos de gel de PC 16% na micromorfologia
da superficie e rugosidade do esmalte e da dentina radicular (rugosidade média linear - Ra) de
pacientes urémicos (com insuficiéncia renal que recebem hemodialise) usando AFM. Vinte
molares foram utilizados, sendo dez de individuos saudaveis (n = 10) e dez de pacientes
urémicos. As raizes foram separadas de suas coroas na juncdo cemento-esmalte (JCE).
Fragmentos de (3x2x2mm) foram obtidos da superficie vestibular do esmalte e do terco
cervical da dentina radicular. Os espécimes foram planificados, polidos e limpos em
ultrassom por 10min. Metade dos espécimes foram armazenados em saliva artificial, sem
passar por procedimento clareador, servindo como controle. O procedimento clareador com
Polanight (SDI Limited) foi realizado por 8h diarias durante 14 dias e o armazenamento nos
intervalos foi em saliva artificial. As leituras de AFM foram realizadas em modo contato com
velocidade de varredura abaixo de 1 Hertz (Hz) e 4rea de 25um? (Thermomicroscop Autoprob
CP, Modelo Ap-0100). A anélise estatistica revelou um efeito significativo da interagcdo do
substrato e do agente clareador. A avaliacdo estatistica ndo mostrou diferenca significativa
entre 0 Ra médio do esmalte saudavel e os espécimes de esmalte urémico clareados. Em
contraste, houve diferencas significativas entre 0 Ra médio dos outros espécimes testados. Os
espécimes controle de pacientes saudaveis apresentaram a superficie dos prismas com cristais

bem compactados sem alinhamento especifico. Muitos sulcos longitudinais apareceram entre



39

0s bastbes. A observacdo micromorfolégica desse tecido apds ser clareado mostrou
irregularidades exageradas dos prismas, com cristais maiores e microporosidades entre eles.
Ja o esmalte controle de pacientes urémicos apresentou grdos menores e menos identificaveis,
com algum grau de porosidades e presenca de sulcos. Apos o clareamento, as projecGes foram
menos pronunciadas e o Ra menor, correspondente a um padrdo de resisténcia a
desmineralizacdo que pode ser derivada da maior concentracdo de amonia que torna o pH
salivar mais basico nesses pacientes. Ja a dentina saudavel clareada apresentou dentina
peritubular saliente e dentina intertubular erodida com Ra mais alto comparado ao da dentina
urémica tratada. Os autores concluiram que os dentes de pacientes urémicos apresentam
diferencas de morfologia que fizeram que os efeitos dos géis clareadores fossem menos
marcantes que em dentes de paciente saudaveis.

Soldani, Amaral e Rodrigues (2010) buscaram avaliar os efeitos de diferentes sistemas
clareadores e seus agentes espessantes sobre a microdureza Knoop do esmalte humano in situ.
Dois fragmentos de esmalte (3x3x2mm) foram obtidos de terceiros molares e fixados na
vestibular de primeiros molares superiores em um grupo de 45 voluntarios (n=90) apds
esterilizacdo em autoclave por 20min. Estes foram divididos em cinco grupos (n=18): PC
10% com carbopol como agente espessante (grupo 1; Whiteness Perfect, FGM), 2% de gel de
carbopol (grupo 2), pasta de PC 10% com poloxamero como agente espessante (grupo 3;
Colgate Platinum Overnight, Colgate), poloxamero (grupo 4) ou tiras de H,0, 6,5% durante
21 dias com 2 aplicacBes de 30min (grupo 5; Crest Whitestrips, Procter & Gamble ). Os testes
foram realizados em amostras de esmalte planificadas antes e depois do as aplicacdes. Cinco
indentacOes foram realizadas em ambos os intervalos de tempo com espacamento de 30um.
A carga aplicada foi de 25g por 5s. O fator tempo demonstrou diferenca estatistica
significativa, o que ndo foi observado para os diferentes materiais aplicados. Todos 0s
procedimentos reduziram a microdureza do esmalte apds os 21 dias mesmo armazenados na
presenca de saliva humana. Os autores concluiram que, clinicamente, pode-se esperar uma
reducdo na microdureza ap6s o procedimento clareador, inclusive pela presenca de outros
desafios desmineralizantes na cavidade oral.

Tanaka et al. (2010) avaliaram a integridade estrutural interna do esmalte dentario
humano com a aplicacdo de dois clareadores comumente utilizados: H,0, 35% (clareamento
de consultorio, Hi-Lite, Shofu) e PC 10% (clareamento caseiro, Nite White Excel, Discus
Dental). As avaliagBes foram realizadas em dentes com cor idéntica. A densidade mineral foi
guantificada e visualizada através de microtomografia computadorizada de mesa (micro-TC

com RX; Shimadzu, SMX-90, Kyoto, Japdo). Dez pre-molares humanos foram utilizados
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(n=5), de modo que sua face lingual foi utilizada como controle. O grupo PC 10% foi
clareado uma vez por dia por 2h durante sete dias. Entre as aplicacGes, as amostras foram
armazenadas em saliva artificial. A aplicacdo em consultério foi repetida por trés vezes, com
ativacdo por luz e as amostras armazenadas em saliva artificial entre os procedimentos.
Discos de HAp (CELLYARD, PENTAX) também foram clareados e armazenados em saliva
artificial. As avaliaces foram realizadas antes e ap6s o clareamento uma vez por dia durante
uma semana pelo mesmo operador em uma mesma area. A distribuicdo mineral, dentro das
areas de interesse nas amostras de esmalte controle e armazenadas em saliva artificial durante
uma semana, ndo foi significativamente afetada. O volume mineral dos espécimes clareados
com PC, apds exposicdo durante 2 h, diminuiu significativamente. O volume mineral das
amostras clareadas com PC e armazenadas em saliva artificial por um dia ndo aumentou
significativamente. Durante o procedimento, durante uma semana, 0 volume mineral global
das regides de interesse diminuiu significativamente. O volume mineral global dos discos de
HAp exposta a clareadores diminuiu significativamente semelhante as amostras do grupo PC,
sendo o efeito observado nas camadas mais externas. O volume de mineral do esmalte
clareado com H,0, 35% aumentou significativamente, com maior distribui¢cdo de mineral nas
porcOes internas. Sendo assim, os autores concluiram que houve diferencas microestruturais
entre as amostras, embora a alteracdo de cor fosse equivalente. Para o gel caseiro, a
modificacdo representou desmineralizagdo, enquanto que o clareamento de consultorio
apresentou uma redistribuicdo dos minerais ap0s as aplicacBes e posterior mineralizacdo
aumentada.

Zimmerman et al. (2010) buscaram investigar a influéncia de procedimentos
clareadores e do condicionamento acido na estrutura de esmalte e dentina. Foram utilizados
12 dentes humanos. Os materiais clareadores utilizados foram tiras clareadoras (Crest
Whitestrips Premium — H,0, 10% por 30min), gel clareador caseiro para uso supervisionado
(Opalescence — PC 20% por 1h) e um gel de acido fosforico a 35% (UltraEtch — 30s) que
funcionou como controle positivo. O objetivo secundario do estudo foi avaliar se o preparo
prévio com autoclavagem dos elementos produziriam diferengas de resultados. Buscou-se
comparar dentes semelhantes que passaram por polimento e banho ultrassdnico de 10s entre
as etapas de preparo. Os materiais foram aplicados na superficie, mas efeitos foram
observados em esmalte e dentina. Foram realizados testes de nanoindentacdo para avaliacao
das propriedades mecanicas (dureza e mddulo de elasticidade). A carga maxima foi de
5000uN, com uma distancia de 10um observada entre as indentagdes (Hysitron Triboscope).

Além disso, a rugosidade da amostra foi avaliada com AFM no modo contato (Veeco
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Multimode) com obtencdo de dados de Rq para andlise estatistica. Alteracfes na morfologia
também foram observadas com MEV. Foram realizadas avaliacbes de composi¢cdo com
espectroscopia infravermelho por transformada de Fourier (FTIR) para tentar estabelecer uma
possivel correlacdo com as modificacbes das propriedades mecanicas. Além disso, foram
utilizados anticorpos para corar e rastrear alteraces em colageno tipo | através de
microscopia de fluorescéncia. Os valores de Rq do esmalte aumentaram de 12.97 + 7.34nm
para 342.92 + 106.95nm e na dentina de 21.10 + 9.95nm para 165.99 + 70.86nm devido ao
condicionamento. O gel clareador Opalescence aumentou significativamente a rugosidade
apenas para dentina (16.93 + 5.12nm para 22.06 + 5.98nm) e ndo para esmalte. Dentes
autoclavados apresentaram modulo de elasticidade de 31,6 + 6,5GPa para dentina e 111,7 +
16.0GPa para esmalte. Ja os valores de dureza encontrados ficaram em 1,0 + 0,3GPa para
dentina e 4,3 + 0,4GPa para esmalte, ambos de acordo com a literatura. Dentes autoclavados
apresentaram aumento da dureza e do médulo de elasticidade quando tratados com Crest. Ja a
aplicacdo de Opalescence reduziu o médulo de elasticidade e a dureza em dentina, néo
demonstrando efeito em esmalte. Os dentes ndo-autoclavados demonstraram menores valores
de dureza e moddulo de elasticidade. Dentes ndo-autoclavados e tratados com Crest
apresentaram reducdo do moédulo de elasticidade e da dureza do esmalte e aumento desses
parametros em dentina. Ja a aplicacdo de Opalescence resultou em queda no moédulo de
elasticidade da dentina, sem afetar sua dureza e as propriedades do esmalte. Para as analises
de FTIR, os espectros evidenciaram uma alteracdo no padrdao de absorbancia das ligacdes de
amida em torno de 1550cm™, podendo indicar perda ou desnaturagdo, segundo os autores. A
modificacdo no pico em torno de 1645cm™ também pode indicar reducéo das ligagdes amida
ou reducdo no contetdo de fluor (F). Tais alteracGes foram observados para dentina. Os
autores defenderam também que modificacGes nas propriedades mecénicas poderiam ser, ao
menos em parte, derivadas da perda ou desnaturagdo de proteinas, em especial do colageno
tipo |, devido a evidéncias Opticas observadas na microscopia por fluorescéncia e FTIR.
Cavalli et al. (2011) buscaram determinar se a adicdo de F e Ca a diferentes
composicdes e marcas de agentes clareadores caseiros a base de PC 10% seria capaz de
reduzir a perda mineral na superficie e sub-superficie do esmalte. Sessenta fragmentos de
esmalte humano foram selecionados a partir de sua microdureza (n=10) e submetidos a
aplicacdo de um agente placebo, Whiteness (FGM), Opalescence (0,11% F, Ultradent), Pola
Night (0,11% F, SDI), ou um de dois géis experimentais de PC: o primeiro com acréscimo de

0,2% F e o segundo com adicdo de 0,2% Ca. Os géis foram aplicados por 6h/dia durante 14
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dias. As amostras foram submetidas a espectroscopia Raman (RFS 100/S, Bruker Inc.) para
avaliar o contedo mineral. Além disso, anélises de microdureza Knoop (Future Tech, FM-
ARS) e com microscopio de luz polarizada (DMLSP, Leica Microsystems) foram realizadas,
para determinar a perda inorganica de esmalte e a profundidade de lesGes geradas. As leituras
foram realizadas em esmalte planificado e polido com uma area clareada de 7mm? antes e
apos os procedimentos. No intervalo entre as aplicacdes, 0s espécimes foram imersos em
22mL de solucdo remineralizante semelhante a usada por outros autores. Os testes de
microdureza Knoop foram realizados de maneira transversal com dez indentacdes sob uma
carga de 25¢g por 5s a 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180 e 200um da superficie externa
do esmalte. Para avaliar as perdas no eixo z, o conteddo mineral foi subtraido do esmalte
higido. Os espectros Raman foram adquiridos com base em seis vibracdes, incluindo P
(quatro vibragdes, p1 a p4) e carbonato (carbonato de tipo B, duas vibragdes p5 e p6): 430 cm’
' (p1), 448 cm™ (p2), 580 cm™ (p3), 610 cm™ (p4), 1044 cm™ (p5) e 1070 cm™ (p6), tendo
sido obtida a area dos picos encontrados. Se¢fes de 100um de espessura foram analisadas no
microscopio de luz polarizada com aumento de 200x. As analises com Raman revelaram
contetdos minerais semelhantes para 0s grupos. Ap6s o clareamento, houve uma queda da
porcdo inorganica para o grupo clareado com Whiteness quando comparado aos demais
grupos. Ndo houve alteracdo significativa para o conteddo mineral nos demais grupos que
apresentaram valores semelhantes entre si. Do mesmo modo, a avaliagdo de microdureza
demonstrou uma perda maior para o grupo Whiteness quando comparado aos grupos placebo,
PC + 0,2% Ca e PolaNight. No entanto, ndo houve diferenga com relacdo aos outros dois
grupos com presenca de F. A profundidade de lesdo para o grupo placebo foi a menor,
seguida pelos géis experimentais. O grupo de maior profundidade foi o tratado apenas com
Whiteness. Os geis experimentais apresentaram valores semelhantes um ao outro e diferengas
para os demais produtos com F. As camadas mais profundas do esmalte (de 80 a 200um)
apresentaram manutencdo do volume mineral com valores semelhantes de dureza para todos
0s grupos. Os autores concluiram que os geis clareadores puderam causar alteracoes
superficiais e que a adi¢do de F e Ca aos géis pode reduzir a perda mineral do esmalte.
Junqueira et al. (2011) avaliaram os efeitos de agentes clareadores na morfologia do
esmalte humano apds procedimento caseiro excessivo. 20 terceiros molares humanos foram
utilizados, tendo passado por planificacdo e polimento de suas superficies externas. O grupo
controle (GO0) teve a superficie coberta por esmalte para unhas. Os espécimes foram divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n = 10): G1 — uma sessdo de clareamento com PC 16%
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(Whiteness Perfect, FGM); G2 - 3 sessdes com PC 16%; G3 - 1 sessdo com PC 22%
(Whiteness Perfect, FGM); G4 - 3 sessdes com PC 22%. Cada sessdo durou 8 h/dia, durante
duas semanas, com 45 dias de intervalo entre elas. Neste periodo, 0s espécimes foram
mantidos em saliva artificial a 37°C. Os espécimes foram observados por MEV (JEOL, JMS-
5600 LV) com aumentos de 1000x, 5000x e 10000x. Irregularidades e éareas de depressdo
foram mais evidentes nos grupos 1, 2 e 3. Amostras tratadas com PC 22% em trés sessoes
(G4) apresentaram maior exposicdo de prismas, depressdes, erosdo, profundidade de
irregularidades e poros. Os autores afirmaram que tais mudancas poderiam estar relacionadas
a uma reducdo significativa na microdureza destes espécimes. Concluiram que o excesso de
clareamento, no tempo e nas concentragdes utilizadas, teve uma influéncia negativa sobre a
morfologia do esmalte. Como implicacgéo clinica, os autores recomendaram que o clareamento
caseiro seja feito com cautela, uma vez que as mudancas foram evidentes no estudo.

Smidt, Feuerstein e Topel (2011) avaliaram os efeitos morfologicos, mecénicos e
quimicos de géis a base de PC no esmalte humano in situ. Foram utilizados trés géis
clareadores caseiros: NiteWhite (PC 16%, Discus Dental), Polanight (PC 16%, SDI) e
Opalescence (PC 15%, Ultradent). Dezoito fragmentos foram destinados para analises por
microdureza Knoop e outros dezoito para leituras de MEV e espectroscopia de raios X por
dispersédo em energia (EDX). Cada um dos fragmentos foi dividido em dois de modo que a
amostra tratada e o controle pertenciam ao mesmo elemento. Todos 0s 72 espécimes foram
planificados, polidos e esterilizados antes dos testes. Moldeiras de silicone foram
confeccionadas para trés pacientes de modo que um hemi-arco continha as amostras do
controle e o outro as clareadas durante dez noites consecutivas. Para cada avaliacdo 0s
especimes foram trocados. As avaliagdes de microdureza Knoop foram realizadas com carga
de 100g aplicada por 10s (DMH-2, Matsuzawa Seiki). J& as observacbes em MEV foram
realizadas com ampliagdes de 500, 1000 e 3000x (Quanta 200, FEI) com EDX acoplado
(EDAX, tensdo de aceleracdo de 15kV, tamanho focal de 5nm, 30s de aquisicdo com
resolucédo de 129,93 eletrovolts - eV). Conteddo em peso dos elementos foram descritos em
%: Ca, P, C, O e F e arazdo Ca/P foi calculada. Os valores de dureza variaram de 95,3 a
307,4 para os fragmentos clareados e 97,3 a 302,1 para os controles, sem diferenca
estatisticamente significativa, ndo demonstrando indicios de desmineralizacdo das amostras.
Através de MEV ndo foram observadas alteracbes na morfologia de superficie do esmalte
para a maioria das amostras. Nos casos em que surgiram diferencas, o esmalte clareado
apresentou aspecto mais suave ou mais poroso do que o controle sem uma tendéncia definida.

Em termos de composicdo, foram identificadas diferencas estatisticas somente para Ca e P
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entre os espécimes clareados e seus respectivos controles com influéncia dos fatores
individuos e géis clareadores gerando aumento para os dentes tratados. Apenas Polanight
apresentou maiores valores desses componentes para o controle. Assim, a razdo Ca/P
aumentou nos espécimes clareados de NiteWhite e Opalescence e reduziu para Polanight. Os
autores concluiram que os produtos de uso caseiro estudados ndo geraram alteracbes
negativas em termos de dureza, morfologia e composicdo elementar do esmalte in situ.

Bolay, Cakir e Gurgan (2012) avaliaram a rugosidade e a dureza de dentes humanos
clareados e ndo clareados (PC 10% - Opalescence, Ultradent — 1h/dia) submetidos a
escovacdo com agua (sem dentifricio), com dentifricio abrasivo com F (Colgate Total,
Colgate Palmolive) ou dentifricio clareador (Natural White, Natural White Ltd. Staines). As
amostras foram obtidas a partir de terceiros molares e divididas aleatoriamente em cinco
grupos (n = 8): G1- Controle (escovado com agua sem dentifricio), G2 - Colgate Total, G3 —
Natural White, G4 — Opalescence 10% + escovacdo com Colgate Total, G5 - Opalescence
10% + escovacdo Natural White. Os dentes foram planificados, polidos e armazenados em
agua destilada nos intervalos das aplicacGes realizadas durante um més. As amostras passaram
por escovacdo simulada com uma escova automatica (Colgate) em uma maquina de
Nyffenegger modificada que realiza escovagdo horizontal com peso padronizado. As
configuragdes utilizadas foram de 20000 movimentos de 37mm sobre as amostras A
rugosidade da superficie (Ra) foi analisada com um perfildometro (Mitutoyo SurfTest 402,
Mitutoyo Corp.). Ja para a microdureza o teste foi realizado através da dureza Brinell (Frank
Prufent — Messen). Houve um aumento nos valores de rugosidade estatisticamente
significante para todos os grupos. Quando o clareador foi combinado com a escovacdo com
dentifricio, houve uma diminuicdo significativa na dureza apenas para G5. Os autores
concluiram que a escovagdo aumentou a rugosidade da superficie do esmalte e que o
procedimento clareador combinado com a higienizagdo com dentifricio clareador diminuiu os
valores de dureza. Clinicamente a combinacgdo entre as rotinas poderia alterar a rugosidade da
superficie do esmalte e os valores de dureza do mesmo.

Sa et al. (2012) avaliaram a seguranca de trés concentracGes de clareadores caseiros no
esmalte humano in situ. Sessenta pré-molares foram utilizados obtendo sessenta espécimes
que foram divididos aleatoriamente em quatro grupos e tratados com PC 10% (Opalescence
PF 10%, Ultradent), PC 15% (Opalescence PF 15%, Ultradent), PC 20% (Opalescence PF
20%, Ultradent) e &gua destilada, respectivamente. As amostras de esmalte foram
planificadas, polidas e passaram por limpeza em ultrassom durante cinco 5min.

