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“...fazer uma experiéncia com algo significa que algo nos acontece,
nos alcan¢a; que se apodera de nos, que nos tomba e nos
transforma. Quando falamos em “fazer” uma experiéncia, isso nao
significa precisamente que nos a facamos acontecer, “fazer”
significa aqui: sofrer, padecer, tomar o que nos alcan¢a
receptivamente, aceitar, a medida que nos submetemos a algo.
Fazer uma experiéncia quer dizer, portanto, deixar-nos abordar em
nos proprios pelo que nos interpela, entrando e submetendo-nos
a isso. Podemos ser assim transformados por tais experiéncias, de

um dia para o outro ou no transcurso do tempo”.
Martin Heidegger, 1987.



RESUMO
O objetivo geral deste estudo foi avaliar o efeito de agentes clareadores externos em esmalte
dental bovino e humano. Foram avaliados diferentes produtos disponiveis comercialmente para
realizagdo de clareamento dentario: cremes dentais clareadores e géis de peroxido de carbamida
e hidrogénio utilizados na técnica caseira, supervisionada pelo cirurgido-dentista. A acao dos
cremes dentais clareadores foi avaliada em dois diferentes substratos: esmalte dental humano e
bovino. Devido as diferengas nos protocolos de aplicagdo dos produtos clareadores e nas

metodologias dos estudos, estes foram divididos em trés capitulos:

Capitulo 1:
Artigo 1: Avaliacdo do efeito de diferentes cremes dentais clareadores na rugosidade e

topografia superficial de esmalte dentario bovino.

Capitulo 2:
Artigo 2: Avaliacdo do efeito de diferentes cremes dentais clareadores na rugosidade e

topografia superficial de esmalte dentario humano.

Capitulo 3:
Artigo 3: Andlise da altera¢do de cor, rugosidade e topografia superficial de esmalte dentério

bovino submetido a diferentes agentes clareadores caseiros.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the effect of external bleaching agents in bovine and
human dental enamel. There were evaluated different products commercially available for
performing tooth whitening: whitening toothpastes and carbamide peroxide gels and hydrogen
used in at-home technique, supervised by the dentist. The action of the dental bleaching creams
was evaluated in two different substrates: human and bovine dental enamel. Due to differences
in application protocols of bleaching products and methodologies of the studies, these were

divided into three chapters:

Chapter 1:
Article 1: Effect of different whitening toothpastes on the roughness and surface topography

of dental enamel.

Chapter 2:
Article 2: Effect of different whitening toothpastes on the roughness and surface topography

of human tooth enamel.

Chapter 3:
Article 3: Analysis of color change, surface roughness and topography of bovine dental enamel

submitted to different home bleaching agents.
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INTRODUCAO GERAL

A cor da coroa dentaria ¢ determinada pela tonalidade da dentina que varia de amarelo
a marrom e ¢ influenciada pelos matizes azul, verde e rosa que caracterizam o esmalte dentério
(WATTS E ADDY, 2001). Além disso, alteracdes de natureza intrinseca e/ou extrinseca podem
determinar modificagdes nesta coloragao.

Fatores extrinsecos estdo relacionados a deposi¢do de cromdgenos no biofilme ou
diretamente sobre a superficie externa dentaria. Sao provenientes da dieta como café, vinho
tinto, cha, vegetais; ou devido ao uso de tabaco e medica¢des (CAREY, 2014).

Em relagdo as alteracdes intrinsecas, essas ocorrem quando ha a incorporacdo de
pigmentos no interior da estrutura dentaria durante a odontogénese, como por exemplo nos
casos de fluorose dentdria, uso de tetraciclina, desordens hematoldgicas e fatores genéticos.
Posteriormente a erupcdo dental, necrose pulpar e iatrogenias também podem ocasionar
alteragdes. Além disso, o proprio envelhecimento proporciona modificagdes na textura e
espessura dos tecidos mineralizados do dente. Por fim, a deposi¢cdo de dentina secundéria e
terciaria também pode determinar escurecimento dental (HATTAB, QUDEIMAT E AL-
RIMAWI, 1999; WATTS E ADDY, 2001; SULIEMAN, 2004).

Diferentes técnicas sdo passiveis de serem realizadas com o intuito de alterar a coloragao
dentaria, como remog¢do mecanica de manchas superficiais, clareamento dental ou técnicas
operatdrias que visam bloquear a coloragdo, parcial ou totalmente, da superficie coronaria,
como facetas e coroas protéticas. O clareamento dental caracteriza-se por ser uma técnica nao
invasiva, de baixo custo e relativamente simples (SULIEMAN, ADDY E REES, 2003).

Agentes clareadores podem ser utilizados na superficie externa do dente (clareamento
dental vital) e podem apresentar diferentes formulagdes quimicas, concentragdes e formas de

utilizacdo. A técnica realizada em consultorio dentario, por cirurgido-dentista, caracteriza-se
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pela utilizagao de altas concentragdes de peroxido de hidrogénio (H2O2) que variam entre 35 e
38%. Ja na técnica supervisionada por cirurgido-dentista, sdo utilizadas concentragdes entre 10
e 22% de peroxido de carbamida (CHe¢N203) ou 3 a 14% de perdxido de hidrogénio. Além
disso, produtos comercializados diretamente para o publico em geral apresentam baixas
concentracdes de peroxido de hidrogénio ou carbamida e sdo encontrados em farmacias,
supermercados e pela internet (AUSCHILL, HELLWIG E SCHIDALE et al, 2005;
MEIRELES, HECKMANN E LEIDA et al, 2008).