Espectroscopia Raman, ATR-IR, AFM, microdureza e resisténcia a fratura (FT) foram
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utilizadas para determinar variagbes na estrutura do esmalte e suas propriedades antes e
depois da terapia. Os espectros Raman foram coletados em equipamento com diodo de laser
com comprimento de onda de 785nm e ponto focal de 95 um (i-Raman Portable Raman
Spectrometer, B&W Tek Inc.). Cada espectro final foi obtido de uma média de cinco outros
nas seguintes condicdes: intervalo de 0 a 3200cm™, tempo de integracdo de 7000
milissegundos (ms) e temperatura ambiente. Os valores de intensidade Raman relativa e
fluorescéncia induzida por laser (LIF) foram convertidos em porcentagem. Para as leituras de
ATR-IR os espectros foram adquiridos na faixa de 675 a 4000cm™ com resolucéo de 4cm™,
com 128 varreduras adicionadas (Nicolet, Madison). Cada espécime foi medido em triplicata.
Ja para deteccdo de morfologia da superficie e rugosidade foi usado um equipamento de AFM
(Shimadzu SPM-9500J3, Shimadzu Corp.) em modo contato e leituras de 10x10um para
determinacdo do Rq de cada amostra. Teste de microdureza Vickers foi realizado com trés
indentagdes com 100g por 15s (HXD-100TMC/LCD Taining Inc.). VVoluntérios receberam
moldeiras com 12 espécimes distribuidos em 3 colunas. Para o procedimento clareador as
amostras permaneceram em estufas a 37°C por 8h, foram lavados, secos e escovados
cuidadosamente com escova macia para remocao do gel. Entdo voltaram para cavidade oral
de voluntérios onde permaneceram por 16h. As aplicacbes foram realizadas por 14 dias.
Raman revelou pouca variacdo na intensidade relativa dos picos ap6s a utilizacdo de PC, o
que foi consistente com os resultados de ATR-IR, AFM e as analises de microdureza. Ja a
intensidade de LIF e FT mostraram reducdo significativa em espécimes tratados com PC.
Esses achados sugerem que houve efeitos minimos de desmineralizacdo dos trés agentes
clareadores caseiros no esmalte ap6s utilizagdo in situ.

Ozkan et al. (2013) avaliaram a rugosidade superficial do esmalte humano clareado
com PC 10% e agentes a base de H,O, 10%. As amostras passaram por processo de
escovacdo simulada. 140 terceiros molares humanos recém-extraidos foram utilizados e
divididos em 14 grupos (n=10) em fungdo do dentifricio utilizado: 1 — PC 10% sem
escovacao; 2 — PC 10% + Ipana 3 Dimension Whitening (Procter & Gamble); 3 — PC 10% +
Clinomyn Smokers (CCS); 4 — PC 10% + Moos Dent (Moos Cosmetics); 5 — PC 10% +
Signal Whitening System (Unilever); 6 — PC 10% + Colgate 2 in 1 Whitening (Colgate
Palmolive); 7 — PC 10% + escovacdo sem dentifricio; 8 — H,O, 10% sem escovacao; 9 — H,0,
10% + Ipana 3 Dimension Whitening (Procter & Gamble); 10 — H,0, 10% + Clinomyn
Smokers (CCS); 11 — H,0, 10% + Moos Dent (Moos Cosmetics); 12 — H,0O, 10% + Signal
Whitening System (Unilever); 13 — H,O, 10% + Colgate 2 in 1 Whitening (Colgate

Palmolive); 14 — H,O, 10% + escovacdo sem dentifricio  Foram utilizados clareadores
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experimentais com valores de pH em torno de 6,5 para evitar eventuais diferencas de
composicdo e caracteristicas entre diferentes marcas comerciais. As amostras de esmalte
foram planificadas antes dos procedimentos realizados por 4 semanas. Foram realizadas
analises semanais dos valores de Ra com um perfildmetro de ponta de prova (Mahr
Pertometer M2, Mahr GmbH). As amostras foram utilizadas como seu proprio controle e trés
leituras realizadas por espécime em cada intervalo. O procedimento clareador foi realizado
por 6h durante 28 dias e, apds cada exposicdo, os espécimes foram lavados com agua
destilada por 5s sendo armazenados nesse meio. A solucdo foi trocada diariamente. A
escovacdo simulada foi realizada trés vezes por dia durante 2min com escova elétrica e
dentifricio diluido em &gua destilada (Oral-B CrossAction Power, Procter & Gamble). Foi
utilizado um aparato que mantinha a forca constante em 200g. Os grupos em que O
procedimento clareador foi realizado junto com a limpeza de superficie com ou sem
dentifricio apresentaram aumento na rugosidade estatisticamente significativo. Os grupos que
passaram apenas por clareamento (G1 e G8) ndo apresentaram diferencas estatisticas. Este
dado mostrou que as mudancas na rugosidade foram principalmente derivadas da escovacdo
realizada. Houve diferenca estatistica entre a primeira, segunda, terceira e quarta semana das
amostras clareadas com PC e escovadas e entre a segunda, terceira e quarta semana de uso do
H,O, também com escovacdo. As maiores diferencas de rugosidade foram encontradas a
partir do vigésimo primeiro dia de teste. Os autores concluiram que o clareamento
isoladamente ndo foi capaz de alterar a rugosidade do esmalte, mas quando combinado com
dentifricios abrasivos houve aumento significativo desta propriedade.

Algahtani (2014) realizou um artigo de revisdo abordando os tipos de procedimentos
clareadores e seu histérico, componentes, mecanismos, efeitos em tecidos moles, tecidos
dentarios e compositos. Sdo discutidas questbes relativas aos efeitos do clareamento e
possiveis impactos clinicos. Para minimizar os riscos, 0s autores defendem a participacéo de
profissionais para minimizacdo do uso de produtos de bancada sem prescricdo e de produtos
clareadores em excesso. Além disso, 0s autores ressaltam que os procedimentos podem gerar
alteracbes em restauracGes dentarias determinando necessidade de troca. Nesses casos, foi
observado e relatado o efeito negativo dos clareadores sobre as terapias adesivas.

Carey (2014) fez uma revisdao em que aborda a seguranca e eficacia dos diferentes
protocolos de clareamento dentario disponiveis. Mostrou que a pressdo por estética fez
surgirem diferentes técnicas e produtos clareadores. Apesar da popularidade, ressaltam que
profissionais e pacientes devem estar cientes de que ha alguns riscos como o aumento da

sensibilidade dental e irritacdo gengival. Além disso, descrevem a possibilidade de suavizacao
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da estrutura do esmalte, surgimento de defeitos, potencial desmineralizagdo, degradacéo de
restauracdes dentérias, inclusive com mudancgas de cor que determinem a troca das mesmas.
Os autores concluiram, através da literatura disponivel, que H,O, e PC utilizados seguindo as
orientacdes do fabricante sdo seguros e eficazes. Defendem que o procedimento deve ser
acompanhado por profissionais para resolucéo de eventuais complicagdes e adequacao ao tipo
de paciente, origem das descolora¢des, habitos e condic¢Bes intra-orais. Do mesmo modo,
lembraram que a ativacdo da luz ndo oferece nenhum beneficio para grau de alteracéo de cor
alcancado e durabilidade do procedimento. Foi afirmado que o clareamento caseiro gera
menor sensibilidade que o de consultério. Os autores defendem que as altas concentracdes de
H,O, in vitro causam a reducdo da dureza do esmalte, alteracdo na rugosidade de superficie e
aumento da susceptibilidade a desmineralizacdo. A participacdo do cirurgido-dentista é
fundamental para reducdo de riscos e otimizacdo de resultados independente da técnica
escolhida.

Elfallah et al. (2015) investigaram o efeito de dois agentes clareadores, PC 16% e
H202 35% sobre as propriedades mecanicas e o teor de proteinas do esmalte humano. 24
molares humanos com esmalte planificado, polidos e limpos em ultrassom por 5min, foram
armazenados em solucdo salina balanceada de Hank (HBSS) no intervalo entre as aplicacdes.
O grupo PC 16% (Polanight, SDI Limited) foi clareado por 90min diéarios durante 14 dias,
enquanto que o grupo H,0, 35% (Polaoffice +, SDI Limited) foi aplicado de 3 a 4x por 10min
em Unica sessdo. Os testes foram conduzidos dentro de 24h ap6s a aplicacdo dos clareadores.
As propriedades mecanicas foram analisadas através de indentacdo Vickers para
caracterizacdo da resisténcia a fratura e também nanoindentacdo com ponta Berkovich para
definicdo da dureza, mddulo de elasticidade e deformacdo por escoamento (creep). Os testes
de nanoindentacdo foram realizados com carga maxima de 10mN e separacdo de 20pum na
face oclusal (UMIS-2000, CSIRO). Do mesmo modo, foram realizados testes para avaliar a
dependéncia das propriedades mecanicas em funcéo da profundidade de penetracéo. Para isso,
cargas de 5, 10, 20 e 50 mN também foram aplicadas. Para avaliacdo de creep, uma carga de
250mN foi aplicada com tempo de espera de 900s no mesmo aparelho. Um outro periodo de
900s foi incluido com 2% da carga maxima para avaliagdo de recuperacdo do esmalte. Além
disso, a microestrutura das amostras tratadas e indentadas foram examinadas por FE-SEM
(Zeiss Ultra Plus — tensdo de 10kV). Apos as aplicacOes e testes, 0 esmalte e a dentina foram
separados e pulverizados. O esmalte foi entdo desmineralizado com acido acético 10% junto
com inibidor de protease durante 24h a 4°C sob agitacdo constante. Os procedimentos de

extracdo foram repetidos trés vezes. O sobrenadante final foi purificado atraves da
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cromatografia liquida de fase inversa. Os agregados de proteina de cada grupo foram entéo
quantificados com espectrofotometro (ensaio de Bradfordprotein, Thermo Scientific) e
posteriormente separados examinados em eletroforese em gel de poliacrilamida de
dodecilsulfato de sddio (SDS-PAGE). Os resultados indicaram que o0 mddulo de elasticidade e
a dureza foram significativamente reduzidos apds aplicagdo com PC (6,5 e 13,7%,
respectivamente) e H,0, (5,5 e 10%), sem diferencas estatisticas entre os materiais. Apos 0
clareamento, o creep aumentou a deformacdo na carga maxima e a recuperacdo no
descarregamento foi reduzida. Houve uma reducdo de mais de 45% na dureza e de cerca de
20% no modulo de elasticidade, a medida que a profundidade da penetracdo aumentou. A
diferenga nas propriedades mecénicas do esmalte entre o controle e 0s dois grupos
experimentais foi maior sob cargas mais baixas; a medida que a carga e contato aumentaram,
a diferenca entre os trés grupos diminuiu. Os comprimentos de fratura para PC e H,O, foram
aumentados, enquanto a resisténcia a fratura diminuiu. Além disso, as linhas de fratura se
apresentaram com multiplas rachaduras secundarias e separacdo do esmalte adjacente se
propagando na bainha entre os prismas. O esmalte clareado apresentou maior espacamento e
porosidades entre cristais. Foi observada marcante reducdo do conteudo proteico e sua
fragmentacdo aleatoria apds os procedimentos. Os autores concluiram que os agentes
clareadores avaliados puderam produzir efeitos prejudiciais sobre as propriedades mecéanicas
do esmalte. Todos os demais efeitos observados foram considerados pelos autores como
possivel consequéncia dos danos ou deshaturacao da pequena matriz de proteinas do esmalte.
Kwon et al. (2015) avaliaram os efeitos de quatro modalidades de clareamento no
esmalte superficial através de analises de microdureza, perfilometria e MEV. O clareamento
foi realizado de acordo com as orientagdes do fabricante para produtos de bancada (H,0O-
9,5% - Crest 3D Intensive, Crest Pro Health, P&G — 2h por 7 dias), clareamento caseiro (PC
10% - Opalescence, Ultradent Products Inc. — 6h/dia por 14 dias) e de consultério (H,O, 25%
- Philips Zoom White Speed, Philips Oral Healthcare — 45min de aplicacdo total com troca a
cada 15min e ativacao por luz). Foi incluido um clareamento fagca-vocé-mesmo (Do It Yorself
- DIY) em que foi usada uma mistura de morango e refrigerante aplicada 2x/dia durante 5 dias
(5min de contato seguido de escovagdo com escova macia por 30s). Controles positivos
(&cido citrico 1% por 60min) e negativos (agua por 60min) foram usados. Um total de 120
especimes (n=20) de terceiros molares humanos foram utilizados. Estes foram planificados e
polidos antes dos testes. Os espécimes foram armazenados em saliva artificial. Os testes de
microdureza Knoop foram realizados no baseline e 24h apds o final das aplicagdes. Uma

carga de 0.49N foi aplicada por 15s e trés indentacOes realizadas para obtencdo de uma média
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da amostra (M-400-HI, LECO). J& para avalia¢do de rugosidade foi usado um perfilébmetro de
contato configurado para leituras de 4mm de comprimento (Mitutoyo Surftest, SV-2000).
Foram realizadas trés varreduras com obtencdo de pelo menos 100 valores de variagdo em z
para o calculo da média e obtencdo de Ra. As variacbes de imagens no MEV foram
classificadas por escores. Houve redugdo significativa na dureza Knoop no controle positivo
e no grupo DIY. A reducdo foi maior que 10% no grupo DIY. A rugosidade da superficie
aumentou para o grupo das tiras e no controle positivo. As quatro modalidades de clareamento
induziram mudancas minimas na morfologia da superficie observada em MEV. Apenas o
controle positivo apresentou padrdes de condicionamento do Tipo | e Il de maneira evidente
na micrografia. Os autores concluiram que nenhuma das técnicas afetou negativamente a
morfologia do esmalte. No entanto, cuidado foi recomendado ao usar DIY, pois pode afetar a
microdureza do esmalte. Do mesmo modo, o produto de bancada, apresentou potencial para
aumento da rugosidade de superficie.

Kwon e Wertz (2015) realizaram uma revisdo de literatura em que uniram
conhecimentos sobre a difusdo dos agentes clareadores, suas interacbes com 0s componentes
e mudancas na superficie dentaria. Seu objetivo foi estabelecer uma melhor compreensao do
mecanismo associado ao clareamento dentério. Para isso, uma busca eletrdnica no banco de
dados PubMed, com combinacGes dos seguintes termos foi realizada: Tooth Bleaching, Tooth
Bleaching Agent, Hydrogen Peroxide, Pharmacokinetics, Tooth Permeability, Oxidation-
Reduction, Tooth Demineralization e Color. Foram incluidos trabalhos publicados em inglés
entre 1968 e maio de 2014, totalizando 112 artigos. Os autores puderam observar e concluir
que o clareamento é um processo dindmico e complexo que envolve a difusdo do material
clareador para interagir com as moléculas de pigmento. Nesse processo promovem alteracoes
na micromorfologia da superficie gerando mudancas que afetam as propriedades Opticas dos
dentes. Por afinidade, também ocorrem efeitos na estrutura do esmalte e da dentina. Os
autores defenderam que a supervisdo por profissionais de satide conforme recomendado pelo
Conselho de Assuntos Cientificos da ADA é fundamental para um procedimento seguro e
bem-sucedido.

Yu et al. (2015) avaliaram os efeitos de produtos clareadores e de agentes
remineralizantes nas propriedades nanotriboldgicas e nanomecéanicas de dentes em ambiente
umido. Oitenta pré-molares foram divididos em quatro grupos: H,0, 12% (Premium Dental
Grade Teeth Whitening Gel); PC 15% (Opalescence PF 15); PC 35% (Opalescence PF 35 %);
e saliva artificial (grupo controle). As superficies de esmalte foram planificadas e polidas,

obtendo-se rugosidade meédia inferior a 5nm. Os procedimentos foram realizados por 7 dias e
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0 armazenamento em saliva artificial com troca a cada 2 dias. Apo6s o final do clareamento, os
espécimes foram armazenados em saliva artificial por mais 7 dias. Propriedades foram
avaliadas através de testes de riscamento (nanoscratch) e nanoindentagdo em ambiente umido
(Hysitron Triboscope). Para nanosctratch a carga foi mantida constante em 1000uN com
comprimento de risco de 10um. A velocidade de deslizamento de 0,5um/s foi usada para dez
testes em cada amostra. A distancia entre os tragos foi de, pelo menos, 10um. As analises de
nanodureza e mddulo de elasticidade foram realizadas com uma ponta Berkovich. A carga
maxima de 2000uN foi aplicada e uma distancia entre as indentagdes de, pelo menos Sum, foi
mantida. O tempo de descarregamento foi 10s e foram realizadas 10 indentagGes no esmalte
umido. Os testes foram realizados antes do inicio, apds uma semana de clareamento e ap6s 7
dias de remineralizacdo. As alteracbes morfolégicas foram avaliadas por MEV
(SEM,INSPECT F). Apos o clareamento, os grupos H,0, 12% e PC 15% tiveram aumento na
profundidade dos riscos realizados com mais areas de acumulos nas bordas dos mesmos.
Houve diminuicdo da nanodureza e superficie ficou com aparéncia corroida. Ja o grupo PC
35% mostrou um aumento na profundidade dos riscos dos testes, sem alteracdo na nanodureza
e na aparéncia da superficie. Nesse grupo, a morfologia do esmalte apresentou areas
fortemente corroidas com vazios e perdas de material sobre a superficie. O coeficiente de
friccdo aumentou apds o clareamento, mas diminuiu com a remineralizacdo, permanecendo
ainda, maior que os valores iniciais. O grupo controle ndo demostrou nenhuma alteracao
nessas medidas. ApOs a remineralizacdo, os trés grupos apresentaram diminuicdo das
profundidades dos riscos, porém nenhuma alteracdo de nanodureza em comparacdo com 0s
dentes clareados. As propriedades avaliadas dos grupos H,O, 12% e PC 15% foram afetadas
pelo clareamento, mas as nanotribologicas foram recuperadas parcialmente enquanto as
nanomecanicas ndo sofreram alteracbes apds uma semana adicional de remineralizacao.
Quanto ao grupo PC 35%, as propriedades nanotriboldgicas foram influenciadas, porém as
propriedades nanomecéanicas nao foram afetadas.

Borges et al. (2016) avaliaram a susceptibilidade do esmalte e da dentina & abraséo por
escovacdo apds o clareamento com H,O, 7,5% com adi¢do ou ndo de 0,5% de Ca. A
escovacdo foi realizada imediatamente e 1h ap6s a aplicacdo de clareador, com duas
suspensdes: de alta e baixa abrasividade. Foram utilizados dentes bovinos para obtencéo de
fragmentos de esmalte e de dentina apés corte e polimento, divididos em 12 grupos (n = 10).
Foram avaliados os seguintes fatores: sem clareamento ou aplicagéo do gel (com ou sem Ca),
a abrasividade da pasta (alta ou baixa) e o tempo decorrido entre aplicacdo e escovagéo

(imediatamente ou ap6s 1h). O grupo controle, ndo foi clareado, mas sim escovado. Apos a
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obtencdo das amostras, os espécimes foram sonicados por 5min. A terapia consistiu em
aplicacdo de 1h diaria por sete dias e escovacdo de dentes (135 ciclos/dia) imediatamente ou
apos 1h em saliva artificial. Ra e a perda da superficie (um) foram medidos antes e apos as
aplicagdes por perfilometria de contato (MarSurf GD 25, Mahr, Gottingen). Os valores de Ra
foram obtidos numa distancia de 0,8mm, corte de 0,8mm e velocidade de 0,1mm/s. A
escovacdo foi realizada em maquina de escovacdo simulada (SEM-2T, Odeme Dental
Research,). Diariamente, foram realizados 135 ciclos de escovagdo com uma carga vertical de
200g com pasta abrasiva, simulando 45 contatos por vez, trés vezes por dia. Os valores de
rugosidade foram significativamente influenciados pela abrasividade da pasta. Para perda de
esmalte, observou-se uma interacdo tripla com significado. O grupo clareado e imediatamente
escovado com pasta altamente abrasiva apresentou perda aumentada (1,41+0,14) quando
comparado aos demais. Os grupos controle e H,O, + Ca escovado apds 1h com suspensdo
pouco abrasiva apresentou menor perda (0,21+0,03 e 0,27+0,02, respectivamente). Para perda
de dentina, interacdo significativa foi observada para o clareamento e intervalo. Grupo
clareado e imediatamente escovados apresentaram perdas de dentina significativamente
maiores (8.71+2.45) do que os outros grupos. Os autores concluiram que a rugosidade da
superficie aumentou quando foi utilizada suspensdo de alto poder abrasivo,
independentemente do clareador. H,O, 7,5% aumentou a perda de esmalte e dentina,
principalmente associado a escovagdes abrasivas. A complementacdo com Ca reduziu a perda
da superficie. Além disso, a presenca do Ca no gel de H,O, 7,5% com acgdo remineralizante,
reduz a perda por abrasdo. Os autores recomendaram que a escovacao seja atrasada apos a
aplicacdo de gel clareador.

Henn-Donassollo et al. (2016) avaliaram os efeitos de dois procedimentos clareadores
in vitro e in situ na microdureza Knoop superficial do esmalte humano. Foram utilizados
sessenta espécimes de esmalte obtidos de trinta molares. Todos foram planificados e polidos
para serem entdo divididos aleatoriamente em quatro grupos (n=15). Foram utilizados o H,0;
10% para uso em moldeiras (WhiteClass, FGM) além de tiras clareadoras que também
continham H,O, 10% (White Strips, Oral B). Para teste in situ, seis voluntarios usaram um
aparelho intra-oral contendo fragmentos de esmalte. Nas avaliacGes in vitro, 0s espécimes
foram mantidos em agua deionizada apds os protocolos. Os procedimentos foram realizados
por 1h / dia durante 14 dias. A microdureza foi medida antes e depois dos procedimentos e
foram realizadas trés indentacGes em cada espécime com uma carga de 50g por 10s com

distancia de 100um entre eles (Modelo 1600, Bruker). Os resultados nao demonstraram
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reducdo na microdureza estatisticamente significativa in situ. J& quando as amostras foram
tratadas in vitro, houve diminuigdo significativa nos valores. Ndo houve diferenga in situ entre
0s agentes clareadores, enquanto in vitro, as tiras geraram menores valores de microdureza
nas amostras. Os autores concluiram que ndo houve efeito deletério sobre o esmalte in situ,
sendo observada reducédo da dureza somente in vitro.