A técnica de clareamento dental caseira, supervisionada por cirurgido-dentista, foi
desenvolvida por Klusmier, em 1968. Haywood e Heymann, em 1969, a aperfeicoaram e
introduziram a utilizagdo de perdxido de carbamida a 10% (FEARON, 1993). Atualmente, ¢
vista como o padrdo-ouro referente a clareamento dental e proporciona remog¢ao de manchas
extrinsecas, bem como alteracdo da cor intrinseca da estrutura dentdria (PACHALY E
POZZOBON, 2012).

Nos ultimos anos, procedimentos odontoldgicos estéticos tém recebido uma maior
atencado e interesse, assim a demanda por agentes clareadores em diferentes concentragdes tém
crescido consideravelmente. Além disso, diversos produtos como cremes dentais, anti-sépticos,
géis e fitas clareadoras tém surgido (DEMARCO, MEIRELES E MASOTTI, 2009; TORRES,
PEROTE E GUTIERREZ et al, 2013). Inicialmente, os cremes dentais apresentavam somente
abrasivos em suas composicdes, porém a introduc¢do de perdxido de hidrogénio nas formulagdes
tornou-as mais complexas (SULIEMAN, 2004).

Devido a grande variedade de composicdo, comercializagdo (diretamente ao
consumidor final e/ou profissional) e diferentes frequéncias e duragdo de possiveis técnicas,
torna-se importante avaliar possiveis alteragdes na cor e possiveis efeitos na rugosidade do
esmalte. A rugosidade pode ocorrer pela abrasdo dental que se refere ao desgaste dos tecidos

dentais duros através de fatores mecanicos que ndo o contato com outro dente, enquanto que
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erosao dental esta associada ao dano provocado por substancias quimicas acidas (BARBOUER
E REES, 2006).

Estudos in vitro que avaliam a influéncia dos agentes clareadores externos sao
realizados em esmalte dental bovino (HILGENBERG, PINTO E FARAGO, 2011;
TRENTINO, 2015; VIEIRA-JUNIOR, LIMA E TABCHOURY, 2016) e humano
(WORSCHECH, RODRIGUES E MARTINS, 2006; BOLAY, CAKYR E GURGAN, 2012;
OZKAN, KANSU E OZAK, 2013). Devido a escassez na literatura referente a comparagdes
nos dois substratos, avaliou-se também o efeito em relagao a rugosidade superficial e alteracdes

de morfologia em ambos os substratos, quando utilizados cremes dentais clareadores.



Cal:)itulo i

ARTIGO 1

Avaliacao do efeito de diferentes cremes dentais clareadores na rugosidade e topografia

superficial de esmalte dentario bovino.
RESUMO:

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar o efeito de cremes dentais clareadores na rugosidade
e topografia superficial do esmalte dentario bovino. Cinquenta e seis amostras foram obtidas de
dezenove incisivos bovinos, estas foram polidas e randomizadas em quatro grupos de acordo
com o creme dental utilizado ou grupo controle: G1 - Oral B 3D White, G2 - Colgate Luminous
White Advanced, G3 - Close Up Diamond Attraction; G4 - 4gua destilada e vaselina (n=14). A
rugosidade superficial média (Ra, um) foi avaliada previamente a escovagao simulada (Rao),
apods 30 (Rai), 180 (Raz) e 365 (Ras) dias, respectivamente. Os dados foram submetidos ao teste
de Levene e Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo da homogeneidade e normalidade das
amostras. Apos, os grupos foram submetidos a Analise de Variancia de Medidas Repetidas e
Bonferroni para avaliagdo intra-grupo e Analise de Variancia de dois fatores (grupo e tempo) e
Bonferroni para avaliagdo entre os grupos. Avaliando-se o comportamento intra-grupos,
verifica-se que a rugosidade superficial média aumentou em todos os grupos e o comportamento
foi similar para os grupos G1, G2 e controle que apresentaram aumento da rugosidade a partir
de 30 dias de escovagdao simulada. Porém, o G3 apresentou comportamento com diferenca
estatisticamente significante dos demais. Referente a avaliagdo entre os grupos, todos os grupos
se comportaram como o controle, com excecao do Gl na Rax (p=0,002) que se mostrou
diferente do controle, porém similar aos demais grupos. Avaliando-se a topografia do esmalte
bovino, verifica-se que a mesma sofreu alteragdes em todos os grupos. Assim, conclui-se que

todos os grupos apresentaram aumento da rugosidade com comportamento intra-grupo similar
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ao grupo controle, com excecao do G3. Entre os grupos e tempo o comportamento foi similar
para todos, com exce¢dao do grupo G1 no tempo Rar. Alteracdo da topografia superficial do
esmalte bovino foi verificada nos diferentes grupos em MEV ¢ MFA e a abrasdao mecanica

ocasionada pela escovacdo dental simulada ¢ evidenciada em todos os grupos na MFA.