Luque-Martinez et al. (2016) compararam as alteracdes de cor produzidas por PC
usado com moldeiras com produtos de bancada a base de H,O,, através de uma revisao
sistematica e meta-analise. A pesquisa bibliografica foi realizada nas bases PubMeb, Scopus,
Web of Science, LILACS, Biblioteca Brasileira em Odontologia (BBO), Cochrane Library e
Grey sem restricdes. Do mesmo modo, os resumos da International Academy of Dental
Research (IADR) e os registos de ensaios ndo publicados e em andamento também foram
pesquisados. Dissertaches e teses foram selecionados usando os bancos ProQuest
Dissertations e Teses do Periodicos Capes. Foram incluidos ensaios clinicos randomizados.
As mudancgas de cor em termos de alteracdo na escala VITA e a variagdo de AE foram os
principais resultados buscados, assim como sensibilidade dental e irritacdo gengival. A
ferramenta de risco de viés do Cochrane Collaboration foi usada para avaliacdo de qualidade
dos trabalhos.1379 artigos foram inicialmente identificados. No entanto, apenas oito foram
considerados com "baixo" risco de viés e incluidos na analise. O nimero de pacientes
incluidos nos estudos escolhidos foi de 16 a 114 participantes com idade média de 35,7 anos.
A maioria dos trabalhos usou o PC 10% mas houve variacdo de concentracdo de 5 a 35%.
Para H,0,, as concentracdes variaram de 2,5 a 14%, sendo 7,5% a concentracdo mais
utilizada. Os estudos selecionados utilizaram protocolos de utilizacéo de 2 a 28 dias, sendo 14
dias foi o intervalo mais comum. Para AE, a média foi de -0,45 que favoreceu os produtos a
base PC. A mudanca de cor em termos de unidades de escala, a sensibilidade dental e irritacdo
gengival ndo foram significativamente diferentes entre grupos. Os autores concluiram que 0s
géis de PC para uso caseiro supervisionado mostraram eficécia clareadora um pouco maior do
que os produtos a base de H,O, em termos de AE, mas apresentaram comportamentos
semelhantes em termos de alteragdes de unidades da escala de cor. Ambos os produtos
avaliados demonstraram o mesmo nivel de irritacdo gengival e sensibilidade dental.

Serraglio et al. (2016) visaram comparar a eficacia e a seguranca de tiras clareadoras
com o clareador caseiro recomendado pela ADA - o gel de PC 10% - atraves de uma revis&o.
Foi feita uma pesquisa no Pubmed e na Central de Registros de Ensaios Controlados da
Central Cochrane buscando ensaios clinicos ou ensaios clinicos randomizados que

abordassem esse tema. Foram selecionados artigos desde 01 de janeiro de 2000 (data do
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primeiro estudo do uso de tiras clareadoras) até outubro de 2014. A eficacia da técnica foi
avaliada através dos parametros variagdo total de cor (AE), variagdo de luminosidade (AL) e
variacdo do componente amarelo-azulado da cor (Ab), enquanto os efeitos colaterais foram
analisados através da sensibilidade gengival, sensibilidade dental e irritacdo gengival. Os
dados foram extraidos de forma independente por dois revisores. Foram incluidos oito estudos
na metanélise, a qual ndo revelou diferenca significativa entre os grupos de intervencdo com
relacdo a eficacia do clareamento medida como alteracdo de cor e expressa pela reducdo do
amarelamento (Ab). No entanto, as tiras exigiram, em média, 195min para alcangar a
mudanca de cor definida, enquanto o PC 10% exigiu aproximadamente 982min. Ja para 0s
efeitos colaterais sensibilidade dental e gengival, os valores também foram semelhantes,
independentemente do método de clareamento utilizado. O registro de irritacdo gengival foi
maior quando o gel PC 10% foi aplicado em moldeira. Os autores concluiram que néo
existiam provas sélidas na ciéncia para apoiar o uso das tiras clareadoras em detrimento a
técnica tradicional recomendada pela ADA do gel de PC 10% em moldeiras. Os estudos
selecionados, com suas limitacdes, revelaram alteracdo de cor assim como sensibilidade
dentaria e gengival semelhantes para ambas as técnicas de clareamento avaliadas. Porém, os
autores ressaltam que ainda ndo ha garantia da eficécia e seguranca especialmente devido a
probabilidade de uso indevido desses produtos sem monitoramento profissional. Além disso,
a aceitacdo e adaptacdo do paciente ao procedimento também deve ser considerada pelo
profissional na escolha do clareamento.

Polydorou et al. (2017) buscaram avaliar o efeito a longo prazo do clareamento no
esmalte humano. Terceiros molares humanos foram divididos em quatro grupos (n = 20):
Grupo 1 — Opalescence Boost (Ultradent, H,O, 40%, 3x20min/semana); Grupo 2 — controle
(espécimes armazenados em saliva humana); Grupo 3 — Vivastyle Paint on Plus (Ivoclar
Vivadent AG, H,0, 6%, 2x10 min/dia — tempo semanal total = 1,4h) e Grupo 4 — Opalescence
PF 16% (Ultradent, PC 16%, 6h/dia, 42h semanais). As amostras que passariam pelos testes
foram planificadas e polidas. Apos cada sessdo, os espécimes foram armazenados em saliva
humana fornecida por Gnico doador e renovada uma vez por semana. A microdureza Knoop e
a rugosidade superficial foram medidas antes do clareamento, apds 2 semanas e 8 semanas de
aplicacdo. As avaliacbes de rugosidade foram realizadas com um perfilometro &ptico
(Mikrofocus, UBM, Type 2010, UBM) através de trés medicdes de 0,5x0,5mm. Para a
microdureza foram realizadas cinco medi¢cbes com carga de 1030mN e tempo de
carregamento de 30s (Leitz Miniload, Ernst Leitz GmbH). Ap6s 2 semanas de aplicacdo, a

rugosidade superficial foi significativamente aumentada em todos 0s grupos experimentais,
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porém entre os grupos nao houve diferenca significativa. As mudangas de rugosidade apos 8
semanas ndo foram significativamente maiores do que ap6s 2 semanas. Apos 8 semanas de
utilizacdo, o aumento na rugosidade causada por PC 16% foi significativamente maior do que
0 causado por H,0, 40%. A microdureza aumentou em todos 0s grupos, incluindo o controle.
No entanto, apenas para H,O, 40%, o acréscimo foi significativo, sendo o maior observado
entre os grupos. O clareamento com PC 16% resultou em maior rugosidade do que com H,0,.
As descobertas dos autores indicaram que o uso a longo prazo de produtos clareadores
caseiros ou de consultério levaram a mudancas semelhantes na rugosidade da superficie.
Sendo assim, os autores defenderam que o clareamento de consultério, nos intervalos e modos
de aplicacdo testados com H,0, 40% parece ser, a0 menos tdo seguro quanto o caseiro, em
relacdo aos efeitos sobre o esmalte humano. Ainda de acordo com os resultados, o tempo de
aplicacdo mostrou exercer um efeito na rugosidade do esmalte e, entre os clareadores usados,
0 PC gerou maiores alteragdes.

Sorozini et al. (2017) buscaram avaliar os efeitos sobre o contedo mineral do esmalte
humano de terceiros molares inclusos submetidos a protocolos de 8 semanas de clareamento
caseiro (em excesso). Quatro fragmentos de esmalte obtidos de cinco dentes foram divididos
em quatro grupos: Grupo 1 - saliva artificial; Grupo 2 — PC 10% (Opalescence PF 10%
Regular, Ultradent, 6h/dia; Grupo 3 - H,0;, 9,5% (DayWhite 9,5%, Discus, 2x30min/dia;
Grupo 4 - tiras clareadoras (H,O, 10%, Oral B Whitestrips, Anderson Packaging,
2x30min/dia. A alteracdo no contetdo mineral foi avaliada semanalmente por analise multi-
elementar por fluorescéncia de raios X por dispersdo em energia (EDXRF - Artax 200,
Bruker). As concentracdes de Ca e P obtidas no grupo de controle variaram de 38% a 40% e
16% a 18%, respectivamente. Por outro lado, a relagdo Ca/P variou de 2,2 a 2,4, resultados
proximos dos encontrados na literatura para o esmalte humano. As diferengas foram
encontradas no Grupo 4 para as concentracdes de Ca e P ap6s aplicacdo das tiras. Para a razdo
Ca/P, as diferencas foram encontradas no Grupo 2 de PC. Dentro das limitagdes de um estudo
in vitro, os autores defenderam que EDXRF provou ser um método adequado para a avaliagédo
de conteddo mineral no esmalte, apresentando como vantagem a medi¢do da mesma area da
amostra em diferentes estagios durante o intervalo e metodologia proposta. Além disso, 0 uso
das tiras demonstrou efeitos mais deletérios. Os autores também defenderam que séo
necessarios mais estudos com outras metodologias complementares, especialmente para
avaliar possiveis alteragdes na composi¢do orgéanica. Além disso, a combinacdo com as
demais varidveis presentes na cavidade através de estudos in situ e in vivo sdo importantes

para determinar os reais efeitos dos produtos sobre o esmalte.
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Vargas-Koudriavtsev e Herrera-Sancho (2017) analisaram a concentragdo de
moléculas de carbonato no esmalte dental atraves de espectroscopia Raman apds a aplicacdo
de produtos clareadores e agentes remineralizadores. Para isso, sessenta dentes humanos
foram divididos aleatoriamente em seis grupos e expostos a trés geis caseiros diferentes (1 —
Day White, Discus, H»0, 9,5%; 2 — DayWhite, Discus, H,O;, 14% e 3 — DayWhite, Discus,
PC 38%, 2x30min por 28 dias) e trés clareadores de consultério (4 — Zoom! Whitespeed,
Philips, 15min com fotoativacdo; 5 — PolaOffice, SDI North America Inc., 8min com
fotoativacdo e 6 — PolaOffice sem fotoativacdo — 3 aplicacfes para cada), todos de acordo
com as instruc@es do fabricante. Os espécimes foram armazenados em &gua destilada entre as
aplicacbes. Apds quatro semanas de utilizacdo continua, aplicou-se um agente
remineralizador durante sete dias, com a mesma frequéncia que o clareador. A concentracdo
de moléculas de carbonato no esmalte foi medida antes e durante os procedimento com um
aparelho Raman confocal (Modelo Alpha300 R, WiTec acoplado a um microscopio
Olympus). Além das medidas iniciais, foram feitas analises na segunda e quarta semana para
0s grupos 1 a 3 e ap0s a primeira e segunda sessdo para grupos 4 a 6. Os agentes clareadores
caseiros geraram uma diminuicdo das moléculas de carbonato encontradas na amostra. Esta
reducdo foi estatisticamente significativa para o gel com a maior concentracéo de H,O; (grupo
2). Os agentes clareadores de consultério causaram um aumento significativo no carbonato
para os trés grupos, tendo sido a maior variacdo observada na aplicacdo com PolaOffice.
Houve influéncia das variaveis semana e grupo nos resultados. Os autores concluiram que 0s
géis de consultério parecem causar um aumento do carbonato na estrutura do esmalte,

enquanto que os géis caseiros causaram uma queda no mesmo.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar os efeitos de diferentes protocolos de
clareamento caseiro considerados normais e excessivos sobre a morfologia, a rugosidade, a
composicao organica e inorganica, o médulo de elasticidade e a nanodureza do esmalte dental
humano. Foram avaliados o0s seguintes agentes clareadores: PC 10 % (Opalescence PF
Regular 10%, Ultradent do Brasil Produtos Odontolégicos Ltda, Indaiatuba, S&o Paulo), H,0,
10% (WhiteClass 10%, Dentscare Ltda; Joinville, Santa Catarina) e tiras clareadoras (H,O,
10% -Crest Whitestrips; Procter & Gamble, Cincinnati, Estados Unidos).

Hipdteses nulas: Os produtos clareadores testados, mesmo quando usados em
protocolos considerados excessivos (8 semanas), ndo geram alteracdes sobre o esmalte
dentario humano:

a) namorfologia e na rugosidade;
b) na composicdo, compativeis com padrdes de desmineralizacdo ou de perda
de matéria organica;

c) nas propriedades mecanicas de modulo de elasticidade e de nanodureza.
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3 METODOLOGIA

3.1 Obtencéo e preparo das amostras

O trabalho passou pela aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos
do Hospital Universitario Pedro Ernesto (CEP-HUPE) (Anexo). Terceiros molares humanos
foram doados pelo Biobanco de Dentes Humanos da Faculdade de Odontologia da
Universidade do Estado do Rio de Janeiro (FO-UERJ) para os experimentos. Como parte do
protocolo adotado, os dentes passam por processo de autoclavagem antes da doacdo. Além
disso, foram solicitados elementos de pacientes em uma mesma faixa etéaria a fim de reducéo
de viés. Os dentes escolhidos foram armazenados sob refrigeragdo em é&gua destilada até o
preparo para os testes. Foram utilizados dez terceiros molares inclusos livres de fissuras e

cavidades (Figura 1).

Figura 1 — Exemplo de dente utilizado

Apenas a coroa dos elementos foi utilizada. N&o foi feito nenhum tipo de planificagao
ou polimento das superficies de esmalte preservando sua curvatura e anatomia. Buscou-se
assim a manutengdo da microestrutura original sem influéncia de procedimentos prévios que,
além de modificar a organizacdo, poderiam também induzir a formacao de artefatos inerentes
a técnica como trincas. Os dentes foram seccionados na superficie oclusal na forma de uma

cruz, com auxilio de uma microretifica sob irrigacdo (Microretifica RT650KA,
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Black&Decker, Tai Po NT, Hong Kong, China). Foram obtidos quatro fragmentos de esmalte
e dentina correspondentes a cada uma das faces do elemento (vestibular, lingual, mesial e
distal - Figura 2). As amostras foram recortadas de modo a apresentarem uma superficie

exposta de cerca de 9 mm? para execucdo dos procedimentos.

Figura 2 — Obtencdo dos fragmentos de esmalte

As superficies de esmalte ganharam uma base em resina composta e foram fixadas
com cola a base de cianocrilato especifica para ambientes Umidos em um suporte circular
metélico (Figura 3). Apos os cortes, estas foram examinadas com uma lupa estereoscopica
(Lumagny® 6X, n® 7547, Hong Kong, China) para avaliacdo quanto a presenca de defeitos.
Em caso positivo, o elemento era eliminado e um novo era selecionado para corte. Cada
fragmento dos dentes aprovados foi identificado por dois nimeros: o primeiro em algarismo
romano indicando o procedimento a que seria submetido (1, 11, 111, IV — Quadro 1); o segundo,
em algarismo arabico, correspondia ao nimero do dente de origem antes do corte (1 a 10).

Figura 3 — Fragmento de esmalte fixado para leituras




Quadro 1 — Protocolos de utilizacdo e composicao fornecidos pelos fabricantes (n=10)

Farmacia, Universidade
Federal do Rio de

Janeiro).

8g/cL, magnésio 0,0408g/cL, potassio
0,969, metilparabeno 1g, sorbitol
liquido 24g, agua destilada 964,938mL,

fosfato potassio monob 0,274g

Produto Composicéo Aplicacio
_ Cloreto de sodio 0,67g/cL, calcio
Grupo | - Saliva o
o 0,1168 g/cL, carboximetil celulose
artificial (Faculdade de Armazenamento

durante oito

semanas

Grupo Il - Opalescence
PF Regular 10%
(Ultradent do Brasil
Produtos
Odontoldgicos Ltda.,
Indaiatuba, S&o Paulo —
LOTE: D018X —
Validade: 31/03/2017;
LOTE: D014M;
Validade: 31/03/2017).

PC 10%, nitrato de potéassio, ion fltor

8h diérias por

0ito semanas

Grupo 1 — WhiteClass
10%, Dentscare Ltda;
Joinville, Santa
Catarina — Fabricacéo:
23/10/2015 — Validade:
02/2017)

H,0, 10%, carbopol neutralizado,
nitrato de potassio, fluoreto de sédio,
gluconato de célcio, estabilizante,

umectante e agua deionizada

Duas aplicacbes
diarias de 30min
durante 8

semanas

Grupo IV - Crest
Whitestrips (Procter &
Gamble, Cincinnati,
Estados Unidos —
LOTE: 6043Vv44 —
Validade: Junho/2017)

H,0, 10%, agua, glicerina, carbdbmero,
pirofosfato disddico, hidroxido de sodio,

sacarina sodica

Duas aplicacOes
diarias de 30min
durante 8

semanas
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Todos os procedimentos foram executados de acordo com as instru¢bes dos
fabricantes e seguindo os intervalos descritos no Quadro 1. Os fragmentos foram armazenados
em recipientes herméticos individuais e mantidos em ambiente Umido com temperatura
ambiente durante a terapia clareadora. No intervalo entre as sessGes, as amostras foram
armazenadas em saliva artificial (13,5mL) na mesma temperatura. As solucdes foram trocadas
diariamente.

Além do procedimento clareador, 0s espécimes passaram por simulacdo de escovacao
com utilizacdo de escova elétrica (Escova Oral-B Vitality, Modelo 3709, Procter & Gamble
Oral Care, Alemanha - LOTE: 3224785000 — Validade: 08/2021) sem a utilizacdo de
dentifricios, apenas sob &gua corrente. As escovacdes foram realizadas por operador Unico
com uma forca de 90g antes da aplicacdo do gel clareador e ap6s 15min de armazenamento
em saliva depois da remocdo do gel com gaze e agua corrente por 55 (SOROZINI et al.,
2017). Esse tempo seria equivalente ao tempo de contato de cada superficie dentaria com a
escova durante uma escovacao padrdo com 2min de duragéo.

Apds a escovacdo, as superficies de esmalte foram secas com gaze para remocao da
umidade e melhor contato com o gel clareador. Os espécimes do grupo | voltaram diretamente
para a saliva artificial apds esse processo. Nos grupos Il e Ill, os fragmentos receberam
0,05mL de gel clareador em cada aplicagdo, formando uma camada de cerca de 1mm de
espessura. Além disso, foram cobertos com filme plastico para simular as condi¢fes intra-
orais de utilizacdo de moldeiras. Ja para o grupo IV, pedacos compativeis de tiras clareadoras
foram recortados e posicionados na superficie das amostras. Em todos os grupos foi garantido
um intervalo de pelo menos 8h entre as aplica¢6es do clareador, descritas no Quadro 1.

As amostras foram avaliadas quanto a alteracdo na morfologia e rugosidade, variagdes
na composi¢do organica e inorgéanica, além de propriedades fisicas. As analises propostas
foram realizadas em trés momentos: 0 — antes do inicio da terapia clareadora, 1 — apés 4
semanas de aplicacdo (28 dias) e 2 — apds 8 semanas (56 dias), este ultimo simulando um
protocolo clareador excessivo. As leituras foram realizadas 24h apés cada intervalo ter sido
atingido. N&o foram realizadas avaliacGes de cor, uma vez que a metodologia clareadora ja
fora validada em estudos anteriores (SOROZINI et al., 2017).

3.2 Marcagéo das amostras
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MarcacGes em cruz foram realizadas nos espécimes provenientes de todos os dentes
em que seriam realizados o acompanhamento das alteracdes morfoldgicas e mecanicas do
esmalte. Para isso foi utilizado o ensaio de riscamento (scratch) realizado no nanoindentador
G200 Agilent (MTS Systems Corporation, Santa Clara, EUA — Laboratorio de Superficies e
Filmes Finos — Programa de Engenharia Metalirgica e de Materiais — PEMM; Instituto
Alberto Luiz Coimbra de P6s-Graduagéo e Pesquisa de Engenharia / Universidade Federal do
Rio de Janeiro — COPPE-UFRJ — Figuras 4 e 5). Através do microscopio dptico acoplado,
foram escolhidas areas mais planas da amostra para realizacdo das marcagfes. O ensaio foi
programado para realizar dois caminhos de 200pum perpendiculares entre si com uma forga de
50mN, suficiente para gerar no espécime uma forma semelhante a uma cruz. Desse modo,
foram definidos quatro quadrantes onde seriam realizadas as leituras seguintes. A amostra
pode, assim, ser o controle dela mesma com pouca influéncia da variabilidade inerente ao
esmalte in natura.

Figura 4 — Desenho esquematico do teste de indentacédo e de riscamento

Indentacéo Riscamento
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3.3 Anélise por CLSM

As amostras foram analisadas nos intervalos inicial, 4 e 8 semanas através da CLSM
no aparelho Zeiss, modelo LSM 700 dotado de laser azul de comprimento de onda de 405nm
no Laboratdrio de Superficies e Filmes Finos (PEMM/COPPE-UFRJ) (Figura 6). As imagens
foram realizadas para avaliacdo global dos quatro quadrantes delimitados assim como das
marcacdes realizadas antes das leituras (Figura 7).

Foram realizadas imagens ilustrativas para acompanhamento de alteracbes na
superficie de maneira ndo-destrutiva, sem necessidade de nenhum tipo de preparo da amostra
a ndo ser sua secagem. Sendo assim, foi possivel observar as variagfes produzidas em areas
maiores, de cerca de 300x300um, assim como as modificacbes de profundidade nas
marcacoes.

A técnica permite a obtencdo de imagens de alta resolucdo atraves de cortes dpticos
em diferentes profundidades de campo pré-determinados pelo observador, posteriormente
agrupados para se fazer a reconstrucdo em trés dimensbes (3D) da topografia de objetos
complexos. Ela possibilita a eliminacdo de informacGes fora de foco da imagem, o que
favorece a aquisicdo de amostras mais espessas, como tecidos dentarios e biofilmes
bacterianos, dentre outros tipos celulares (MANNHEIMER, 2002)

As imagens foram obtidas e tratadas pelo software ZEN Black Edition (Zeiss) e

permitiram uma analise qualitativa do esmalte humano.

Figura 6 — Aparelho de CLSM Zeiss modelo LSM 700
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Figura 7 — Exemplo de imagem por CLSM

da marcagéo em cruz realizada nas amostras

3.4 Analise por AFM

As amostras foram analisadas nos intervalos 0, 1 e 2 em aparelho de Microscopia de
Varredura por Sonda modelo Dimension Icon (Bruker, Santa Barbara, CA, EUA) no
Laboratorio de Fisica Biologica do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da UFRJ.
(Figura 8). Imagens foram obtidas através da identificacdo prévia da marcagdo em cruz, feita
por riscamento (Figura 9). Estas foram realizadas em cada um dos quadrantes identificados
de modo que foi possivel diminuir eventuais discrepancias entre as areas analisadas.

Figura 8- Aparelho de AFM Dimension Icon
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Figura 9 — Exemplo de imagem da camera com dispositivo
de carga acoplada (CCD) do equipamento de AFM

Antes de cada uma das analises, as amostras foram imersas em cuba ultrassdnica
Ultrasonic Cleaner, Odontobras, S&o Paulo, SP, Brasil) por 5min e entdo secas com leve jato
de gas inerte. As imagens foram realizadas no modo de varredura PeakForce Tapping@,
utilizando pontas arredondadas (RTESPA Bruker, Camarillo, CA) com constante nominal de
mola 40N/m. Para diminuir danos as amostras e também ruidos, as imagens foram adquiridas
utilizando uma baixa frequéncia de varredura na ordem de 0.6 Hz, com resolugéo de 512X512
pixels. O processamento de imagem (planificacdo em linha apenas) foi feito em uma
sequéncia de comandos desenvolvida pela Bruker utilizando como plataforma o programa
NanoScope Analysis (Bruker, EUA). Para auxiliar nas analises, a matriz de dados, que gera as
imagens planificadas, foi transformada em uma espécie de visualizagdo, possibilitando um
maior discernimento dos dados obtidos pelo AFM.

Para analise de rugosidade, foram coletados no software NanoScope Analysis 0s
valores de Sq e Sa para analise estatistica. Sa representa a media aritmética dos valores
absolutos encontrados na superficie varrida. J Sq representa a média dos valores absolutos de
altura dos cincos maiores picos e a profundidade nos cinco perfis mais profundos da
superficie escaneada, conhecido como altura pico ao vale (LOYOLA-RODRIGUEZ et al.,
2010).

As microscopias do grupo de varredura por sonda permitem a andlise das amostras a
nivel micro e nanométrico. Para isso sdo utilizadas sondas formadas por uma haste flexivel
denominada de cantiléver e pontas de prova (tip) com didmetro nanométrico que percorrem a
amostra, registrando suas propriedades, em funcdo das interacdes entre ambas a nivel atbmico

(Figura 10). Além disso, ao registrar pressdes realizadas sobre os espécimes pode-se obter
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informagBes sobre suas propriedades adesivas e elasticas (WEISSMULLER, ROCHA,
MONCORES, 2002).

Figura 10 — Imagem representativa do cantiléver RTESPA utilizado

A

r

A aproximacdo da sonda na amostra gera forcgas inter-atbmicas repulsivas que podem
ser detectadas pela deflexdo do cantiléver, o qual funciona como uma mola. Essa modificacao
de posicdo sera medida por um sensor Optico e assim refletir a topografia da amostra em
tempo real (Figura 11). Quando os valores detectados pelo sensor estiverem diferentes de
valores pré-definidos de forca ou deslocamento, ocorre a movimentagdo do cantiléver através
do seu elemento piezoeléctrico de maneira vertical para que a interagdo com a amostra se
mantenha constante. As imagens de AFM sdo, portanto, a medida da deflexdo do cantiléver
durante toda a varredura, detectadas pelo movimento de um feixe de laser que atinge o
cantiléver e através de um espelho é direcionado a um detector (Figura 12)
(WEISSMULLER, ROCHA, MONCORES, 2002).

Figura 11 — Interface do programa NanoScope Analysis
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Figura 12 — Figura esquematizada de uma unidade detectora de AFM
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Fonte: WEISSMULLER, ROCHA, MONCORES, 2002.

O cantiléver ¢ feito de silicio ou nitreto de silicio, tem comprimento de 100 a 500pum e
espessura de 0,5 a Sum e, para pequenas deflexdes, pode ser considerado como uma mola que
obedece a Lei de Hooke. (WEISSMULLER, ROCHA, MONCORES, 2002)

O modo de leitura PeakForceTapping™ permite a varredura da amostra através de um
contato intermitente com a manutencéo das forcas realizadas em valores constantes (setpoint).
Nesse método, o cantiléver é posto a oscilar em determinada frequéncia sendo feito o registro
de sua deflexdo em um ciclo de compressao e relaxamento do cristal que controla sua posi¢ao
(Figura 13). Esse processo é realizado em cada ponto da amostra com obtencdo de curvas de
forca que registram a aproximacdo e o afastamento da ponta de prova e assim é feita a
reconstrucéo da imagem da superficie (WEISSMULLER, ROCHA, MONCORES, 2002).

Figura 13 — Posicdo do cantiléver durante a aproximagéo com amostra

A — B c ; D E ::

Legenda: A- Sonda distante da amostra. B- Forgas atrativas sobre a sonda. C — Com o contato, ha deflexdo
do cantiléver. D- Processo de afastamento entre a sonda e amostra com a manutencdo de forcas de
atracdo prendendo a superficie. E — Forca sobre o cantiléver maior que a atrativa e o cantiléver se

desprende da superficie.
Fonte: WEISSMULLER; ROCHA; MONCORES, 2002.
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3.5 Andlise por microespectroscopia Raman

Espécimes foram destinados para analises de composi¢cdo com microespectroscopia
Raman (inVia Qontor, Renishaw, New Mills, Gloucestershire) nos intervalos previamente
descritos: 0,1 e 2 (Figura 14). As leituras foram realizadas no modo StreamLineHr™, uma
tecnologia desenvolvida que permite que o laser percorra a amostra de maneira constante e
suave, eliminando artefatos e gerando espectros de areas pré-definidas de maneira rapida e
eficaz. Trata-se de um novo formato do laser em linha permitindo mais rapidez de leitura do
que o laser pontual e com consequente menor chance de danificar a amostra por aquecimento
excessivo. Sdo obtidos espectros de areas que permitem a conjugacdo da informacdo de

composicao com a distribuicdo das moléculas nas areas das amostras (RAE et al., 2014).

Figura 14 — Aparelho de Raman inVia Qontor
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Para todas as andlises foi utilizado o laser 785nm. Foram registrados trés espectros em
intervalos diferentes a fim de obter melhor resolugéo dos picos referentes tanto a composicéo
inorganica e organica da amostra, uma vez que a propor¢do entre elas é bastante diferente no
esmalte (96% de HAp e 2% de proteinas). No esmalte dentario, regides correspondentes a um
bastdo foram selecionadas para analise em cada amostra (Figura 15). Em fungdo dos picos
mais relatados na literatura para os componentes do esmalte (GOO et al., 2004; SCHULZE et

al., 2004), foram escolhidas trés configuracdes do equipamento:
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a) Intervalo do espectro de 390 a 1551cm™ (centro 1000cm™) com poténcia de
10% do laser, Gnica acumulacao de 5s

b) Intervalo do espectro de 1130 a 2150cm-1 (centro 1665cm-1) com poténcia
de 100% do laser, Gnica acumulacéo de 10s

c) Intervalo do espectro de 2494 a 3271cm-1 (centro 2900cm-1) com poténcia

de 100% do laser, Unica acumulagdo de 10s.

Figura 15 — Exemplo destacado da regido de um prisma

selecionado para leitura com auxilio da camera CCD no

equipamento Raman

Os dados obtidos foram analisados no programa Wire (Renishaw). Foram realizadas
remogOes de raios cosmicos e a media dos espectros obtidos em cada amostra foram
normalizados.

A espectroscopia Raman é um método ndo-destrutivo e sem contato direto com a
superficie, sem necessidade de planificagdo, responsavel por detectar a composi¢do molecular
através de ondas de vibracdo via excitacdo da amostra com laser (fonte de luz
monocromatica) (RAE et al., 2014; VARGAS-KOUDRIAVTSEV e HERRERA-SANCHO,
2017). Quando ha interacdo eletromagnética com o substrato, diferentes tipos de fendbmenos
podem ser observados. O primeiro seria o espalhamento elastico ou Rayleigh, no qual a
energia incidente é igual antes e apos a colisdo. Em outros casos, hd uma variagao da energia
em funcdo da troca com as moléculas ali presentes. Este evento representa o espalhamento
inelastico ou Raman. Trata-se de um espalhamento inelastico de fétons devido ao momento
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induzido pelo campo eletromagnético e caracteristico de cada ligacdo presente na amostra. O
espectro de luz espalhada permite identificar a amostra e entender melhor sua composigéo. A
probabilidade desse fendbmeno acontecer é cerca de 100 vezes menor que o Rayleigh. O
espalhamento Raman ocorre em uma regido do espectro eletromagnético proximo ao
infravermelho (RAE et al., 2014; VARGAS-KOUDRIAVTSEV e HERRERA-SANCHO,
2017). A técnica é bastante sensivel a alteracBes a nivel molecular, podendo detectar
mudangas na estrutura da amostra, sendo ideal para avaliacdo de eventuais alteracdes na
pequena composicao organica do esmalte. Isso ocorre, pois, 0 ponto de laser sobre a amostra é
pequeno (<1um), alcancando alta resolucdo espacial ainda com relagdo ao comprimento de
onda do laser. O espectro gerado apresenta picos ou bandas de modo que a sua posic¢ao esta
relacionada a frequéncia Raman detectada e a composicdo e estrutura do material. (RAE et al.,
2014; VARGAS-KOUDRIAVTSEV e HERRERA-SANCHO, 2017).

3.6 Anaélise por nanoindentacéo

O teste foi realizado no mesmo nanoindentador modelo G200 (Agilent). O
equipamento tem resolucdo de deslocamento <0,01nm e de forca de 50nN. Um microscopio
Optico com aumento de 40x acoplado ao indentador foi usado para escolher locais para
indentacdo que estivessem livres de sujeiras e bem focalizados.

Medi¢bes convencionais de nanoindentacdo foram realizadas para obtencdo da dureza
e modulo de elasticidade (médulo de Young) com um indentador Berkovich com raio de
20nm e area da ponta calibrada. Uma carga méaxima de 20mN foi utilizada. O tempo de
carregamento foi de 15s com manutencdo da forca maxima por 2s em cada indentagcdo. A
razdo de Poisson empregada foi de 0,2 (AZER et al.,, 2009). Dois testes (n=20) foram
realizados em cada amostra, com distancia minima de 40um. Testes prévios foram realizados
para definir tais parametros. A dureza e 0 mddulo de elasticidade foram determinados
segundo o método Oliver e Pharr (2004) pelo software Nanosuite 5 através das formulas
abaixo (1) e (2):

(1)
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Onde: H = dureza
Pméx = carga maxima alcancada

A = &rea de contato do indentador

fr E Ei

e

()
Onde: E = modulo de Young do material
v = razdo de Poisson da amostra
Ei = mddulo de Young do indentador

vi = razdo de Poisson do indentador

Em tecidos compdsitos como o esmalte, ha um comportamento mecanico
intermediario. A resisténcia a deformacéo plastica é considerada na avaliacdo de nanodureza.
Ja o comportamento de deformacdo elastica da amostra é apresentado nos célculos de mdédulo
de elasticidade (OYEN, 2006). Durante os testes, as marcas de indentacdo geradas sao
pequenas para serem avaliadas através de sua area. Desse modo, a ponta calibrada antes da
leitura, com conhecimento prévio de seu didmetro, angulo (65,3°) e érea, permite calculos
mais precisos. As férmulas sdo preenchidas pelo software com valores pré-determinados, sem
necessidade de observacdo das indentacBes geradas para os calculos. Assim, sdo obtidos
valores mais fiéis de dureza que os testes Knoop ou Vickers, por exemplo (Figura 16). S&o
obtidas curvas e no momento de remocdo da carga, onde considera-se que a deformacdo
plastica atinge seu valor maximo. Nesse grafico podem ser obtidas as propriedades da amostra
(OYEN, 2006) (Figuras 17 e 18).

Figura 16 — Formato em desenho esquematico

da ponta Berkovich
65.3"
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Figura 17 — Desenho esquematico do ensaio de nanoindentacdo

indentador superficie inicial

descarregado

carregado

Legenda: O esquema ilustra dois momentos diferentes nos testes de indentacéo e
os dois tipos de deformacbes registradas, elastica e plastica. O
primeiro momento consiste na aplicacdo de uma carga até que atinja
seu valor maximo, gerando uma deformagdo tal no material, com
potencial de recuperagdo. O segundo momento, consiste no momento
de remocdo da carga, onde é deixada uma indentacdo no material,
correspondente a deformacéo plastica alcangada. P = carga aplicada; a
= aresta da indentacdo gerada; h = profundidade méaxima de
penetracdo do indentador; hc - profundidade de penetracdo
correspondente & recuperacao elastica do material; hs = Profundidade
de penetracdo do indentador no momento de remocéo da carga; hf =
profundidade da indentacéo gerada na amostra.

Fonte: OLIVER e PHARR, 2004.

Figura 18 — Exemplo das curvas obtidas em que os dados

para os calculos sdo extraidos da curva de descarregamento
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Fonte: OLIVER e PHARR, 2004.
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3.7 Analise estatistica

Para andlise estatistica da rugosidade, foram obtidas as médias das quatro leituras de
cada fragmento. Sendo assim, foi registrado um valor médio de Sq e Sa para cada corpo-de-
prova. Buscou-se assim, a eliminagdo da variabilidade inerente & amostra biol6gica nédo
planificada, por ndo haver garantia da realizacdo das medidas exatamente no mesmo local. Foi
obtido um n=10. J& para as medidas de nanodureza e modulo de elasticidade provenientes dos
testes de nanoindentagdo foram considerados os valores de ambos os testes realizados por
amostra (n=20). Todas as analises estatisticas foram realizadas usando o software “SPSS 20.0
for Windows” (2011), com nivel de significancia de 5%. A andlise de variancia two-way
ANOVA por medidas repetidas foi utilizada levando em consideracdo os fatores tempo e
procedimento clareador. Desse modo foi possivel a avaliacdo da amostra com a evolucéo dos
procedimentos. A comparacdo multipla dos resultados através do teste Tukey também foi

utilizada na avaliacdo dos dados.
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4 RESULTADOS

4.1 Analise qualitativa das imagens através de CLSM

As andlises das imagens por CLSM se mostraram pertinentes e complementares as
imagens de AFM por possibilitar a avaliagdo de uma maior &rea da amostra sem destrui-la.
Foi possivel a visualizagdo de toda a regido envolvida nas leituras de AFM assim como de
alteracdes nas demarcacdes realizadas como guia para as leituras. Foram apresentadas as
imagens mais significativas de um mesmo espécime dentro de cada grupo e sua evolucédo nos
intervalos de tempo nas figuras 19, 20, 21, 22.

Figura 19 — Grupo I (controle).
BRI v i

Legenda: A — inicial; B — p6s 4 semanas; C — p6s 8 semanas
Figura 20 — Grupo 11 (PC 10%).

Legenda: A — inicial; B — pds 4 semanas; C — p0s 8 semanas
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Figura 21 — Grupo 111 (H20, 10%).

Legenda: A — inicial; B — p6s 4 semanas; C — p6s 8 semanas

Figura 22 — Grupo IV (tiras clareadoras).

Legenda: A — inicial; B — p6s 4 semanas; C — p6s 8 semanas

Nos grupos | e Il ndo foram observadas alteragdes significativas nas imagens obtidas
nos diferentes intervalos de tempo. Por outro lado, as amostras clareadas com H,0O, (grupos
Il e 1V) apresentaram variagdes na morfologia detectada. Para o grupo 11, houve um sutil
aumento na profundidade da cruz apés 4 semanas de aplicacdo. Apds 8 semanas, foi evidente
a presenca de riscos na amostra provenientes da escovacdo. Além disso, ndo foi mais possivel
observar a presenga de prismas, evidente na figura 21C. Esses eventos foram também
observados através de AFM. Do mesmo modo, o grupo IV apresentou aumento na
profundidade da cruz apés 4 semanas (Figura 22B) e, ap6s 8 semanas (Figura 22C), perda de
bastdes em algumas das areas. Estas alteracdes estdo provavelmente relacionadas a
desorganizacdo do padrdo prismético, com perda de camadas superficiais pela combinacao de

tiras clareadoras e escovacdo nos padrdes propostos.
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4.2 Andlise qualitativa das imagens através de AFM

As figuras 23, 24, 25 e 26 trazem exemplos da morfologia de amostras tratadas e a
evolugéo dos grupos conforme o tempo de aplicacdo. As imagens obtidas sem planificacdo e
polimento, permitiram que inicialmente todos 0s grupos apresentassem estrutura prismatica de
facil identificacdo, possibilitando o acompanhamento do efeito do clareamento diretamente na
superficie in natura. Na figura 23 pode-se observar que o grupo controle ndo aparentou
alteracbes somente com a escovagdo e 0 armazenamento em saliva artificial. A estrutura
prismatica pode ser bem observada e identificada em todos os intervalos. Na figura 24, as
amostras que passaram por procedimento clareador com PC 10% também néo apresentaram
evidéncias de modificacdo da superficie. Apos 8 semanas (Figura 24C), foi possivel a
verificagdo de uma estrutura mais granulosa, com pequenos pontos na superficie: as
nanoparticulas de cristais de HAp. As imagens por AFM também demonstraram maiores
alteracdes nas superficies tratadas com H,0,. A figura 25, que representa 0s espécimes
clareados com H,0, a 10%, apresentou mudancas significativas nos intervalos de tempo
testados. Ap6s 4 semanas (Figura 25B), a estrutura prismatica passou a ndo estar bem
definida, com uma degradacdo do padrdo observado inicialmente. Os maiores efeitos na
morfologia, no entanto, foram observados apds as 8 semanas de clareamento (Figura 25C),
em que o padrdo prismatico foi completamente perdido, sendo observados apenas resquicios,
com uma superficie mais suave, com menos da caracterizacao inicial da amostra. Além disso,
puderam ser observados riscos nos espécimes, contribuicdo do desgaste promovido pela
escovacdo, compativel com remocdo de camadas superficiais. Os espécimes ilustrados na
figura 26 também apresentam caracteristicas marcantes apés utilizagdo de tiras clareadoras.
Apbs 4 semanas (Figura 26B), os prismas ficaram mais evidentes e sugere-se uma perda de
substancia principalmente na regido interprismatica. Esta parece ter por¢des removidas, 0 que
pode ser acdo da escovacdo combinada com a terapia. Ja apds 8 semanas (Figura 26C), o
padrdo prismatico ficou mais sutil e pouco evidente, porém em menor intensidade quando
comparado ao grupo Ill. Alguns riscos foram observados na superficie assim como poucos

prismas remanescentes.



Figura 23 — Grupo | (controle).

700.0 nm

50 um

Legenda: A — inicial; B — pds 4 semanas; C — p6s 8 semanas

Figura 24 — Grupo Il (PC 10%).