PALAVRAS-CHAVE: Cremes dentais, Escovacao dentaria, Abrasao dentaria, Microscopia

Eletronica de Varredura e Microscopia de For¢a Atdmica

INTRODUCAO:

Desde as civilizagdes antigas verifica-se o interesse por higiene oral e estética
odontoldgica através do desenvolvimento de diferentes instrumentos e técnicas para remogao
de placa bacteriana e manchas. Inicialmente, a disponibilidade de conchas, corais, cinza dssea,
marmore ¢ pedra-pomes fez com que estes materiais fossem empregados. Nos dias atuais, a
associacdao de dentifricio e escova dental mostra-se como o principal método utilizado para

profilaxia dental'~,

Para promover efeitos terapéuticos e cosméticos, cremes dentais apresentam
formulagdes complexas, compostas por abrasivos, surfactantes, umectantes, gelificantes,
flavorizantes, conservantes, corantes, emolientes e¢ adogantes. Além disso, substancias
terapéuticas como flior e outras, t€ém sido incorporadas a estes produtos com o intuito de
prevenir mal halito, cérie, gengivite, placa bacteriana, célculo dental, desmineralizacdo e

hipersensibilidade dentinaria®.

Substancias abrasivas sdo 0os componentes mais antigos incorporados aos cremes dentais

e sdo responsaveis pela remog¢ao de manchas extrinsecas, placa bacteriana e restos alimentares
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da superficie dentaria. Caracterizam-se por serem insoliveis em agua e por nao influenciarem
diretamente na cor intrinseca do dente. As mais utilizadas em dentifricios sdo as silicas, 6xidos
metdalicos, fosfatos, carbonatos e silicatos®. Contudo, apresentam eficiéncia restrita as areas de
acesso da escova dentéria, assim regides interproximais, cervicais e acometidas por mal

posicionamento dentério recebem efeito limitado’.

Deste modo, substincias quimicas como surfactantes, peroxidos, enzimas, citratos,
pirofosfatos, e hexametafosfato tém sido incorporadas a formulagdo para prevenir e remover
manchas, além de promoverem alteracdo da cor intrinseca da estrutura dentaria’®. Estes
produtos foram denominados cremes dentais clareadores e foram introduzidos recentemente no

mercado.

Devido as variagcdes nas composi¢cdes quimicas dos cremes dentais, como diferentes
estruturas cristalinas, clivagem, friabilidade e dureza, bem como concentragdo, forma,
distribui¢do, tamanho e caracteristicas superficiais das particulas®, torna-se importante
compreender possiveis efeitos que estes produtos podem produzir na estrutura dental, ja que se
encontram disponiveis comercialmente e podem ser utilizados sem recomendagdo ou

supervisao de um cirurgido-dentista.

Além disso, estudos prévios demonstraram que a associagdo de dentes clareados com
peroxido de hidrogénio ou carbamida e posterior realizacdo de escovagdo simulada causou
alteragdes no esmalte dentario®!?. Assim, considerando a incorporacdo de peréxido de
hidrogénio e/ou outras substancias quimicas clareadoras no creme dental, o presente estudo teve
como objetivo avaliar os possiveis efeitos que estas associagcdes podem produzir no esmalte

dental bovino.

As hipoéteses nulas testadas neste estudo sdo: (HO1) que os diferentes cremes dentais

clareadores nao alteram a rugosidade superficial do esmalte bovino ap6s diferentes tempos de



19

escovacao dentaria simulada; (HO2) os diferentes cremes dentais clareadores produzem o
mesmo comportamento em relagdo as possiveis alteragcdes superficiais na estrutura dentaria;
(HOs3) a topografia superficial do esmalte dentario bovino mantém-se inalterada quando

utilizados diferentes cremes dentais;

MATERIAIS E METODOS:

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade
de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul sob nuimero

6231/2015.
Confeccido das amostras:

Dezenove incisivos bovinos foram coletados logo ap6s o abate dos animais para a
industria alimenticia. Com um disco diamantado flexivel de dupla face (7000 rpm - KG
Sorensen, Cotia, SP, Brasil) e irrigagdo constante, as raizes foram separadas das coroas
dentarias e descartadas conforme figura 1 - 1A. Trés blocos contendo esmalte e dentina foram
removidos do terco médio de cada coroa (figura 1 - 1B; 1C). Os espécimes foram mantidos em
solugdo de timol 0,1% por 24 horas e posteriormente mantidos em saliva artificial por uma
semana sendo trocada diariamente. No total, cinquenta e seis amostras de 4x4x3mm!! foram
obtidas. Estas amostras foram avaliadas com magnificacdo de 30x sob microscopia Optica
VZM-200 (Caltex, Irvine, California, EUA) e as que apresentavam trincas ou outros defeitos
foram descartadas. As amostras selecionadas foram incluidas em resina composta, com a
utilizacdo de uma matriz, mantendo-se a superficie vestibular Imm acima da altura da resina

composta (figura 1 -1D).
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Figura 1 — Desenho esquemidtico da preparagdo da amostra: 1A: Remogao da porg¢do radicular e
terco incisal corondrio; 1B e 1C: Trés blocos contendo esmalte e dentina foram removidos do tergo
médio de cada coroa; 1D: As amostras selecionadas foram incluidas em resina composta, com a
utilizacdo de uma matriz, mantendo-se a superficie vestibular 1mm acima da altura resina
composta.

A superficie de esmalte foi polida utilizando-se lixas d"agua de granulagao de 600, 1200
e 2400'° numa politriz horizontal Struers (Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil) por 20 segundos
cada!l. Pastas diamantadas com 6, 3, 1 e 0,25 um (Arotec, Cotia, SP, Brasil) e feltro foram
utilizados para proporcionar um polimento adicional'>. As amostras foram divididas

aleatoriamente em trés grupos de acordo com o creme dental utilizado e um grupo controle

(n=14) conforme tabela 1.



Material Fabricante Principio ativo Outros componentes
G1 - Oral-B  |Procter & Gambler | Fluoreto de sédio Agua, silica hidratada, sorbitol, lauril sulfato
3D White do Brasil S.A., |(1450ppm de fliior) | sédico, aroma, hidréxido de sédio, goma de
Seropedica, RJ, e pirofosfato celulose, Mica CI 77891, polietileno, corante
Brasil dissodico artificial Blue 1 Lake, sacarina sddica, goma
xantana, carboméro e limoneno
G2 - Colgate | Colgate Palmolive Peroxido de Propileno glicol, pirofosfato de calcio,
Luminous S.A., San José hidrogénio 1% e glicerina, PEG/PPG-116/copolimero 66, PEG-
White Iturbide, monofluorfosfato |12, PVP-peroxido de hidrogénio, PVP, silica,
Advanced  |Guanajuato, México | de sodio 0,76%  aroma. pirofosfato tetrassodico, lauril sulfato
(1000 ppm) de sodio, pirofosfato dissodico, sacarina
sodica, sucralose, BHT, eugenol
G3 —Close-Up | Unilever Brasil Fluoreto de s6dio  Sorbitol, 4gua, silica hidratada, PEG-32, lauril
Whitening  [LTDA, Ipojuca, PE, |(1450ppm de fluor) sulfato sédico, aroma, mica, goma de celulose,
Diamond Brasil sacarina, fosfato trissddico, sacarina sodica,
Attraction copolimero PVM/MA, CI 74160, acetato de
tocoferol, limoneno
G4 - Controle - Farmax, Petrolato
Vaselina solida | Divindpolis, MG,
Brasil

Tabela 1 — Grupos e materiais utilizados na pesquisa.
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Apo6s o polimento, todas as amostras foram colocadas em lavadora ultrasonica L100
(Schuster, Santa Maria, RS, Brasil) por 10 minutos, com agua destilada, antes da avaliagao da

rugosidade superficial inicial.
Rugosidades superficiais médias iniciais (Rao):

A afericao da rugosidade superficial inicial (Ra, um) foi realizada com um rugosimetro
digital SJ 201 (Mitutoyo Surfest Analyzer, Toquio, Japao). Pararealizar a leitura da rugosidade,
a ponta diamantada do rugosimetro percorreu a superficie de 1,25 mm (reading length), com
0,25 mm de comprimento de amostragem (cutoff), com uma velocidade constante de 0,1
mm/s'2. A rugosidade superficial de cada amostra foi determinada através da média aritmética

obtida de 3 medig¢des consecutivas (Rap), realizadas em diferentes regides de cada amostra.
Escovacio simulada:

Uma marcacao foi realizada com ponta diamantada esférica 1010 (KG Sorensen, Cotia,
SP, Brasil) e caneta de alta-rotagao (Kavo Joinville, SC, Brasil) na resina composta de cada
corpo de prova para determinar que a escovacdo simulada fosse realizada sempre no mesmo
sentido. A escovagdo foi realizada em maquina de escovagdo simulada desenvolvida pelo
Instituto Ideia da PUCRS. Cada corpo de prova foi fixado no orificio da placa acrilica com
auxilio de cera utilidade, permanecendo Imm acima da superficie da placa de acrilico. Cada
placa foi introduzida no reservatorio de acrilico, no qual foi adicionado 1g de creme dental,
aferido em balancga de precisdo AG204 (Mettler-Toledo, Greifensee, Suica) para 1mL de dgua
destilada, utilizando seringa descartavel de SmL Luer Slip (Descarpack, Sdo Paulo, SP,
Brasil)!'2. O reservatério de acrilico é fixado & maquina de escovagio por parafusos metélicos.
Escovas de cerdas de nylon macias Colgate Essencial Care Colgate-Palmolive Ltda, Sdo Paulo,

SP, Brasil) foram utilizadas com a aplicacao de 200g de carga e velocidade de 250 ciclos por
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minuto'3. As amostras foram submetidas a diferentes ciclos de escovacdo: 825, 5.000 e 10.000!?

que representam aproximadamente 30 (t1), 180 (t2) e 365 (t3) dias de escovacao.

Apo6s cada ciclo de escovagdo, as amostras foram lavadas com agua destilada e
colocadas em lavadora ultrassonica por 10 minutos para posterior avaliagdo da rugosidade

superficial média.
Rugosidades superficiais médias intermediarias e finais (Rai, Ra:z e Ras):

As rugosidades superficiais médias intermediarias e finais foram reavaliadas nos tempos
t1, t2 e t3 gerando as rugosidades Rai, Ra, e Ras. Estas rugosidades foram avaliadas no sentido
perpendicular ao sentido realizado pelas cerdas das escovas dentais durante a escovacgao,
verificados através da marcagdo realizada previamente. As medicdes das rugosidades

superficiais intermedidrias e finais foram realizadas da mesma forma que as iniciais (Rao).