., 50 um
50 um

Legenda: A — inicial; B — pds 4 semanas; C — p6s 8 semanas

Figura 25 — Grupo 111 (H20, 10%).

Legenda: A — inicial; B — pds 4 semanas; C — p6s 8 semanas
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Figura 26 — Grupo IV (tiras clareadoras).

Legenda: A — inicial; B — pds 4 semanas; C — p6s 8 semanas

Também foram realizadas imagens em maior aumento (10x10um) para possibilitar a
avaliacdo da regido de um bastéo, que apresenta didmetro em torno de 5 a 7um (Figura 27).
Assim, seria possivel verificar eventuais alteracdes nos cristais de HAp que o compdem.
Inicialmente, na figura 27A, pOde-se observar a presenca de granulagbes bem finas, com
menor exposicao dos cristais. Apds utilizacdo de PC a granulacdo passou a ser mais evidente,
principalmente apds 8 semanas (figura 27C). Tal evento pode até mesmo ser observado na
imagem de menor aumento (50x50um), em que a figura 24C pds 8 semanas aparece com um
aspecto granulado, provavelmente proveniente da maior exposicao dos cristais alcancada por
tais clareadores. Um padrdo semelhante pode ser observado para o clareamento com H,0, e
com tiras clareadoras (figura 27D, E, F e G). A aplicacdo de tiras clareadoras por 4 semanas

pareceu ter menos efeitos sobre na exposicao dos cristais.
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Figura 27 — Evolucgéo dos prismas

Legenda: A — Inicial; B — apdés 4 semanas de clareamento com peréxido de
carbamida; C — ap6s 8 semanas de clareamento com peréxido de carbamida; D —
apos 4 semanas de clareamento com peréxido de hidrogénio; E — apds 8 semanas de
clareamento com peroxido de hidrogénio; F — ap6s 4 semanas de clareamento com
tiras clareadoras; G — apés 8 semanas de clareamento com tiras clareadoras.



4.3 Analise de rugosidade através de AFM

79

A tabela 1 mostra a media final de cada grupo e seu desvio padrdo para os intervalos

de procedimentos testados.

Tabela 1 — Média e desvio-padrdo dos valores de Sa e Sq para cada grupo (hm), durante todo

o0 tratamento

Tempo Grupo Sa Sq
I 109,01 £9,70 128,40 + 10,67
. Il 109,48 + 11,54 127,22 + 9,54
Inicial i 109,25 + 10,10 129,40 + 9,64
(A\V4 108,97 £12,91 126,64 + 9,53
| 107,95 + 10,51 127,20 + 9,04
4 semanas 1 105,33 +£ 10,06 125,48 +£ 9,29
1T 112,85 + 10,47 125,55 + 9,21
W 112,11 + 11,49 132,62 + 8,57
I 108,51 +£9,44 128,20 + 9,89
8 semanas 1 108,43 + 10,08 125,93 + 9,35
11 93,48 + 9,04 108,16 + 10,32
(V4 99,34 + 8,52 116,18 +£ 9,07

Houve diferenca estatistica, para o parametro Sa, do grupo Il ap6s 8 semanas de

aplicacdo do gel a base de H,O, 10%, quando comparado aos valores: iniciais e p6s 4

semanas dos espécimes do mesmo grupo e do grupo 1V e iniciais do grupo | e Il (valores de

p<0,05). Isso pode ser observado no grafico 1 que ilustra a distribui¢cdo das médias dos grupos

de maneira linear. J& o grafico 2 demonstra a evolucdo dos valores de Sa com o passar do

tempo para 0s quatro grupos.
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Gréafico 1 — Distribuicdo linear das médias de cada grupo: parametro Sa
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Grafico 2 — Média dos valores de rugosidade (Sa) dos grupos e sua
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No grafico 2, pode-se observar que o grupo | manteve sua rugosidade nos intervalos
testados. O grupo I, apresentou uma pequena queda apds 4 semanas e recuperacdo dos
valores iniciais apés 8 semanas de utilizacdo (sem diferenca estatistica). Os grupos Il e 1V
apresentaram o mesmo padrdo de resposta, com aumento de rugosidade e posterior queda na
mesma. Todos os dados de Sa obtidos sdo condizentes com o que foi observado
qualitativamente nas imagens apresentadas anteriormente. Nas primeiras imagens, a estrutura
prismética parece mais exposta e evidente, tendo sido desorganizado o padrdo encontrado.

Apdbs 8 semanas, em ambos 0s grupos que usaram peroxido de hidrogénio, o arranjo parece
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ter sido completamente perdido, com prismas mais suaves e menos evidentes e assim menores
valores de rugosidade. O mesmo comportamento foi observado para os valores obtidos para o
parametro Sq, como pode ser observado no grafico 3. A excecao se encontra no grupo Il que
apresentou uma queda constante, o que também pode ser esperado pela perda progressiva da

estrutura, de camadas superficiais.

Gréfico 3 — Média dos valores de rugosidade (Sq) dos grupos e sua evolucao
durante o tratamento
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No teste Tukey, para os valores de Sq, houve diferenca estatistica do grupo Il apos 8
semanas de utilizacdo quando comparados aos valores de todos os outros grupos (p<0,05),
com excecdo do grupo IV, também ap6s 8 semanas. Dentro do grupo IV, houve diferenca
estatisticamente significativa entre os intervalos 1 e 2 (pds 4 e 8 semanas) deste procedimento.
Isso pode ser observado no grafico 4 com a distribuicéo linear dos valores de rugosidade para

0 parametro Sq.
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Gréfico 4 — Distribuicdo linear das médias de cada grupo: parametro Sq
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4.4 Andlise de composi¢ao através de microespectroscopia Raman

Os espectros médios obtidos nos intervalos para 0s grupos sdo apresentados a seguir.
Para o primeiro grupo de espectros (Figuras 28-35), picos relativos aos componentes
inorganicos sdo relacionados a presenca de Ca e PO,, provenientes da molécula de HAp
(CAVALLI et al., 2011; SA et al., 2012). A banda caracteristica do v, PO, em 960cm™ esteve
presente em todos os espécimes. Do mesmo modo, foi possivel identificar v, PO, em 430cm™,
vs PO, em 591cm™ e v3 PO, em 1028cm™. O stretching carateristico do carbonato esteve

presente em 1075cm™. N&o foram observadas alteragdes nesses picos para os intervalos.

Figura 28 — Espectro PO, e carbonato inicial /
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Figura 29 — Espectro PO, e carbonato apds 8 semanas do grupo | (controle)
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Figura 30 - Espectro PO, e carbonato apds 4 semanas do grupo 11 (PC 10%)
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Figura 31 — Espectro PO, e carbonato apds 8 semanas do grupo 11 (PC 10%)

&
=

C 2000 —f
0 ]
n 1500 —:
t 1
a 1000 —_
g .1
e
n
S

T T Ly O s S S By B B B By B B B B By I B B HE S e LA |
400 500 600 700 200 900 1000 1100 1200 1300

|

Raman shift / cm-1



84

Figura 32 — Espectro PO, e carbonato apos 4 semanas do grupo 11 (H,0, 10%)
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Figura 33 — Espectro PO, e carbonato apds 8 semanas do grupo 11 (H,0, 10%)
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Figura 34 — Espectro PO, e carbonato apds 4 semanas do grupo 1V (tiras clareadoras)
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Figura 35 — Espectro PO, e carbonato apds 8 semanas do grupo 1V (tiras clareadoras)
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Para deteccdo dos espectros relacionados ao conteldo organico, as leituras foram
realizadas com centro em 1665cm™. As Figuras 36-43 representam o segundo grupo de
espectros através da média obtida na area de um prisma para cada grupo. Apenas um espectro
gue melhor exemplificou o comportamento das amostras foi representado. As Figuras 37-39
mostram que o grupo | ap6s 8 semanas e o0 grupo Il apds 4 e 8 semanas nao apresentaram
diferengas quando comparados ao controle. Ap6s 8 semanas com escovagao houve um
pequeno aumento na contagem, assim como apo6s 4 semanas no grupo Il. Entretanto, para as
amostras do grupo Il apds 4 semanas, as alteracbes com aumento na deteccdo no pico
1450cm™ relativo ao C-H bending de ligacdes das moléculas de proteina foi mais evidente.
Do mesmo modo, 0 pico 1243cm™ correspondente & amida | apresentou acréscimo de
contagem nesse intervalo. Os demais picos (1552cm™ correspondente a ligaces de oxigénio e
1675cm™ a amida 111 - GOO et al., 2004; SCHULZE et al., 2004) parecem ter sido reduzidos,
porém trata-se apenas do efeito da mudanga de escala, com os valores de contagem
permanecendo similares ao controle. Apos 8 semanas, os grupos Il e IV clareados com H,0,,
tiveram uma queda na deteccdo, de modo que para o grupo IV 0s espectros voltaram a ser
similares ao controle enquanto no grupo Il ainda permaneceram com contagens maiores que

0 controle.
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Figura 36 — Espectro amida | e C-H bending inicial
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Figura 37 — Espectro amida | e C-H bending apds 8 semanas do grupo | (controle)
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Figura 38 — Espectro amida | e C-H bending apds 4 semanas do grupo Il (PC 10%)
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Figura 39 — Espectro amida | e C-H bending apds 8 semanas do grupo 11 (PC 10%)
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Figura 40 — Espectro amida | e C-H bending apds 4 semanas do grupo Il (H,O, 10%)
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Figura 41 — Espectro amida | e C-H bending apds 8 semanas do grupo 111 (H,O, 10%)
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Figura 42 — Espectro amida | e C-H bending apds 4 semanas do grupo IV (tiras clareadoras)
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Figura 43 — Espectro amida | e C-H bending apds 8 semanas do grupo IV (tiras clareadoras)
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Para o terceiro grupo de espectros, adotou-se o centro em 2900cm™ para que fossem

detectados outros picos relativos ao contetido organico. Estes est&o localizados em 2881cm™ e

2950cm™, sendo o ultimo relatado na literatura como relativo ao C-H stretching de moléculas

organicas e o primeiro apenas como caracteristico de conteido organico (GOO et al., 2004;

SCHULZE et al., 2004). O mesmo padréo descrito anteriormente foi encontrado para essas

bandas. As figuras 44-51 trazem um espectro médio de exemplo para cada grupo da mesma

area analisada nas configuragdes anteriores. Ap0s 8 semanas com escovagao (grupo 1), houve

um pequeno aumento na contagem, assim como apo6s 4 semanas no grupo 1l e no grupo IV

ap6s ambos os intervalos (Figuras 45, 46, 50 e 51). Entretanto, as amostras do grupo 111 apds

4 semanas, apresentaram o maior aumento na detec¢do (Figura 48). Este foi seguido de uma
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queda para valores proximos ao controle quando o tempo de 8 semanas foi analisado (Figura
49).

Figura 44 — Espectro C-H stretching inicial
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Figura 45 — Espectro C-H stretching apds 8 semanas do grupo | (controle)
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Figura 46 — Espectro C-H stretching apds 4 semanas do grupo Il (PC 10%)
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Figura 47 — Espectro C-H stretching apds 8 semanas do grupo Il (PC 10%)
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Figura 48 — Espectro C-H stretching apds 4 semanas do grupo Il (H,O, 10%)
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Figura 49 — Espectro C-H stretching apds 8 semanas do grupo Il (H,0, 10%)

15 —
C ]
0 i
n 10 —
t 4
a i
g °7
€ ]
n |
s 7

2500 3000 3100

[
e
=
=
E
=]
]
=
=
&
=
=

Raman shift / cm-1



91

Figura 50 — Espectro C-H stretching apds 4 semanas do grupo IV (tiras clareadoras)
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Figura 51 — Espectro C-H stretching apds 8 semanas do grupo IV (tiras clareadoras)
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4.5 Anédlises de modulo de elasticidade e nanodureza através de nanoindentacéo

Foram feitas duas medidas de nanoindentacdo para cada dente e os valores obtidos
para 0 modulo de elasticidade e nanodureza com uma carga de 20mN foram considerados
para analise estatistica (n=20). A média e o desvio-padrdo para estes parametros estdo

apresentados na tabela 2.
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Tabela 2 — Média e desvio-padrdo dos valores de nanodureza e modulo de elasticidade para
cada grupo (GPa), durante todo o estudo

Tempo Grupo Nanodureza Maodulo de
elasticidade
I 2,30+0,21 91,91 +£9,28
.. 1 2,36 £ 0,27 92,54 + 7,69
Inicial i 2,35+ 0,21 92,81 + 9,02
v 2,35+ 0,23 93,62 +9,14
I 2,31 +£0,22 91,79 +8,72
4 1 2,34 +0,23 92,60 + 8,68
semanas i 2,30 £ 0,19 93,69 + 9,11
(\V4 2,32 +£0,33 95,45 +5,43
I 2,33 +0,23 92,56 + 9,39
8 semanas I 2,34+0,20 92,39+9,34
1 2,78+ 0,20 103,31 + 8,70
(V4 2,79 +0,28 100,99 + 9,43

No grafico 5 sdo apresentadas as tendéncias ocorridas para médulo de elasticidade
com a evolucdo do tempo. Espécimes do grupo | e grupo Il apresentaram manutencdo nos
valores do mddulo de elasticidade. Tal comportamento esta de acordo com o observado nas
imagens, em que a morfologia da superficie ndo sofreu alteracbes. Ja os grupos Il e IV
apresentaram uma tendéncia de aumento dos valores de modulo de elasticidade. Entretanto, a
andlise estatistica post Hoc com o teste Tukey ndo mostrou diferenca estatistica entre nenhum
dos grupos em nenhum dos intervalos (p>0,05). A distribuicdo linear das médias de modulo

de elasticidade estd demonstrada no grafico 6.

Gréafico 5 — Média dos valores de modulo de elasticidade (GPa) durante o
tratamento para todos os grupos
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Gréfico 6 — Distribuicdo linear das médias: parametro mddulo de elasticidade
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O comportamento das amostras com relagdo a nanodureza pode ser observado no
grafico 7. Apenas os grupos Ill e IV apds 8 semanas de utilizacdo apresentaram diferenca
estatistica para todos os demais grupos (p<0,05), exceto entre si. Deste modo, a alteracdo na
superficie foi refletida em um aumento da dureza das amostras. Pode ser observado no grafico
um pequeno aumento com a evolucdo do procedimento para o grupo | e uma pequena queda
para o grupo Il, sem significancia estatistica. Tais resultados podem estar relacionados a
alteracdo na superficie com perda da organizacdo do arranjo estrutural, além da possivel
influéncia da remineralizacdo com saliva artificial em funcédo do desafio clareador. O grafico

8 traz a distribuicéo linear das médias de nanodureza.

Grafico 7 — Média dos valores de nanodureza (GPa) durante o tratamento
para todos 0s grupos
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Gréafico 8 — Distribuicdo linear das médias de cada grupo: parametro nanodureza
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O quadro 2 traz o resumo dos resultados obtidos nos diferentes testes realizados.

Quadro 2 - Com

pilacdo dos resultados obtidos (continua)

Grupos

Anélise
qualitativa por
CLSM e AFM

Rugosidade —
Sae Sq

Microespectroscopia

Raman

Nanoindentagéo

Grupo |

(escovacao e

Sem alteracdes

Sem alteracdes

Pequeno aumento na

escala de contagem

Sem alteracdes

armazenamento o o ] o
) significativas significativas | ap6s 8 semanas para | significativas
em saliva , A
o contetido organico
artificial)
Pequeno aumento na
3 B escala de contagem B
Grupo 11 (PC Sem alteracbes | Sem alteracdes ] Sem alteracgdes
o o apos 4 semanas para S
10%) significativas significativas significativas

conteudo organico
(2950cm™)




Quadro 2 — Compilacdo dos resultados obtidos (conclusao)
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Andlise

o Rugosidade — | Microespectroscopia _ y
Grupos qualitativa por Nanoindentagdo
Sae Sq Raman
CLSM e AFM
; Apbs 4 Apds 4 semanas:
ApoOs 4 semanas: o
) o semanas: consideravel
maior exposi¢ao )
) aumento de Sa | aumento na escala de Apos 8
dos primas; )
; sem diferencgas contagem para semanas:
apos 8 semanas: o ) .
. estatisticas; conteudo organico aumento nos
Grupo 1l destruicdo do ]
3 apos 8 (1243, 1450, 2881 ¢ valores de
(H20, 10%) padrdo L ]
. semanas: 2950cm™); apds 8 nanodureza,
prismatico, com 3 y ]
o ] reducdo de Sa semanas: redugéo com diferenga
superficie mais o
e Sg, com desses valores, se estatistica
suave e presenca _ _
_ diferencas aproximando do
de riscos o
estatisticas controle
Ap0s 4 semanas: ]
] - Apoés 4
maior exposi¢ao
) semanas: Comportamento
dos prismas; )
) aumento de como anterior, com
Grupo IV apos 8 semanas: ; 3 _
) o Sq; apos 8 excecao do pico
(tiras desorganizacéo e L
y semanas: 2950cm™ que )
clareadoras reducdo do Como anterior
} reducdo Sq, | apresentou aumentos
com H,0; padrdo )
. com menos evidentes na
10%) prismatico com ) ;
diferencas escalaapés4e 8

superficie mais
suave e com

riscos

estatisticas

entre eles

semanas.
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5 DISCUSSAO

O esmalte é o tecido mais duro do corpo humano. E um hibrido de componentes
organicos e inorganicos que seguem um padréo estrutural bastante marcante de prismas ou
também chamados bastBes. Este arranjo pdde ser observado em todas as amostras iniciais
utilizadas neste trabalho. O esmalte é constituido, aproximadamente, em 96% de mineral e
4% de porcdo organica e agua. O conteddo inorganico corresponde basicamente aos cristais
de HAp, identificados facilmente nas avaliagdes de composicdo empregadas. Contudo, varios
outros ions podem ser incorporados se disponiveis durante a formacdo do tecido (BISWAS,
DEY e MUKHOPADHYAY, 2012; SA et al.,, 2012; ELFALLAH et al., 2015; NANCI,
2008). Os cristais sdo longos e proximos, com cerca de 60-70nm de largura e 25-30nm de
espessura (CUI e GE, 2007; FARINA et al., 1999; FINKE, JANDT e PARKER, 2000;
LIPPERT, PARKER e JANDT, 2004; NANCI, 2008; TERUEL et al., 2015). Eles s&o fixados
uns aos outros por uma fina camada de proteina (FINKE, JANDT e PARKER, 2000; HE e
SWAIN, 2007; HEGEDUS et al.,1999; LIPPERT, PARKER e JANDT, 2004). A composicio
do esmalte é bastante homogénea de modo que a principal diferenca entre a regido prismatica
e interprismatica é a orientacdo dos cristais, mais paralelos ao longo eixo no centro do prisma
e mais inclinados na periferia (CUI e GE, 2007; GE et al., 2005). Tal padréo é visualizado
guando cortes sdo realizados como preparo prévio das amostras.

O processo de biomineralizacdo que orienta essa progressiva organizacdo de cristais
em bastdes é mediado pela matriz de proteinas. Elas sdo secretadas em grande quantidade na
amelogénese e conforme comecam a ser degradadas e removidas, geram fusdo e aumento de
espessura dos cristais, determinando o arranjo em bastdes com didmetro em torno de 5um.
Essa dimensdo foi compativel com a encontrada tanto nas analises por CLSM quanto AFM
empregadas neste estudo. Os fragmentos das proteinas remanescentes permanecem,
principalmente, na regido interbastdo formando uma bainha rica em amelogenina e enamelina
(GE et al., 2005; NANCI, 2008). Esta regido mesmo com pequeno contetdo proteico, traz
grandes variacGes nas propriedades e influi diretamente no comportamento do esmalte, que
apresenta mais resisténcia aos esforcos e testes mecénicos quando comparados a pastilhas
somente de HAp. A presenca de proteinas da caracteristicas ao esmalte de um material
composito (ELFALLAH et al., 2015; TANAKA et al., 2010). Do mesmo modo, a pequena
presenca de ions, substituindo ligac6es nas moléculas de HAp, em especial na superficie mais
externa, colaboram na variacdo das propriedades mecénicas e solubilidade do tecido
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(TERUEL et al., 2015; VARGAS-KOUDRIAVTSEV e HERRERA-SANCHO, 2017). No
entanto, as andlises por Raman ndo foram capazes de detectar esses componentes nas
amostras utilizadas.