Uma amostra de cada grupo ndo foi submetida a escovacao (to) para ser avaliada na
Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdao de Campo. Em cada tempo (t1, t2, t3) uma
amostra também foi removida com a mesma finalidade. Assim, um total de 14 amostras foram
designadas para cada grupo, porém devido a remog¢do sequencial para analise de topografia
(Microscopia Eletronica de Varredura por Emissdo de Campo), foram mantidas sempre as
mesmas 10 amostras (n=10)® para andlise da rugosidade superficial média, ou seja, a mesma

amostra foi avaliada nos diferentes tempos, caracterizando uma analise de medidas repetidas.
Topografia superficial do esmalte:
Microscopia Eletronica de Varredura por Emissiao de Campo (MEV):

Uma amostra de cada grupo foi utilizada nos diferentes tempos (to, t1, t2, t3) de escovagao
simulada para avaliacdo da topografia da superficie do esmalte. As amostras foram secas com

leves jatos de ar, fixadas em stubs de aluminio e metalizadas através da deposigao de ions de
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prata (100 segundos, 60mA) através da utilizacdo de um dispositivo de pulverizagado
catodica (Bal-Tec SCD 005, Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, Alemanha). Todas as
imagens foram obtidas com a mesma magnificacao (5000x) e escala de 30 pum em Microscopio
Eletronico de Varredura por Emissao de Campo (FEG-SEM, Inspeccionar F50, FEI, Hillsboro,

OR, Estados Unidos da America).

Microscopia de Forca Atomica (MFA):

Trés amostras de cada grupo, nos diferentes tempos (to, ti, t2, t3), foram selecionadas
aleatoriamente para avaliagdo em Microscopia de For¢a Atdmica (MFA, Dimension Icon,
Bruker, Billerica, MA, Estados Unidos da América). As amostras nao necessitaram de
preparagdo, porém foram colocadas em uma lavadora ultrassonica por 10 minutos com agua
destilada, e apos foram secas com jatos leves de ar. O modo utilizado para obtencao das imagens
foi o Peak Force Tapping. O tamanho selecionado para as amostras foi de 60um por 60um e
as imagens foram geradas pelo programa NanoScope Analysis 1.40 (Bruker, Billerica, MA,

Estados Unidos da America).

Analise estatistica:

Os resultados foram avaliados através do programa para Windows SPSS versdo 21
(SPSS Inc, Chicago, Illinoins, Estados Unidos da America) sendo submetidos ao teste de
Levene para verificar a homogeneidade das amostras e ao teste de Kolmogorov-Smirnov para
avaliar a normalidade das amostras. Apos os dados foram submetidos a Anélise de Variancia
de Medidas Repetidas e ao teste post hoc Bonferroni para avalia¢do da rugosidade superficial
média nos diferentes tempos, dentro de cada grupo. E também foi realizado Andlise de
Variancia de dois fatores (grupo e tempo) e Bonferroni para avaliacdo da variagdo da rugosidade

superficial entre os grupos. Para todos os testes foi considerado a=0,05.
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RESULTADOS:

Rugosidade superficial:

Os resultados foram submetidos ao teste de Levene (p=0,229) que verificou a
homogeneidade das amostras e ao teste Kolmogorov-Smirnov (p=0,162) que avaliou a
normalidade. Entdo, foram submetidos a Analise de Variancia de Medidas Repetidas e ao teste
post hoc Bonferroni para cada grupo (intra-grupo). Apods os resultados foram submetidos a
Andlise de Variancia de dois fatores (grupo e tempo) e Bonferroni para avaliacdo entre os

grupos. Os resultados da média e desvio padrdo em cada tempo estdo dispostos na tabela 2.

Grupos Meédia (DP) Meé¢dia (DP) Meédia (DP) Média (DP)
Ray Ra; Ray Ras
G1-p=0,001 | 0,111+,034® | 0,169,057 | 0,214 +,0655* | 0,179 +,0594
G2 - p=0,001 | 0,102 +,036"% | 0,147 +,024 | 0,161 +,024B | 0,173 +,0274%
G3 - p=0,004 | 0,108 +,0394® | 0,152 +,050%% | 0,170 +,0374B | 0,182 +,057*
G4 - p=0,001 | 0,076 £,0514° | 0,139 +,029% | 0,136 +,034% | 0,148 +,02542

Tabela 2 — Médias (DP) para rugosidades superficiais iniciais, intermediarias e finais de cada grupo.
Meédias seguidas de letras minusculas distintas indicam diferengas estatisticamente significativas de acordo com
Analise de Variancia de Medidas Repetidas e Bonferroni. dentro de cada grupo (linhas). Letras maiusculas
comparam grupos e tempo (linhas e colunas) de acordo com Analise de Variancia de dois fatores e Bonferroni.
Para todos os testes foi considerado a=0.05

Avaliando-se a variacdo da rugosidade superficial média intra-grupo, verifica-se
comportamento estatisticamente semelhante para as rugosidades superficiais médias para os
grupos G1, G2 e G4 (controle). Observa-se também que o G3 apresentou um comportamento
diferente dos demais j4 que estatisticamente a rugosidade apo6s 30 dias (Rai;) mostrou-se

estatisticamente semelhante a rugosidade superficial média inicial (Rao) e aos demais periodos



26

Ra> e Raz. Porém, enquanto que as rugosidades médias superficiais Ra> ¢ Raz ndo mostraram
diferencas estatisticamente significantes entre si, apresentaram diferenga estatisticamente
significante comparando-as com a rugosidade superficial média inicial deste grupo (Rao).
Avaliando-se os diferentes grupos, verifica-se que somente o G1 ap6s 180 dias de escovagao
simulada (Ray) apresenta-se diferente estatisticamente do G4 (p=0,002), porém similar aos
demais cremes dentais. Para todos os demais grupos, nos diferentes tempos o comportamento

mostrou-se estatisticamente semelhante.

Topografia superficial do esmalte:

Microscopia Eletronica de Varredura por Emissao de Campo:

As alteragdes na morfologia do esmalte dentario foram avaliadas através de MEV
(Figura2). No grupo Gl, verifica-se rugosidades similares nas imagens G1.1 e G1.2, porém
apods o periodo de 365 dias de escovagdo simulada (G1.3), verifica-se alteracao na topografia
da superficie dentaria. Ja para os grupos G2 e G3, verifica-se similaridades nas rugosidades nas
imagens G2.1 e G3.1 correspondentes a 30 dias de escovagdo simulada e alteracdes na
topografia do esmalte dentario nas imagens G2.2 e G3.2. As imagens G2.3 e G3.3 indicam
diminui¢do nesta rugosidade. No grupo controle (G4.1-3), verifica-se que a topografia do

esmalte dentario ndo apresentou altera¢des na topografia com o passar do tempo.



Figura 2 — Imagens obtidas pela Microscopia Eletronica de Varredura (x5000; 10pm): A — Inicial (Rao); G1 -
Oral B 3D White: G1.1 — Ra;; G1.2 — Ray; G1.3 — Ra3; G2 — Colgate Luminous White Advanced: G2.1 — Ray;
G2.2 — Ray; G2.3 — Ras; G3 — Close Up Whitening Diamond Attraction: G3.1 — Ra;; G3.2 — Ra,; G3.3 — Rag;
G4 — Controle: G4.1 —Ra;; G4.2 — Ray; G4.3 — Ra;
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Microscopia de Forca Atomica:

Avaliando-se as imagens de MFA verifica-se na imagem A (inicial) uma superficie
tipica de esmalte polido com picos e vales de baixo relevo conforme ja descrito em um estudo
prévio'*. Todas as demais imagens apresentam linhas unidirecionais relacionadas a escovagio
dentaria simulada. Avaliando-se as imagens do G1 nos tempos 30 (G1.1) e 180 (G1.2) dias
verifica-se maior profundidade nos picos e vales sugerindo maior abrasividade nesses tempos.
Ja aimagem G1.3 sugere uma diminui¢do nesta rugosidade. Para o G2, as imagens que sugerem
maior rugosidade estdo associadas aos tempos 180 (G2.2) e 360 (G2.3) dias, enquanto que para
o G3 somente a imagem (3.2 parece ter picos e vales mais profundos enquanto que as demais
parecem mais semelhantes a inicial e entre elas. Para o G4, sinais claros de rugosidade por
abrasdo da escovacdo aparecem principalmente nas imagens G4.1 e G4.3, enquanto que a

imagem G4.2 parece apresentar maior rugosidade que as demais.



G1.3

G2.3

G3.3

G4.3

Figura 3 — Imagens obtidas pela Microscopia de Forga Atdmica (60um x 60um): A — Inicial (Rag); G1 - Oral B 3D
White: G1.1 —Ray; G1.2 — Ray; G1.3 — Raz; G2 — Colgate Luminous White Advanced: G2.1 — Ra;; G2.2 —Ray; G2.3
—Raz; G3 — Close Up Whitening Diamond Attraction: G3.1 — Ra;; G3.2 — Ray; G3.3 — Rags;

G4 — Controle: G4.1 — Ra;; G4.2 — Ray; G4.3 — Ras;
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DISCUSSAO:

No presente estudo, foi avaliado o efeito dos cremes dentais clareadores na rugosidade
superficial do esmalte dental bovino. A hipdtese nula referente ao efeito dos cremes dentais
clareadores na altera¢do da rugosidade superficial do esmalte dentario (HO:) foi aceita, apesar
de todos os grupos mostrarem aumento na rugosidade superficial média. Como o aumento na
rugosidade superficial do esmalte também foi verificada no grupo controle, sugere-se que a

escovacao dentaria seja responsavel pela alteragao da rugosidade dentéria e ndo o creme dental.

A alteracao da rugosidade superficial média do esmalte em grupos controles também foi
encontrada em outros estudos realizados em substrato bovino!! e humano’, porém nio foi
verificada no estudo de Vieira-Junior'?. Possiveis justificativas podem estar associadas ao tipo
de escova dental utilizada. Em todos os estudos, escovas dentais com cerdas de nylon macias
foram utilizadas, porém este critério pode ndo ser o suficiente para padroniza-las quando
comparadas com outros estudos, pois diferencgas na flexibilidade do material'® e no design das
cerdas podem determinar alteragdes na rugosidade!®. Outros estudos utilizaram agentes

clareadores com altas concentragdes de peroxido de carbamida ou hidrogénio!’-1°

previamente
a escovagdo. Este procedimento inviabiliza comparagdes com o esmalte polido devido a

possiveis alteracdes provocadas pelos agentes clareadores.