A superficie mais externa do esmalte pode se apresentar de maneira prismatica ou
aprismatica em funcéo da presenca de bastdes (HEGEDUS et al., 1999; LIPPERT, PARKER
e JANDT, 2004). Esta ultima costuma ser encontrada em regiGes determinadas da coroa,
como na cervical e proximal, sendo rapidamente perdida nas demais quando em funcao
(HEGEDUS et al., 1999; LIPPERT; PARKER; JANDT, 2004). Quando ha prismas, estes
podem chegar em diferentes direcbes na superficie assim como cristais apresentam seu
proprio arranjo em regides distintas do tecido (NANCI, 2008). E inegéavel a influéncia do
processo de preparo das amostras, como corte para observacdo em microscopia, no formato e
caracteristicas dos prismas observados pelos pesquisadores. Sendo assim, optou-se no
presente estudo por eliminar a planificacdo ou polimento das amostras possibilitando o estudo
direto da microestrutura e dos efeitos de clareadores sobre as mesmas. Autores como Lippert,
Parker e Jandt (2004), Zantner et al. (2007), Elfallah et al., (2015) e Borges et al. (2016)
defendem que o preparo prévio das amostras dificulta ainda mais comparacGes com a
realidade clinica. Inicialmente, a estrutura submetida ao procedimento ndo sera a mesma.
Além disso, as camadas mais externas geralmente mais mineralizadas, com maior contetido
de ions e fluoretos sdo removidas e por¢fes mais internas sdo expostas aos procedimentos.
Finke, Jandt e Parker et al. (2000) afirmam que esse processo acaba por aumentar a taxa de
dissolucdo do esmalte ao expor a microestrutura interna e alterar a relacdo entre porcao
organica e inorganica. Apesar de um desafio para a execucao das técnicas, 0 uso de amostras
in natura representa a obten¢do de resultados mais fidedignos. Dos estudos que embasaram
este trabalho, apenas quatro utilizaram amostras de esmalte sem polimento: Hegedus et al.
(1999), Mahringer et al. (2009), Tanaka et al. (2010) e Vargas-Koudriavtsey e Herrera-
Sancho (2017). A metodologia desenvolvida por Mahringer et al. (2009) merece destaque,
uma vez que os autores realizaram planificacdo e polimento em metade das amostras obtidas
de um mesmo dente que passariam pelas mesmas terapias clareadoras para analises com
AFM. Os espécimes previamente preparados apresentaram efeitos mais deletérios dos
clareadores, com aspecto de degradacao da regido interprismatica caracterizado pela presenca
de sulcos e poros no local.

O esmalte é a primeira linha de defesa do elemento dental, estando exposto aos
inimeros desafios da cavidade oral. Sendo assim, a observacdo, inclusive em nanoescala, de

fendmenos e procedimentos que possam afetd-lo diretamente € objeto de estudo em muitos
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trabalhos. Isso permite melhor compreenséo da relacéo entre estrutura, composi¢éo, funcdo e
fisiologia dos tecidos dentarios (CUI e GE, 2007; NANCI, 2008; TERUEL et al., 2015). A
desorganizacdo do padrdo estrutural ou efeitos na composicdo podem ter impactos no seu
comportamento intra-oral. Além disso, tais investigacdes geram conhecimento sobre o
mecanismo de acdo das terapias e possibilitam o desenvolvimento de novas técnicas, assim
como melhoria das ja existentes (CUI e GE, 2007). Os géis clareadores sdo exemplos de
materiais utilizados diretamente em contato com a superficie do esmalte por longos periodos
de tempo, com o agravante de poderem ser adquiridos e aplicados diretamente pelos pacientes
(AZER et al., 2009). Sendo assim, é fundamental a melhor compreensdo de seus efeitos,
especialmente em superficies in natura com aproximacdo da realidade clinica, como foi
buscado neste trabalho.

Os dentes escurecem por influéncias externas, como dieta, e internas, como
medicacdes. Também estdo sujeitos a mudancas fisioldgicas de cor em funcdo da idade
(ALQATAHNI, 2014; CAREY, 2014; GOO et al., 2004; NANCI, 2008). Aliado as pressoes
estéticas da sociedade e devido ao padrdo ndo invasivo e conservador, o clareamento dental
tem ganhado bastante popularidade. Os géis clareadores sdo atualmente divididos em trés
categorias de acordo com sua concentracdo e forma de utilizagdo: produtos de consultério, de
uso caseiro supervisionado e de bancada (ALQATAHNI, 2014; AZER et al., 2009; LUQUE-
MARTINEZ et al., 2016). Géis de consultério apresentam como principais concentracdes
disponiveis o PC 35% e H,0, 38%. Séo utilizados por profissionais em ambiente ambulatorial
e possibilitam maior controle da técnica uma vez que sdo aplicados em consultas semanais
com duracéo de cerca de 45min e ndo foram estudados neste trabalho (ALQATAHNI, 2014;
HEGEDUS et al., 1999; LUQUE-MARTINEZ et al., 2016). Os produtos recomendados pelos
dentistas para uso caseiro contém concentragdes menores de PC (10 a 22%) ou H,0, (3 a
10%). Devem ser aplicados com auxilio de moldeiras confeccionadas pelos profissionais com
tempo de aplicacdo e duracdo de aplicacdo orientados pelos mesmos (ALQATAHNI, 2014;
CAREY, 2014; HEGEDUS et al., 1999; LUQUE-MARTINEZ et al., 2016; SOLDANI,
AMARAL e RODRIGUES, 2010). Ja os produtos de bancada foram introduzidos no mercado
para evitar o uso de moldeiras e dispensar 0 acompanhamento do cirurgido-dentista, tornando
0 procedimento mais barato em tempo reduzido. O individuo tem livre acesso para a compra e
o material € aplicado por intervalos curtos, por uma a duas vezes ao dia. A forma de
apresentacdo vai de vernizes, canetas, as tiras clareadoras, entre outros. O ingrediente ativo
costuma ser o H,O, (5 a 14%), podendo ser combinado com diferentes carreadores,

espessantes ou ainda acidos e assim aumentar a chance de efeitos indesejados na superficie
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(ALQATAHNI, 2014; CAREY, 2014; DEMARCO, MEIRELES e MASOTTI, 2009;
LEONARD et al., 2005; LUQUE-MARTINEZ et al., 2016; SERRAGLIO et al., 2016).

Os produtos de menores concentracdo classificados como clareadores caseiros e
produtos de bancada apresentam variabilidade de normas e legislacdo sobre sua
comercializacdo no mundo. A legislacdo européia através do Scientific Committee on
Cosmetic Products and Non-Food Products Intended for Consumers determinou que produtos
com concentracao entre 0,1 a 6% somente podem ser usados sob supervisdo profissional. Ja
nos Estados Unidos da América (EUA), o Food and Drug Administration (FDA) libera o uso
e comercializagcdo de produtos de bancada, considerando-0s seguros. Ressaltam que 0 uso
abusivo pode trazer problemas, destacando a maior susceptibilidade de adolescentes, sujeitos
a pressoes e influéncias estéticas. Do mesmo modo, Association Dentaire Francaise (ADF)
enfatiza que os clareadores devem ser classificados como produtos médicos e ndo cosméticos
de livre compra e venda (DEMARCO, MEIRELES e MASOTT]I, 2009; POLYDOROU et al.,
2017). Recentemente, no Brasil, a ANVISA, determinou que os clareadores com concentragao
de H,0, igual ou acima de 3% somente deveriam ser vendidos sob prescricdo profissional.
Ainda assim é possivel o acesso sem dificuldades, em especial na internet. Além dos produtos
de bancada em suas diferentes formas, os géis de uso caseiro também podem ser adquiridos
para aplicacdo por pacientes que ja possuam moldeiras. A auto-medicacdo cresce em funcédo
de pressdes da midia, facilidade de compra, dificuldade de acesso ao cuidado especializado e
0 custo de terapias profissionais, além da falta de cultura da prevencdo e valorizacdo do
cirurgido-dentista (DEMARCO, MEIRELES e MASOTTI, 2009; MAIA et al., 2008). Sendo
assim, tornou-se necessario investigar os impactos dessa utilizacdo na estrutura dental como
foi contemplado neste trabalho.

A utilizagdo sem supervisdo tem potencial para causar resultados negativos aos
pacientes, em especial, quando em uso abusivo (EIMAR et al., 2012; LEONARD et al., 2005;
MAIA et al., 2008). A ADF defende que tal comportamento pode se tornar um problema de
saude publica, enquanto americanos chamam tais individuos de ‘“bleachorexics” ou
“whitening junkies” (DEMARCO, MEIRELES e MASOTTI, 2009). Os profissionais tém
uma grande participacdo também na conscientizacdo dos pacientes. Do mesmo modo, séo
necessarios estudos clinicos e laboratoriais para embasar a seguranca dos produtos. Estes
também sdo Uteis para embasar a decisdo do proprio cirurgido-dentista por protocolos de uso
estendido em casos de descoloragcOes severas, em especial aquelas induzidas por medicacao
(POLYDOROWU et al., 2017).
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Atualmente, o padrdo de seguranca e de comparacdo de eficiéncia para geis
clareadores é o PC 10%. A técnica caseira supervisionada se tornou popular com Haywood e
Heymann, em 1989 (HENN-DONASSOLLO et al., 2016; KWON et al., 2015; SERRAGLIO
et. al., 2016; SOLDANI, AMARAL e RODRIGUES, 2010). Ha autores que defendem que 0s
resultados das tiras clareadoras podem ser comparaveis a esse tipo de procedimento. Estes
produtos de bancada foram langados no mercado em 2000. Consistem em uma fita flexivel de
polietileno carregando doses pré-determinadas e reduzidas de gel clareador (CAREY, 2014,
HENN-DONASSOLLO et al., 2016; KWON et al., 2015). Riscos locais incluem
sensibilidade, irritacdo gengival, resultados estéticos indesejados e efeitos adversos na
estrutura dentaria e em materiais restauradores (KWON et al., 2015; LEONARD et al., 2005).
Tais efeitos podem ocorrer em qualquer das terapias propostas, sendo relacionadas a
concentracdo do material utilizado, tempo de utilizacdo e composicdo geral dos produtos
(CAREY, 2014). Porém, pacientes que ndo foram previamente diagnosticadas nem estdo sob
orientacdo de um profissional, os efeitos deletérios podem ser exacerbados. Em funcéo disso,
optou-se por utilizar os materiais conforme a orientacdo dos fabricantes.

Ainda ha bastante davidas acerca do mecanismo de acdo de géis clareadores e de seus
possiveis efeitos nos tecidos dentarios. Na maioria dos agentes, o principio ativo serd o H,O,
ou uma substancia capaz de gerar esta molécula, como o PC (ALQATAHNI, 2014; CAREY,
2014; EIMAR et al., 2012; ELFALLAH et al., 2015; GOO et al., 2004). H,O, gera agentes
oxidantes (radicais livres) durante sua decomposicdo que vao apresentar acdo clareadora.
Dependendo da temperatura, concentracdo do gel e pH, diferentes espécimes reativos podem
ser formados, como: radicais hidroxil, hidroperoxil, &nion hidroperoxil, entre outros
(ALQATAHNI, 2014; KWON et al., 2015; LUQUE-MARTINEZ et al., 2016). Estes
compostos de pequeno peso molecular penetram na estrutura dentéria atraves de espacos
interprismaticos e eventuais defeitos de superficie no esmalte (KWON et al., 2015; SA et al.,
2012; TANAKA et al., 2010). Aceita-se que, ao atingir a dentina, sdo capazes de oxidar as
moléculas cromatogénicas com longas cadeias carbonicas, quebrando suas ligacdes duplas.
Geram entdo componentes menores que podem sair da estrutura ou ter um comportamento
optico diferenciado que ndo afete negativamente a coloragdo do elemento dentério
(ALQATAHNI, 2014; CAREY, 2014; EIMAR et al., 2012; GOO et al., 2004; HEGEDUS et
al., 1999; JUNQUEIRA et al., 2011; KWON et al., 2015; OZKAN et al., 2013; SERRAGLIO
et al.,, 2016; YU et al., 2015). Os radicais podem ficar presos no esmalte, especialmente
quando usados por tempos prolongados. Além disso, ndo apresentam acdo seletiva, com

potencial de oxidar outras moléculas ndo envolvidas no processo de clareamento:
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componentes organicos e inorganicos da estrutura dentaria (EIMAR et al., 2012; ELFALLAH
etal., 2015; KWON et al., 2015; OZKAN et al., 2013; SA et al., 2012; SOLDANI, AMARAL
e RODRIGUES, 2010; YU et al., 2015). Entretanto, Eimar et al. (2012) mostraram que 0sS
géis ndo apresentam potencial de desmineralizacdo ou desnaturacdo de proteinas por si so.
Eles promovem o clareamento pela oxidagdo das moléculas orgénicas cromatogénicas e da
propria estrutura. Produtos de alta concentracdo podem atingir a polpa e causar impacto
negativo nas células desse tecido, de modo que a sensibilidade dental representa um dos
efeitos colaterais mais relatados pelos pacientes (CAREY, 2014; KWON et al., 2015;
LUQUE-MARTINEZ et al. 2016; SERRAGLIO et al., 2016). Esta gera impacto negativo na
qualidade de vida durante a intervencdo, atrapalhando higienizagdo e alimentacdo, podendo
levar a suspensédo do procedimento (SERRAGLIO et al., 2016).

Géis a base de H,0, em baixas concentracdes (uso caseiro) geram clareamento efetivo
com menor grau de sensibilidade esperada quando comparados as técnicas de consultério. J&
0s géis a base de PC sdo considerados seguros com pequena incidéncia de sensibilidade pds-
operatoria e menor citotoxicidade. Basicamente, esta molécula se decompde gerando H,0; e
uréia em proporcao aproximada de 30 e 70% (DEMARCO, MEIRELES e MASOTT]I, 2009;
LUQUE-MARTINEZ et al., 2016). A uréia tem acdo proteolitica e se decompde em amonia e
agua, aumentando o pH da solugcdo aplicada e, ao tornd-lo mais alcalino, auxilia na
penetrabilidade dos géis (HEGEDUS et al., 1999; LUQUE-MARTINEZ et al., 2016;
POLYDOROU et al., 2017; SOLDANI, AMARAL e RODRIGUES, 2010). A presenga de
uréia aumenta a reatividade do gel, aléem de dificultar a ocorréncia de erosdo da superficie.
Sendo assim, continua sendo a primeira recomendagdo para procedimentos clareadores
(HEGEDUS et al., 1999; KWON et al., 2015; LUQUE-MARTINEZ et al., 2016; SOLDANI,
AMARAL e RODRIGUES, 2010; YU et al., 2015). Desse modo, o gel de PC 10% aplicado
nesse estudo corresponderia a uma concentracdo de H,O, a 3%, no entanto com outras
diferengas de comportamento e composicao.

Muitos geéis clareadores sdo comercializados com pH acido para aumentar sua e
estabiliza-los. A inclusdo de agentes como carbopol, glicerina ou poloxamero auxiliam nesse
processo. Estes também apresentam a funcdo de tornar a liberacdo dos radicais livres mais
lenta e assim aumentar o poder clareador. E bastante comum sua presenca nos géis a base de
PC (ALQATAHNI, 2014; HEGEDUS et al., 1999; JUSTINO et al., 2004; POLYDOROU et
al.,, 2017; SOLDANI, AMARAL e RODRIGUES, 2010). Muitos autores defendem que
comparados com H,0,, 0s materiais a base de PC apesar de gerarem uma menor concentragao

de radicais livres, sdo capazes de agir por mais tempo na superficie (2-4h).
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O H,0, é naturalmente produzido, controlado, usado e destruido durante as func¢des
normais do organismo (KWON et al., 2015). Os géis a base de H,0, sdo utilizados por
intervalos reduzidos em funcdo da maior producdo de radicais livres e menor tempo de
liberagdo. E comum que sejam comercializados com um pH ainda mais baixo, para
estabilizagdo do produto, havendo inclusive a adicdo em alguns produtos de bancada de
pequenas concentracdes de &cidos como o fosférico ou o citrico (LEONARD et al., 2005).
Desse modo, autores defendem que ha mais chances de impacto na superficie que apresenta
pH para desmineralizacdo entre 4,5 e 5,5 (CAREY, 2014; FINKE, JANDT e PARKER, 2000;
KWON et al., 2015; OZKAN et al., 2013; POLYDOROU et al., 2017; SA et al., 2012;
ZANTNER, 2007). Entretanto, aAumcredita-se que mesmo o eventual pH &cido inicial para
estabilidade e comercializa¢do do produto tenha pouco impacto, ja que ocorre alcalinizacdo
logo no inicio de sua utilizacdo (JUSTINO et al., 2004). Para atuacdo 6tima e maior liberacédo
de radicais livre o pH deve ser alcalino, que € atingido nos primeiros minutos apés aplicacédo e
contato com umidade (LUQUE-MARTINEZ et al., 2016; POLYDOROU et al., 2017). Desse
modo, avaliacdes de pH ndo foram consideradas pertinentes para caracterizacdo dos materiais
neste estudo.

A exposicdo dos tecidos dentarios duros aos agentes clareadores oxidantes poderia
resultar em alteracfes da microestrutura do esmalte e influenciar sua rugosidade. Além disso,
0 processo de oxidagdo na superficie poderia gerar perda de contetido mineral e efeitos sobre
a matéria organica, causando impactos em propriedades fisicas como a dureza (BOLAY,
CAKIR e GURGAN, 2012; BORGES et al., 2016; CAREY, 2014; KWON et al., 2015;
OZKAN et al., 2013; SOLDANI, AMARAL e RODRIGUES, 2010). A combinagio ainda
com a escovacao abrasiva poderia gerar respostas negativas acumuladas (BOLAY, CAKIR e
GURGAN, 2012; BORGES et al., 2016; OZKAN et al., 2013). Entretanto, os resultados dos
estudos séo conflitantes e comparagdes dificultadas. Esse problema acomete todas as anélises
propostas em funcdo da falta de padronizacdo das metodologias aplicadas na literatura.
Variam as concentracfes dos geis utilizados, os parametros e o tempo de sua aplicagéo,
armazenamento da amostra, utilizacdo ou ndo de substrato humano, testes escolhidos,
parametros adotados nos ensaios e desafios propostos in vivo ou in vitro (ALQATAHNI,
2014; BORGES et al., 2016; CAREY, 2014; OZKAN et al., 2013; POLYDOROU et al.,
2017; SOROZINI et al., 2017). Desse modo, ainda ndo ha certeza do comportamento dos géis
clareadores e foram definidas condi¢Ges padréo para realizagéo deste estudo.

Buscou-se adotar um desenho tdo parecido com a realidade clinica quanto possivel

para um estudo in vitro. Para isso, foi aplicada a metodologia previamente desenvolvida pelo
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grupo em Sorozini et al. (2017). O primeiro passo, foi a utilizacdo de dentes humanos. Alguns
autores como Zimmerman et al. (2010) e Vargas-Koudriavtsev e Herrera-Sancho (2017)
demonstram que ha variacGes nas propriedades e composicdo dos dentes conforme idade,
local e tipo utilizados. H& assim, uma dificuldade intrinseca de homogeneizar as amostras
(TERUEL et al., 2015). Numa tentativa de minimizar impactos, foram escolhidos dentes de
um mesmo grupo: terceiros molares humanos. Além disso, Zimmerman et al. (2010)
defendem que testes realizados no mesmo elemento apresentam menores variacdes de
resultados. Nesse sentido, fragmentos do mesmo dente foram destinados para os diferentes
grupos de procedimentos clareadores. Em funcdo da variabilidade inerente a materiais
biolbgicos, o cuidado de ainda utilizar a amostra como seu proprio controle, acompanhada em
todos os intervalos propostos com técnicas nao-destrutivas, possibilitou resultados mais
coerentes (MAHRINGER et al., 2009).

Alguns autores utilizam dentes bovinos para testes em fungdo da burocracia para
doacdo dos humanos. Essa pratica torna a comparacdo de resultados e extrapolacdo para
clinica mais dificil. E um tecido com bastante pontos em comuns com a estrutura humana,
mas que apresenta particularidades como maior concentracdo de carbonato e mais substancia
interprismatica organica. Essas diferencas podem gerar deducdes errdneas na transposicéo dos
achados para humanos, em especial envolvendo padrdes de desmineralizagdo, uma das
preocupacBes no uso de géis clareadores (TERUEL et al., 2015). Desse modo, foram evitados
artigos que utilizaram dentes bovinos para avaliagdes. Apenas o trabalho de Borges et al.
(2016) foi mantido pela relevancia do tema apresentado sobre a susceptibilidade de amostras
clareadas a escovacao.