A hipotese nula referente a similaridade no comportamento dos diferentes cremes
dentais clareadores em relacdo a alteragdes na superficie do esmalte dentario (HO>) foi rejeitada,
pois avaliando-se o comportamento intra-grupo, o G3 comportou-se diferentemente dos
demais. Possiveis explicacdes podem estar relacionadas aos diferentes abrasivos e substancias
quimicas utilizados nas formula¢des dos cremes dentais, como também sugerido por Bolay’.
Além disso, quando utilizados cremes dentais com composi¢des quimicas similares, ndo foram

verificados comportamentos distintos entre os grupos em outro estudo?’.
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Para o fator topografia de superficie (HO3), a hipotese nula foi rejeitada. Estudos prévios
demonstraram a importancia de avaliar a rugosidade proporcionada pelos cremes dentais
através de analises quantitativas e qualitativas’!?2. Avaliando-se os resultados obtidos através
da rugosidade superficial média (Ra) e as imagens das MFA e MEV, verifica-se diferengas
entre essas analises. Avaliando-se as imagens na MEV, as imagens que apresentam maior
rugosidade parecem ser as G1.3, G2.2 e G3.2 Ja para MFA, verifica-se os sinais de abrasao
provocados pelo comportamento mecanico da escovacao dentaria simulada. Além disso, em
alguns grupos e tempos (G1.1, G1.2, G2.2, G2.3, G3.2 ¢ G4.2), a rugosidade apresenta-se
aumentada em relacdo a outras. Uma possivel explicagao para este fato pode estar relacionado
aos diferentes processamentos ¢ modos de avaliacdo destas imagens. A preparagdo da amostra

para avaliacdo em MEV pode mudar a topografia da superficie®.

No presente estudo, dentes bovinos foram utilizados para obtengdo das amostras.
Caracterizam-se pela facilidade de obtengdo dos mesmos, integridade da superficie dentaria e

aceitabilidade para utilizagio em pesquisas in vitro®>**.

Uma limitacdo deste estudo ¢ a ndo utilizagdo de agente remineralizador entre os
diferentes tempos de escovagdo simulada, ja que a agao de substancias remineralizadoras pode
estar associada a menores valores de rugosidade superficial. Outra limitagdo ¢ a nao
diferenciagdo de abrasao e erosao provocada pelos cremes dentais quando utilizado escovagao
simulada, assim estudos avaliando separadamente estes componentes tornam-se necessarios.
Bem como a avaliagdo da possivel relacdo entre pH € o modo como abrasivos € componentes
quimicos atuam individualmente e comumente na rugosidade superficial média e na alteragao

da topografia superficial do esmalte dental bovino.
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CONCLUSOES:

Frente as limitagcdes deste estudo in vitro, conclui-se que todos os cremes dentais
aumentaram a rugosidade superficial do esmalte, com comportamento intra-grupo similar ao
grupo controle, ou seja, um aumento significativamente similar na rugosidade superficial média
a partir dos 30 dias de escovacgdo dental simulada, sem diferenga nos demais; com excec¢ao do
creme dental Close-Up Whitening Diamond Attraction. E entre os grupos e tempos, o
comportamento foi similar para todos, com exce¢ao do creme dental Oral B #D White no tempo
Ray que apresentou os maiores valores de rugosidade superficial média do esmalte bovino.
Alteragdo da topografia superficial do esmalte bovino foi verificada nos diferentes grupos e a
abrasdo mecanica ocasionada pela escovacgdo dental simulada ¢ evidenciada em todos os grupos

na Microscopia de Forga Atdmica.
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Cal:)itulo 2

ARTIGO 2

Avaliacgdo do efeito de diferentes cremes dentais clareadores na rugosidade e topografia

superficial de esmalte dentario humano.

RESUMO:

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar o efeito de cremes dentais clareadores na rugosidade
superficial do esmalte dentario humano. Cinquenta e seis amostras foram obtidas de trinta
dentes incisivos humanos, estas foram polidas e randomizadas em trés grupos de acordo com o
creme dental utilizado: G1 - Oral B 3D White, G2 - Colgate Luminous White Advanced, G3 -
Close Up Diamond Attraction; e grupo controle: G4 - Agua destilada e vaselina (n=14). A
rugosidade superficial média (Ra, um) foi avaliada previamente a escovagao simulada (Rao),
apods 30 (Rai), 180 (Raz) e 365 (Ras) dias, respectivamente. Os dados foram submetidos ao teste
de Levene e Kolmogorov-Smirnov para avaliagdo da homogeneidade e normalidade das
amostras. Apos, os grupos foram submetidos a Analise de Variancia de Medidas Repetidas e
Bonferroni para avaliagdo intra-grupos e Andlise de Variancia e Dunnettt para avalia¢do entre
os grupos. Avaliando-se o comportamento intra-grupos, verifica-se que a rugosidade superficial
média aumentou em todos os grupos e o comportamento foi similar para os grupos G1, G2 e
G4 que mostraram diferenca estatisticamente significante a partir dos 30 dias de escovagdo
simulada. J4 o G3 mostrou diferenca estatisticamente significativa a partir de 180 dias. Entre
0s grupos, mostraram-se similares estatisticamente os grupos G1, G2 e G4, enquanto que o G3

mostrou-se estatisticamente diferente dos demais (p=0,001). Avaliando-se a topografia do
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esmalte humano verifica-se que a mesma sofreu alteragdes em todos os grupos. Assim, conclui-
se que todos os grupos apresentaram aumento da rugosidade com comportamento intra-grupo

e entre os grupos similar ao G4, com excec¢ao do G3.

PALAVRAS-CHAVE: Cremes dentais, Escovacao dentaria, Abrasdao dentaria, Microscopia

Eletronica de Varredura e Microscopia de For¢a Atomica.