Ainda para aproximagdo com a clinica, os produtos escolhidos foram utilizados
conforme recomendagéo dos fabricantes quanto ao intervalo das aplicagdes. A duracdo mais
recomendada pelos profissionais costuma ser de até quatro semanas de aplicacdo. Nao ha
evidéncias cientificas que garantam que este tempo é seguro para todos 0s casos e produtos.
Alguns autores defendem que o acompanhamento do cirurgido-dentista para dosar a
continuidade da intervencdo é importante, uma vez que o clareamento poderia apresentar um
ponto de saturacdo, a partir do qual ndo ha mais alteragdo de cor. A continuidade da terapia a
partir desse ponto traria somente impactos na estrutura dentaria (SOLDANI, AMARAL e
RODRIGUES, 2010; SOROZINI et al.,, 2017). O clareamento passaria entdo a ser
considerado excessivo. Buscou-se simular esse processo através de tempo prolongado da
terapia (8 semanas). O intento foi o de abranger, portanto, o potencial uso abusivo de

pacientes pouco conscientizados, sem orientacdo e acompanhamento. E dificil encontrar
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trabalhos que desenvolvam metodologias de aplicacdo além de quatro semanas para
comparacdo. Apenas o0 trabalho ja desenvolvido pelo grupo em Sorozini et al. (2017) e
Polydorou et al. (2017) puderam ser comparados nesse sentido. Sorozini et al. (2017)
avaliaram a composicdo mineral das amostras através de EDXRF. Encontraram diferencas
estatisticas para o contetdo elementar de Ca e P na utilizacdo de tiras clareadoras com mesma
concentracdo de H,0O, das testadas no presente estudo. Entretanto, as novas avaliagdes com
espectroscopia Raman, que detectam as moléculas de HAp pela vibracdo de ligacdes de
fosfato, ndo confirmaram a perda de minerais. As analises de Polydorou et al. (2017)
mostraram tendéncia de aumento na rugosidade para os materiais estudados sem diferencas
estatisticas para intervalos de 2 ou 8 semanas. O grupo que utilizou PC 16% apresentou
maiores valores de rugosidade mesmo comparado ao H,O, 40%, tendéncia contraria ao
observado no presente trabalho, em que os padrBes de alteracdo de morfologia e rugosidade
encontrados para os grupos Il e IV (a base de H,0, 10%) produziram maiores impactos que
PC 10%. Cabe ressaltar, que as amostras de Polydorou et al. (2017) foram planificadas,
polidas, armazenadas na cavidade oral e avaliadas por perfildometro dptico, condi¢cdes bem
diferentes das adotadas nesse estudo. Existem na literatura outros trabalhos que, para simular
excessos, aumentam o tempo de aplicacdo, reduzindo intervalos entre as exposi¢des ou
exagerando o tempo de aplicacdo total, o que gera resultados com o viés de afastamento da
realidade clinica e das orientagdes dadas aos pacientes. I1sso pode ser observado, por exemplo
para Bistey et al. (2007) e Mahringer et al. (2009). O primeiro avaliou géis de H,0O, 10, 20 e
30% aplicados na superficie por 30, 60 e 120min e encontraram alteracGes de composicao
com FTIR proporcionais ao tempo e concentracdo do produto aplicado. Ja o segundo avaliou
PC 30% com aplicagdes por uma e 6h e observou que ndo houve diferenca estatistica para as
alteracdes de rugosidade com o aumento do tempo de uso do gel.

A simulagdo in vitro de condigdes intra-orais incluiu a decisdo sobre o armazenamento
das amostras. Autores defendem que a saliva poderia mascarar os efeitos dos agentes
clareadores por seu importante papel de solucdo remineralizadora do esmalte. Alguns autores
como Maia et al. (2008); Soldani, Amaral e Rodrigues (2010); Smidt, Feuerstein e Topel
(2011); Sa et al. (2012) usam inclusive em seus trabalhos de saliva humana, com
armazenamento in situ das amostras. Maia et al. (2008) e Smidt, Feuerstein e Topel (2011)
ndo observaram efeitos deletérios quando avaliaram, respectivamente, géis de PC 10% e H,0,
7,5% ou geéis de PC 16 e 15% de diferentes marcas comerciais. Sa et al. (2012) mostraram
alteracdo em apenas uma das propriedades avaliadas (resisténcia a fratura) para géis a base de

PC 10, 15 e 20% em aplicacdes de 8h diarias, intervalo no qual as amostras permaneciam em
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estufa. Ja Soldani, Amaral e Rodrigues (2010) encontraram reducdo de microdureza para
todos os produtos testados. O diferencial nesse ultimo artigo foi a realizacdo de colagem dos
fragmentos na superficie de molares superiores dos voluntarios, de modo que até os
procedimentos clareadores foram realizados diretamente na cavidade oral com a exposicéo a
inimeros desafios. Do mesmo modo, a cavidade oral inclui outros aspectos benéficos como a
presenca de glicoproteinas para formacdo de pelicula adquirida representando maior nivel de
protecdo, além da presenca constante de fluoretos. Estudos in situ apresentam alto grau de
relevancia pela aproximacdo da realidade clinica (HENN- DONASSOLLO et al., 2016;
LIPPERT, PARKER e JANDT, 2004; MAIA et al., 2008 SA et al., 2012; OZKAN et al.,
2013). No presente estudo, pela maior facilidade e padronizagdo, para reducdo de variaveis e,
ainda assim, garantir condi¢cBes semelhantes as intra-orais, foi decidido pela utilizacdo de
saliva artificial com trocas diarias (AZER et al., 2009; BORGES et al., 2016; KWON et al.,
2015; LEONARD et al., 2005; MAHMOUD et al., 2010; SOROZINI et al., 2017; TANAKA
et al., 2010; ZANTNER et al., 2007). Os estudos mencionados demonstraram que, mesmo
com a utilizacdo de saliva, prejuizos continuaram a ser observados, de modo que ndo ha
mascaramento de resultados que passam a ser mais fiéis a realidade. Os valores finais
aumentados de nanodureza alcancados apds dois meses de utilizacdo de géis a base de H,0,,
neste trabalho podem também estar relacionados ao efeito benéfico da saliva artificial frente a
um desafio. Entretanto, morfologicamente ndo foram observados com AFM e CLSM padroes
de crescimentos de cristais compativeis com remineralizacdo da superficie como descrito por
Lippert et al. (2004). Do mesmo modo, as analises de Raman ndo demostraram alteracdes
compativeis com aumento da mineralizacdo das amostras. Ainda nesse contexto, como forma
de evitar eventuais perdas de minerais nos dentes clareados, muitos fabricantes tém incluido
em sua composic¢ao ions como F, Ca e PO, que agem como uma fonte complementar para
eventuais necessidades de reposi¢do (ALQATAHNI, 2014; BISTEY et al., 2007; BORGES et
al., 2016; CAVALLLI et al., 2011; YU et al., 2015). Do mesmo modo, alguns profissionais
recomendam uso de outras solucBes remineralizantes, como bochechos com F, pastas
contendo fosfopeptideos de caseina estabilizados pelo fosfato de calcio amorfo (CCP-ACP)
apos o procedimento, mesmo na auséncia de um protocolo efetivo na literatura e informacGes
conflitantes (ALQATAHNI, 2014; BOLAY, CAKIR e GURGAN, 2012; HENN -
DONASSOLLO et al., 2016). Esses acréscimos também podem ter efeito positivo no
desempenho clinico com redugdo na sensibilidade dental esperada (CAVALLI et al., 2011).
Cavalli et al. (2011) demonstraram, na avaliacdo de géis a base de PC 10%, que a auséncia de

agentes como o F ou o0 Ca em sua composicao fez com que efeitos mais pronunciados fossem
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observados nas avaliagbes realizadas. Todos os géis utilizados no presente trabalho
apresentam componentes como Ca em sua composi¢do, 0 que ndo impediu a ocorréncia de
alteracdes em relacdo ao controle.

Finalmente, a decisdo para aproximacdo da realidade clinica consistiu na adocdo de
um protocolo de escovacdo como utilizado por Sorozini et al. (2017). A utilizagdo de
dentifricios é reconhecidamente responsavel por abrasdo da superficie, o que poderia
descaracterizar o objeto do estudo (BOLAY, CAKIR e GURGAN, 2012; BORGES et al.,
2016; OZKAN et al., 2013). Os resultados de Ozkan et al. (2013) mostraram valores de
rugosidade menores para espécimes que foram apenas clareados (PC 10% e H,O, 10%)
quando comparados com grupos em que foram adicionadas diferentes marcas comerciais de
dentifricios. Desse modo, optou-se por manter apenas o efeito mecanico da escovacéo, o que
segundo Bolay et al. (2012) também traria por si sO, pequenos efeitos na morfologia da
superficie. Estes autores observaram um aumento na rugosidade superficial mesmo de
amostras planificadas e polidas que passaram apenas por protocolo de escovagdo simulada
sem terapia clareadora. Houve diferencas metodoldgicas, uma vez que uma maquina de
escovacdo simulada foi programada para 20000 ciclos, com carga de 600g e armazenamento
em &gua destilada. Ambos valores sdo considerados exagerados para a escovagdo de pequeno
fragmento de esmalte. Do mesmo modo, Ozkan et al. (2013), conservaram as amostras em
agua deionizada e, mesmo com utilizacdo de escova automatica, adotaram o protocolo de
3x2min, compativel com tempo de escovacao de uma arcada inteira e ndo de um fragmento.
Para permitir escovacdes diarias por 8 semanas, optou-se por utilizar protocolos de escovacdo
manual sem dentifricio, como observado em Zantner et al. (2007), Azer et al. (2009), Sa et al.
(2012). Entretanto, esses autores ndo relataram padrdes para a escovacdo adotada. Apenas
Azer et al. (2009) descreveram um tempo de 3min e, assim como 0s demais autores,
utilizaram de escova macia associada ao momento de remogdo do gel clareador em &gua
corrente. Porem, Borges et al. (2016) relatam que os tecidos dentarios apresentam maior
susceptibilidade a abrasdo por escovacdo imediatamente apos o clareamento. Adotaram um
intervalo de 1h e compararam com a escovacdo imediata com dentifricios de alta e baixa
abrasividade de espécimes clareados com H,0, 7,5% com ou sem Ca. Observaram efeitos
deletérios para a variavel tempo representada pela escovacdo imediata com protocolos
simulados com cargas de 200g sobre amostra planificada. Mesmo com diferencas na
metodologia aplicada, os autores optaram por adotar um intervalo menor, de 15min de

armazenamento em saliva artificial antes da escovacdo sem dentifricios como realizado por
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Sorozini et al. (2017). O uso de escovas elétricas com carga de 90g e operador Unico foi uma
forma de controlar a rotina adotada.

Com relacéo as técnicas selecionadas para complementar os achados de Sorozini et al.
(2017), foram escolhidas aquelas sem potencial destrutivo da amostra, para avaliacdo de
morfologia, rugosidade, composicdo e propriedades mecénicas. Assim, os espécimes foram
acompanhados antes e depois dos procedimentos clareadores, nos intervalos propostos,
servindo como seu proprio controle (MAHRINGER et al., 2009). A planificacdo do esmalte
torna mais pratica a execucdo da maioria das avalia¢6es, por padronizacdo da rugosidade das
amostras, sendo extensamente adotada na literatura. Em algumas técnicas, inclusive, é um
pré-requisito que a superficie seja plana, como EDXRF, ATR-FTIR e perfilometria por
contato, por exemplo (SOROZINI et al., 2017). No entanto, todas as avaliacbes propostas
puderam ser realizadas sem preparo prévio da superficie.

A técnica de CLSM foi escolhida em vez do MEV para observacdo da morfologia de
areas maiores, sem necessidade de preparo prévio relacionado a desidratacdo e recobrimento,
0 que impediria 0 acompanhamento da amostra. Trata-se de uma técnica adequada para
materiais espessos, sensiveis a aplicacdo de um laser. A presenca de curvatura natural da
amostra ndo é uma limitacdo ja que a reconstrucdo da superficie em 3D, permite a sua
manutengdo (MANNHEIMER, 2002).

Jad 0 AFM permite observacdo das superficies e de suas alteracbes em uma escala
nanométrica, sendo uma das mais poderosas ferramentas para avaliacdo dos cristais de HAp e
da organizacdo dos bastbes no esmalte. Além disso, € uma técnica que ja demonstrou ser
eficaz para detectar processos de dissolucdo e erosdo das amostras (AZER et al., 2009;
FINKE, JANDT e PARKER, 2000; LOYOLA-RODRIGUEZ et al., 2010). Trata-se tambeém
de uma analise ndo-destrutiva em 3D, bastante interessante para o acompanhamento da
evolucdo de intervencbes. Permite a obtencdo de imagens de topografia atraves da deteccdo
de alteragdes na posicdo do cantiléver ao varrer uma amostra (MANNHEIMER, 2002;
WEISSMULLER, ROCHA E MONCORES, 2011)

O modo de leitura escolhido de contato intermitente (Peak Force Tapping®) permite
gue se toque a amostra de forma periddica, evitando desgastes e danos a mesma ou ao
cantiléver, como pode acontecer no modo contato. Do mesmo modo, sdo evitados arrastes de
materiais pouco aderidos presentes na superficie (MANNHEIMER, 2002; WEISSMULLER,
ROCHA E MONCORES, 2011). E importante que se observe durante as leituras se a
qualidade da ponta do cantiléver é alterada, pois a qualidade e a resolucdo das imagens é
diretamente afetada pela modificacdo de formato da sonda (MANNHEIMER, 2002;
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WEISSMULLER, ROCHA E MONCORES, 2011). Esta ¢ uma limitacdo de leituras em
amostras muito duras como € o caso do esmalte.

As imagens de AFM podem ser realizadas em ambiente, sem necessidade do vacuo, de
preparos prévios como desidratagdo ou cobertura com materiais condutores como ocorre no
MEV (AZER et al., 2009; FARINA et al., 1999; HEGEDUS et al., 1999; MANNHEIMER,
2002). Sendo assim, h& maior chace de detectar detalhes préoximos a realidade nas trés
dimensGes, com o6tima resolugdo no eixo z (AZER et al., 2009; HEGEDUS et al.,1999;
MAHRINGER et al., 2009). No entanto, pela facilidade técnica e obtencdo de boas imagens,
muitos autores utilizam MEV como a principal forma de avaliacdo de alteracBes na superficie
(JUNQUEIRA et al., 2011; JUSTINO, TAMES e DEMARCO, 2004; SMIDT, FEUERSTEIN
e TOPEL, 2011; KWON et al., 2015; YU et al., 2015; ZANTNER et al., 2007;
ZIMMERMAN et al., 2010). Essa técnica é bastante valida, sendo inclusive recomendada sua
associagdo complementar a AFM e outras microscopias de superficie (FARINA et al., 1999).

O AFM também fornece dados ndo sO para avaliagBes qualitativas, mas também
quantitativas da superficie através da obtencdo de parametros de rugosidade da superficie. Os
estudos de Hegedis et al. (1999), Mahringer et al. (2009), Mahmoud et al. (2010),
Zimmerman et al. (2010), Sa et al. (2012) adotaram tal anélise. Mahmoud et al. (2010) e Sa et
al. (2012) realizaram planificacdo das amostras antes das leituras e avaliacdo de Ra e Rq,
respectivamente. Os autores de Sa et al. (2012) ndo observaram diferengas na rugosidade das
amostras em analises de pequenas areas de 10x10um. Além disso, relataram a visualizacdo
apenas de riscos e artefatos ligados ao preparo nas imagens mesmo ap6s clareamento com PC
10, 15 e 20% por 8h durante 14 dias. Por outro lado, Mahmoud et al. (2010) observaram
aumento para o parametro Ra apos o clareamento com PC 16% no mesmo intervalo. As
imagens passaram a apresentar irregularidades exageradas, aumento de cristais e
microporosidades. Para comparacdo, a metodologia adotada por Hegedus et al. (1999) se
aproximou mais do presente trabalho por ter realizado clareamento com PC 10% em amostras
com morfologia preservada. Apesar de ndo terem realizado medi¢bes de rugosidade, foi
observado um aumento de defeitos na superficie, mais evidentes para H,O, 30% mas também
presentes para PC. Entretanto, a avaliagdo qualitativa das imagens do grupo II, nédo
demonstraram alteracdes de superficie. Uma comparacgéo interessante pode ser alcangada por
Mahringer et al. (2009). Estes autores prepararam amostras de um mesmo elemento dentario
para serem polidas ou ndo e submetidas a exposi¢cOes de uma e 6h com H,0O,. Apesar da
avaliacdo de Rq ter sido realizada em imagens de dimensdes pequenas, 0s autores

conseguiram detectar valores iniciais de rugosidade maiores nas amostras in natura
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comparadas com aquelas planificadas, que se apresentaram bastante homogéneas. Ainda
assim, houve um aumento nos valores observados para ambos os grupos apds 1h sem
diferenca estatistica para avaliacdo apos 6h. No entanto, nas imagens de amostras planificadas
foi identificada maior degradacdo na regido interprismatica. Uma outra técnica bastante
utilizada para avaliacbes de rugosidade é a perfilometria Optica ou por ponta de prova
(BOLAY et al., 2012; BORGES et al., 2016; KWON et al., 2015; OZKAN et al., 2013;
POLYDOROU et al., 2017). Nesta ultima, uma sonda € arrastada na superficie para detectar
alteracdes no eixo z, sendo um instrumento de relativo baixo custo e grandes aplicabilidades.
Entretanto, esta técnica deve ser utilizada em superficies planificadas. Efeitos leves na
rugosidade podem ser mascarados pela anélise de regides maiores e pela dificuldade inerente
a resolucéo da ponta de leitura (OZKAN et al., 2013). Do mesmo modo, o contato direto pode
causar danos, contaminar ou destruir parte da amostra (OZKAN et al.,2013). Os parametros
escolhidos de Sa e Sq revelam variagdes verticais da amostra durante a terapia, englobando
toda a area analisada. E importante lembrar que esses valores traduzem a transformacio da
morfologia em um Unico valor numérico (LOYOLA-RODRIGUEZ et al., 2010). Em funcéo
disso, também é importante a analise qualitativa e descri¢do das alteracdes na superficie com
0s procedimentos.

A necessidade de banhos ultrassonicos antes das leituras de AFM para remoc¢éo de
debris inerentes ao corte e ao tratamento na superficie, pode acabar removendo camadas
pouco aderidas dificultando, por exemplo a observacdo de areas de remineralizacdo. Alguns
autores defendem o uso de tempos menores nos banhos ultrassdnicos, em torno de 10s (GE et
al., 2005; ZIMMERMAN et al., 2010). Porém um padrdo encontrado em muitos artigos e
mantido no presente trabalho, por ter demonstrado ser mais eficaz em um piloto, foi o de
5min (BORGES et al., 2016; ELFALLAH et al., 2015; GOO et al., 2004; SA et al., 2012).

Os efeitos em microestrutura observados por CLSM e AFM mostraram perda da
organizacgdo estrutural para os grupos Il e IV. O comportamento das amostras de esmalte
nesses grupos esta ligado a aplicacdo de géis de maior concentracao de H,O, que geram maior
quantidade de radicais livres e que mostraram ter mais efeito deletério na superficie. A
presenca de riscos mostra que a escovacdo parece ter tido papel importante em remover
minerais desapoiados em funcdo da oxidacdo da matriz organica (ALQATAHNI, 2014;
BORGES et al., 2016; KWON et al., 2015). Assim, uma superficie mais lisa, menos rugosa,
com possivel exposicdo de camadas subsuperficiais além das marcacfes provenientes da

escovacao puderam ser observadas ap6s 8 semanas de utilizagéo.
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Maiores valores de rugosidade iniciais foram encontrados nas amostras desse estudo.
Isso estd condizente com o uso de superficies in natura, com todos os seus acidentes e
caracteristicas morfologicas. Deve-se ressaltar, contudo, que, mesmo nos grupos que
apresentaram uma tendéncia de aumento na rugosidade (grupos Il e 1V apos 4 semanas de
utilizacdo) os valores apurados foram menores do que o limite de 0,2 um para acumulo de
bactérias (BORGES et al., 2016; POLYDOROU et al., 2017). Deste modo, as alteracfes
detectadas podem ndo ser clinicamente perceptiveis.

Para analise da composicdo das amostras, a espectroscopia Raman foi escolhida por se
tratar de um método ndo-destrutivo, que avalia alteracbes na composicdo molecular
(CAVALLI et al, 2011; RAE et al., 2014; SCHULZE et al., 2004; VARGAS-
KOUDRIAVTSEV e HERRERA-SANCHO, 2017). Como vantagens, ha o minimo preparo,
resposta linear dos componentes minerais do dente, auséncia de dano a amostra, alta
sensibilidade para pequenas alteracdes e possibilidade de escolha da area de analise, nesse
estudo, um prisma (VARGAS-KOUDRIAVTSEV e HERRERA-SANCHO, 2017). Trata-se
de uma técnica util para coletar informagdes como composi¢ao quimica, mesmo em pequenas
quantidades, sendo interessante para avaliar o pequeno contedo proteico presente no esmalte.
Também € capaz de detectar alteracdes no tipo de estrutura e orientacdo de cristais,
uniformidade da amostra, distribuicdo de componentes no material, identificacdo de
contaminantes, entre outros. As analises de amostras biologicas apresentam uma
complexidade um pouco maior, uma vez que elementos podem estar presentes em diferentes
estados simultaneamente (RAE et al., 2014).

Ao detectar componentes inorganicos e 0s organicos de baixa concentracdo, a
espectroscopia fornece uma espécie de “assinatura digital da amostra” pelas vibragdes de
ligacOes detectadas (RAE et al., 2014; SCHULZE et al.,, 2004; TERUEL et al., 2015;
VARGAS-KOUDRIAVTSEV e HERRERA-SANCHO, 2017). Uma outra vantagem é a
utilizacdo da forma e &rea das curvas dos espectros representando a intensidade dos sinais e
permitindo a analise matematica e comparativa. E mais eficiente quando comparada, por
exemplo, com outras técnicas ndo destrutivas como XRF, EDS ou EDX. Estas realizam uma
andlise quimica elementar, sendo Util apenas para avaliagdo de alteragdo de contetido mineral
em condig¢Bes ambientais ou de vacuo quando associados ao MEV (SMIDT, FEUERSTEIN e
TOPEL, 2001; SOROZINI et al., 2017; TERUEL et al., 2015). Sendo assim, sdo necessarias,
idealmente, avaliacbes complementares para conteudo organico. Do mesmo modo, a
comparacao de resultados dessas técnicas com anélises de Raman é mais dificil, j& que ambas
trabalham com a avaliagdo de composi¢cdo, mas com deteccdo de energias € componentes
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distintos provenientes de 4&tomos ou moléculas. A pequena profundidade de penetracdo do
laser para Raman também foi importante, uma vez que se buscou alteragBes na superficie sem
mascaramento de outras camadas profundas. Uma dificuldade inerente das analises de Raman
consiste na necessidade de familiarizacdo com a técnica e conhecimento prévio da
composicado esperada das amostras para que a interpretacdo dos dados seja facilitada. Pode
haver davida nas energias de ligacGes detectadas e o tipo de alteracdo que significam para
aquele substrato (RAE et al., 2014).

Ainda com relacdo a outras técnicas de analise de composi¢do, 0 ATR-FTIR também
permite deteccdo de ligacbes quimicas (BISTEY et al., 2007; SA et al., 2012; ZIMMERMAN
et al., 2010). Esta metodologia, no entanto, necessita de planificacdo para varrimento com um
cristal, permitindo leituras nas mesmas regifes. Por outro lado, o FTIR necessita de uma
transformacdo da amostra em p6 com formacéo de pastilhas com brometo de potéssio (KBr)
de modo que pequenas alteracbes na superficie podem ser mascaradas por regibes
subsuperficiais menos afetadas (SA et al.,2012).

A fim de facilitar a deteccdo de conteddo organico, a coleta dos espectros por Raman
foi dividida em trés regides para contemplar as regides dos picos 1450 e 2950cm™ (GOO et
al., 2004; SCHULZE et al., 2004) correspondentes ao contetdo organico. Buscou-se eliminar
efeitos da alta de contagem de PO, com a realizacdo de espectros isolados. O conteido
inorganico do esmalte é bastante pronunciado, sendo 960cm™ o principal pico, relacionado ao
viPO,. Além disso, Cavalli et al. (2011) e Sa et al. (2012) relataram os picos 430cm™ para
V,POy4; 580 e 610cm™ para vsPO4 e 1024 e 1045cm™ para vsPO, J4 o pico 1068cm™ foi
relacionado ao conteldo de carbonato da amostra. Assim como esses autores, ndo houve
diferenca nos espectros obtidos no experimento desenvolvido, sem a detecgdo de novos picos.
Cavalli et al. (2011) encontraram queda mineral para o procedimento clareador realizado com
PC 10% sem substancias remineralizantes na composi¢do, enquanto Sa et al. (2012) nédo
obtiveram diferencas significativas mesmo comparando diferentes concentracdes de PC, todas
com presenga de F e de mesma marca comercial que a usada no presente trabalho. Entretanto,
para Goo et al. (2004) que fizeram armazenamento em &gua destilada e clareamento com
PC10%, a espectroscopia Raman mostrou reducdo no pico 1068cm™ relativo ao carbonato.
Tal achado ocorreu tanto para o grupo que foi clareado quanto para o grupo de
armazenamento em agua destilada, demostrando influéncia do armazenamento e seguranca do
procedimento. Também Vargas-Koudriavtsev e Herrera-Sancho (2017) relataram alteracdes
na concentracao de carbonato, com aumento em espécimes clareados em géis de consultorio e

reducdo para aqueles submetidos a acdo de produtos caseiros e armazenamento em agua
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destilada. No presente estudo, para os espectros com centro em 1600cm™, houve alteragdo nas
leituras obtidas para as amostras dos grupos Il e IV. Ap6s 4 semanas de utilzacdo, a
contagem aumentou para ambos 0s grupos e 0s picos descritos por Goo et al. (2004) e
Schulze et al. (2004) relacionados com contéudo organico, 1243cm™ (amida 1) e 1450cm™ (C-
H bending), ficaram mais evidentes. Apos 8 semanas, a contagem voltou a reduzir, com 0s
mesmos picos permanecendo mais evidentes quando comparados ao controle. No grupo Ill, a
mudanca foi mais evidente em ambos os intervalos testados. Alteracdes semelhantes foram
observadas para os espectros coletados com centro em 2900cm™. Houve maior contagem para
2881cm™ e 2950cm™ (C-H stretching) especialmente no grupo 1l apés 4 semanas. Um
pequeno aumento também ocorreu em outros intervalos, como apds 8 semanas de escovacao,
apos 4 semanas de clareamento de PC 10% e ap0s intervengdo com tiras clareadoras, porém
ndo de maneira tdo relevante quanto no grupo Ill. Este, por sua vez, ainda apresentou retorno
aos padrdes iniciais de deteccdo apOs 8 semanas. Essas alteracfes sugerem possivel efeito da
escovacao nos espécimes. Entretanto, a combinacdo das informacdes sobre composi¢cdo com
o0s achados microestruturais de desorganizacdo observados por AFM e CLSM sugerem que 0S
grupos clareados por H,O, passaram por remocdo de camadas superficiais com exposi¢do de
proteinas subsuperficiais, gerando maiores contagens apés 4 semanas de utilizagdo.
Possivelmente, minerais desapoiados por oxidacdo de matéria organica podem ter sido
removidos com auxilio da escovacgdo e até mesmo por impacto negativo do uso de ultrassom
antes das analises. A continuidade da remocdo de minerais em escala nanométrica, gerou apds
8 semanas de utilizacdo um padrdo ainda mais suave e destruido da microestrutura
acompanhado do retorno das contagens de conteldo protéico para valores similares aos
iniciais nos grupos Il e IV.

As avaliagOes de nanodureza e mddulo de elasticidade sdo importantes parametros que
determinam as respostas dos materiais frente a deformacdes plasticas e elésticas (AZER et al.,
2009; GE et al., 2005; KWON et al., 2015; OYEN, 2006). Os testes de nanoindentacao
permitem avaliacdo de profundidades inferiores a 100nm, de modo a buscar alteractes
diretamente na superficie (BISWAS, DEY E MUKHOPADHYAY, 2012; LIPPERT,
PARKER e JANDT, 2004). O teste em pequenas dimensdes diminui a influéncia de defeitos e
variabilidade das amostras. Além disso, fatores como tipo de ponta empregada, diametro,
carga, tempo e profundidade de penetracdo podem afetar os resultados obtidos nesse tipo de
teste (BISWAS, DEY, MUKHOPADHYAY, 2012; CUI e GE, 2007; ELFALLAH et al.,
2015; GE et al., 2005; OYEN, 2006; ZIMMERMAN et al., 2010). Maiores cargas significam

maior profundidade de penetracdo e maior influéncia de camadas subsuperficiais no
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comportamento mecénico. Do mesmo modo, a espessura limitada do esmalte determina
vantagem para indentagGes mais superficiais (BISWAS, DEY, MUKHOPADHYAY, 2012;
ELFALLAH et al., 2015). A escolha por testes que necessitem de pequena area de contato
facilita a manutencdo da amostra com sua morfologia natural e permite a selecdo de area
reduzida para avaliagdo como, por exemplo, um prisma ou a regido interprismética. Desse
modo, testes de microdureza podem n&o ser tdo interessantes (BISWAS, DEY E
MUKHOPADHYAY, 2012; YU et al., 2015), apesar de ainda serem 0s mais encontrados na
literatura. Dos artigos selecionados para o presente trabalho, onze abordaram testes de
microdureza Knoop, Vickers ou até mesmo Brinnel (BOLAY, CAKIR e GURGAN, 2012;
CAVALLI et al., 2011; HENN-DONASSOLLO et al, 2016; JUSTINO, TAMES E
DEMARCO, 2004; KWON et al., 2015; LEONARD et al., 2005; MAIA et al., 2008;
POLYDOROU et al., 2017; SA et al., 2012; SMIDT, FEUERSTEIN e TOPEL, 2011;
SOLDANI, AMARAL E RODRIGUES, 2010; ZANTNER et al., 2007). Pbéde-se observar
grande variabilidade dos parametros adotados nos testes assim como dos resultados obtidos.
Além disso, teste de microdureza Knoop e Vickers necessitam da avaliacdo das imagens e das
areas das indentacdes obtidas nas amostras para o calculo dos valores de dureza e médulo de
elasticidade (OLIVER e PHARR, 2004). Trata-se de um método menos preciso do que a
nanoindentacdo com indentador Berkovich. O uso de uma ponta pré-calibrada permite que os
valores de carga e deslocamento sejam diretamente inseridos em férmulas para calculos mais
fiéis das propriedades fisicas (OLIVER e PHARR, 2004). As cargas utilizadas para esses
testes variam bastante na literatura. Em funcdo de um piloto prévio ficou decidido pela carga
final de 20mN para definicdo das propriedades do esmalte, em funcdo da profundidade de
penetragdo alcangada. Esse mesmo valor foi utilizado por Azer et al. (2009).

Muitos autores defendem que as propriedades mecénicas estdo relacionadas ao
pequeno contetdo organico das amostras. Dessa forma, diferentes testes de dureza ndo séo
simples testes para avaliar padrdes de desmineralizagdo (SOROZINI et al., 2017). A alteracao
na proporgédo entre 0s componentes organico e inorganico gera efeitos no comportamento do
material (ELFALLAH et al., 2015; GE et al., 2005; TERUEL et al., 2015; YU et al., 2015;
ZIMMERMAN et al., 2010). A matriz organica funciona como uma espécie de
preenchimento que fica entre os cristais de HAp e na regido entre bastdes. Desse modo,
guando esmalte é submetido a esforgo ela permite um certo acomodamento (BISWAS, DEY e
MUKHOPADHYAY, 2012). Além disso, o comportamento mecénico frente a estimulos,
inclusive quando em funcdo também estd relacionado & organizacdo estrutural do esmalte
(BISWAS, DEY E MUKHOPADHYAY, 2012; ELFALLAH et al., 2015; GE et al., 2005; HE
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e SWAIN, 2007; SA et al., 2012; TERUEL et al., 2015). O arranjo dos cristais de HAp de
maneira ndo uniforme é capaz de promover dissipacdo de energia, mantendo sua resisténcia.
Os cristais seriam capazes de deslizar entre si, principalmente em funcdo da presenca de
proteinas (BISWAS, DEY E MUKHOPADHYAY, 2012; HE e SWAIN, 2007). As proteinas
seriam responsaveis, portanto, pelo comportamento anisotropico e viscoelastico do esmalte.
Elas apresentam ligacOes de sacrificio capazes de se desenrolar frente a tensdes e recuperar
seu arranjo com a remoc¢do das forcas (BISWAS, DEY E MUKHOPADHYAY, 2012;
ELFALLAH et al., 2015; HE e SWAIN, 2007; OYEN, 2006). Sendo assim, a oxidacdo desses
componentes parece ser determinante para alteracdo do comportamento mecanico do esmalte
(ELFALLAH et al., 2015; GE et al., 2005; SA et al., 2012). No presente estudo, o efeito
cumulativo das modificaces morfoldgicas e armazenamento em saliva artificial parece ter
sido responsavel pelo padrdo observado nas amostras de aumento na nanodureza nos grupos
Il e IV ap6s 8 semanas. Do mesmo modo, a combinacdo desses resultados com a maior
exposicao detectada de proteinas também pode contribuir para melhor adaptacdo as cargas e
0s maiores valores observados. Deve-se ressaltar que, para tecidos bioldgicos, a dureza e o
maodulo de elasticidade ndo sdo dependentes. Isso explica a tendéncia de aumento no médulo
de elasticidade que, no entanto, ndo representou diferencas estatisticas (OYEN, 2006).

Os valores iniciais de dureza e modulo de elasticidade estdo compativeis aos
encontrados na literatura. Valores entre 2 e 6GPa e de 70 a 120GPa, respectivamente, sao
relatados na literatura (BISWAS, DEY E MUKHOPADHYAY, 2012; ZIMMERMAN et al.,
2010). Essa margem ocorre devido a variacdes de preparo das amostras, como planificacao,
polimento e eventualmente uso de acidos. Do mesmo modo, alteracbes na quimica,
cristalografia, local dos testes, grupo de dentes e diferentes doadores também podem causar
variabilidade (AZER et al., 2009; ZIMMERMAN et al., 2010).

Os resultados dos testes de nanoindentagdo obtidos estdo contrdrios a maioria dos
achados na literatura. Para Azer et al. (2009), que avaliaram, apds trés semanas de utilizagéo,
amostras de esmalte planificadas e polidas expostas a tiras clareadoras a base de H,O, 10%,
H.0, 14% e H,0, 9% e dois géis caseiro de PC 22%, todos os materiais foram capazes de
reduzir os valores de dureza e modulo de elasticidade quando comparados ao controle (carga
de 20mN). Também para Elfallah et al. (2015) houve reducdo nas propriedades fisicas de
amostras expostas a PC 16% por 14 dias e géis clareadores de consultorio (carga de 10mN).
Essas alteracGes foram acompanhadas por maior porosidade em imagens de MEV e marcante
diminuicdo de contetdo proteico através da avaliagdo com gel de eletroforese. YU et al.

(2015), também relataram reducdo nos valores de nanodureza (carga 2mN) para uso de PC
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15% e H,0, 12% apds uma semana de utilizacdo acompanhadas de uma superficie mais
rugosa e corroida em MEV. No entanto, o armazenamento em saliva artificial foi trocado a
cada dois dias, somente. Apos remineralizacdo por mais sete dias houve recuperacdo dos
valores que ndo retornaram aos valores iniciais. O Unico autor que apresentou resultados
semelhantes ao encontrado no presente estudo foi Zimmerman et al. (2010). Com aplicacdo de
cargas de 5mN e Unica aplicacdo de H,O, 10% na forma de tiras clareadoras, amostras de
esmalte que haviam sido autoclavadas tiveram aumento na sua dureza e moddulo de
elasticidade. Este processo é inerente aos protocolos de biosseguranca adotados para doacao
de dentes no Biobanco da FO-UERJ protocolo antes do uso de amostras bioldgicas. No
entanto, os autores defenderam que 0s elementos que passam por esse preparo prévio
apresentam maiores valores de dureza e mddulo de elasticidade o que poderia afetar
resultados. Os valores obtidos, no entanto, sdo condizentes aos encontrados na literatura.

Deve-se ressaltar que os testes in vitro podem superestimar resultados. Os trabalhos de
Justino, Tames e Demarco (2004) e Henn-Donassollo et al. (2016) demostraram que ha
diferencas de comportamento de amostras submetidas as mesmas rotinas de intervencdo in
vitro e in situ. Justino, Tames e Demarco (2004) aplicaram gel de PC 10% para clareamento
por 8h diarias enquanto Henn-Denassollo et al. (2016) também avaliaram géis de PC 10% e
tiras clareadoras em aplicagdes de uma 1h/dia. Ambos realizaram intervengéo por 14 dias e
nos intervalos, o armazenamento foi feito em &gua deionizada ou na cavidade oral de
voluntarios. As analises realizadas em ambos os trabalhos mostraram piores resultados com
efeitos deletérios para as condi¢bes in vitro, o que também pode ser consequéncia do
armazenamento em &gua e ndo em saliva artificial. Na cavidade oral, além dos efeitos
benéficos da saliva os géis aplicados passam por diluigdo pelos liquidos, em especial aqueles
gue ndo sdo aplicados com o auxilio de moldeiras personalizadas, como é o caso das tiras
(LEONARD et al., 2005; SA et al., 2012; ZANTNER et al., 2007), podendo inclusive ser
deslocados pela agdo mecénica de labios e bochechas (LEONARD et al., 2005). Do mesmo
modo, ha desafios cariogénicos, habitos alimentares, escovacdo com dentifricios abrasivos,
quadros de erosdo que podem desfavorecer a superficie (SMIDT, FEUERSTEIN e TOPEL,
2011).

E dificil determinar em que grau ocorreria na cavidade oral 0 mesmo observado nos
diferentes ensaios realizados no presente trabalho (CAREY, 2014; DEMARCO, MEIRELES
e MASOTTI, 2009; KWON e WERTZ, 2015; SA et al., 2012; YU et al., 2015;
ZIMMERMAN et al., 2010). A falta de padronizagéo de estudos in vitro determinam interesse

e relevancia do desenvovimento de protocolos para ensaios laboratoriais sobre clareamento de
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modo a facilitar comparacOes e aumentar a relevancia desse tipo de estudo permitindo
extrapolacGes para a clinica. Além disso, sdo necessarios estudos in situ e ex vivo que possam
verificar se as tendéncias observadas neste estudo também sdo verificadas clinicamente. Cabe
ressaltar os resultados obtidos ratificaram a seguranca dos géis a base de PC 10%. As
alteracdes produzidas pelos grupos a base de H,O, na forma de gel (uso caseiro) e tiras
clareadoras (produtos de bancada) gerou alteracBes que merecem atencdo do clinico mas nédo
parecem gerar efeitos clinicamente perceptiveis. Entretanto, a orientacdo e acompanhamento
de profissionais mostrou-se fundamental para adequacéo a realidade de desafios intra-orais de

cada paciente e regulacdo do tempo de procedimento realizado.
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Pode-se concluir, dentro das limitacdes deste estudo in vitro, em rejeicdo parcial as

hipoteses nulas levantadas que:

a)

b)

0 armazenamento em saliva artificial (grupo 1) e a utilizacdo de PC 10%
(grupo I1) ndo demonstraram alteracbes na microestrutura do esmalte
dentario humano em nenhum dos intervalos. Do mesmo modo, ndo foram
observadas diferengas significativas nos seus valores de rugosidade
(parametros Sa e Sq). Ja as amostras clareadas com produtos a base de
H,O, na forma de géis (grupo IllI) ou tiras clareadoras (grupo 1V)
demonstraram ap06s 4 semanas uma maior exposi¢cdo do padrdo prismatico.
Apo6s 8 semanas, houve reducdo da deteccdo dos prismas, com uma
superficie mais suave, com a presenca de riscos provenientes da escovacao.
Sendo assim, foram observadas diferencas estatisticas para Sa e Sq apos 8
semanas no grupo Il e para Sq no grupo 1V;

a composicao inorganica nao apresentou diferencas nos espectros obtidos.
Ja o contetdo organico teve um padrdo de aumento de deteccdo de picos
apos 4 semanas de intervencdo nos grupos Il e 1. Este comportamento foi
seguido por reducdo nas analises apds 8 semanas, permanecendo em
valores maiores que o0s iniciais. A maior contagem de componentes
organicos foi mais marcante na intervencdo com gel de H202 10% (grupo
1)k

para 0 modulo de elasticidade ndo foram detectadas diferencas entre os
grupos e materiais testados, apesar de uma tendéncia de aumento apds 8
semanas de utilizacdo de produtos a base de H202 (grupos Il e V).
Entretanto, para nanodureza, houve diferenca estatistica representada por
aumento dos valores ap6s 8 semanas de utilizagcdo nos grupos Il e 1V,
provavelmente derivados de uma superficie mais lisa e resistente a

penetracéo.

Sendo assim, alteragdes na morfologia observadas nos grupos clareados com H,0,

(grupos 11 e 1V) foram acompanhadas de maior exposi¢cdo de proteinas apos 4 semanas. A

progressdo de alteracdes na superficie com perda de camadas superficiais e exposicdo de

camadas subsuperficiais geraram menor deteccdo de arranjo estrutural na superficie. A
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superficie menos rugosa e exposta a saliva artificial, apresentou resisténcia a penetracdo do
indentador e assim, aumento dos valores de dureza. A possivel combinacdo desses achados
com a exposicao de proteinas promove melhor deslizamento e adaptacao dos cristais e melhor
desempenho frente as cargas empregadas. Tais alteracGes, em especial as de rugosidade,
podem ndo ser clinicamente perceptiveis.

Conclui-se assim, que o acompanhamento profissional é fundamental para adequar o
procedimento ao paciente e suas condi¢des intra-orais. Cuidado adicional deve ser
recomendado nos casos em que H,O, é utilizado, em especial quando protocolos excessivos
séo empregados. Novos estudos in situ e ex vivo sdo fundamentais para que se determine o

real impacto clinico desses achados.
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