INTRODUCAO:

Higiene oral é realizada normalmente de 3 a 4 vezes por dia com escova e creme dental'.
Para uma adequada profilaxia, o dentifricio ideal deveria prover excelente remog¢ao de manchas
e polimento, com minima perda de estrutura dental®. Diferentes tipos de abrasivos como perlita,
silica, carbonato de célcio, entre outros, tém sido utilizados para este fim e estudos avaliando a

atuacdo destas substancias sdo realizados ha no minimo 60 anos™*.

A introducdo de dentifricios multi-funcionais, através do refinamento de suas
formulagdes e incorporacdo de ingredientes quimicos que proporcionam beneficios terapéuticos
e cosméticos, tornaram-se disponiveis comercialmente em supermercados e farmacias. Visam
prevencao e tratamento de mal odor, cérie, gengivite, remocdo de placa, céalculo dentério,

desmineralizagdo e hipersensibilidade®.

Com o maior interesse por estética, novos produtos com agdo clareadora também
surgiram e estio aumentando em quantidade progressivamente®. Propdem alteragdo de cor
dentaria e melhora no sorriso. Apesar do papel importante que os abrasivos exercem na
profilaxia dentéria, este nio pode ser o inico componente responséavel por este procedimento’.

Para que a agdo clareadora ocorra na estrutura dentaria, novos grupos de componentes
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tornaram-se presentes, como as substancias surfactantes que possuem a funcao de produzir um
melhor molhamento da superficie dentdria, favorecendo o espalhamento dos demais
componentes. E ainda, substancias enzimaticas que auxiliam na reducao e desorganizacao das
moléculas de pigmentagdo extrinseca, e substancias oxidantes que promovem o clareamento

intrinseco da estrutura dental®>.

Estudos in vitro”® ainda sio controversos em relagdo ao aumento na rugosidade
superficial do esmalte quando utilizados agentes clareadores com diferentes concentracdes de
peréxido de carbamida e hidrogénio e a associacdo destes produtos com escovagdo dentaria
simulada. Porém, esta rugosidade na superficie do esmalte dentario pode contribuir para o

acimulo de placa dentaria e aparecimento de novas manchas extrinsecas’.

Assim o objetivo deste estudo foi avaliar a agao de diferentes cremes dentais clareadores
na superficie do esmalte humano. As hipoteses nulas testadas neste estudo sao: (HO1) que os
diferentes cremes dentais clareadores nao alteram a rugosidade superficial do esmalte humano
apos escovacao dentaria simulada; (HO2) os diferentes cremes dentais clareadores produzem o
mesmo comportamento em relacdo as possiveis alteracdes na estrutura superficial dentaria;
(HO3) a topografia superficial do esmalte dentario humano mantém-se inalterada quando

utilizados diferentes cremes dentais;

MATERIAIS E METODOS:

O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissdo Cientifica e de Etica da Faculdade
de Odontologia da Pontificia Universidade Catolica do Rio Grande do Sul, sob numero
6742/2015. Ap6s foi aprovado pelo Sistema Nacional de Informagdo Sobre Etica em Pesquisa

envolvendo Seres Humanos, sob nimero 50877815.9.000.5336 através da Plataforma Brasil.
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Confeccio das amostras:

Trinta incisivos humanos extraidos por indicagdo terapéutica foram obtidos, através de

termo de consentimento assinado, para utilizagdo nesta pesquisa.

Com um disco diamantado flexivel de dupla face (7000 rpm - KG Sorensen, Cotia, SP,
Brasil) e irrigacdo constante, as raizes foram separadas das coroas dentarias e descartadas
conforme figura 1 - 1A. Dois blocos contendo esmalte e dentina foram removidos do terco
médio de cada coroa (figura 1 - 1B; 1C). Os espécimes foram mantidos em solugdo de timol
0,1% por 24 horas e posteriormente mantidos em saliva artificial por uma semana, sendo
trocada diariamente. No total, 56 amostras de 4x4x3 foram obtidas, de acordo com uma
metodologia previamente descrita’. Estas amostras foram avaliadas sob microscopia optica
VZM-200 (30x, Caltex, Irvine, California, Estados Unidos da América) e as que apresentavam
trincas ou outros defeitos foram descartadas. As amostras selecionadas foram incluidas em
resina composta, com a utilizacdo de uma matriz, mantendo-se a superficie vestibular 1mm

acima da altura da resina composta (figura 1 -1D).

Figura 1 — Desenho esquematico da preparaciao da amostra.

A superficie de esmalte foi polida utilizando lixas d’agua de 600, 1200, 2400'° numa

politriz horizontal Struers (Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil) por 20 segundos cada’. Pastas
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diamantadas com 6, 3, 1 e 0,25 um (Pasta diamantada, Arotec, Cotia, SP, Brasil) e feltro foram
utilizados para proporcionar um polimento adicional'!. As amostras foram divididas
aleatoriamente em quatro grupos de acordo com o creme dental utilizado ou controle (n=14)

conforme tabela 1.



Material Fabricante Principio ativo Outros componentes
G1 - Oral-B  |Procter & Gambler | Fluoreto de sédio Agua, silica hidratada, sorbitol, lauril sulfato
3D White do Brasil S.A., |(1450ppm de fliior) | sédico, aroma, hidréxido de sddio, goma de
Seropedica, RJ, e pirofosfato celulose, Mica CI 77891, polietileno, corante
Brasil dissodico artificial Blue 1 Lake, sacarina sddica, goma
xantana, carboméro e limoneno
G2 - Colgate | Colgate Palmolive Peroxido de Propileno glicol, pirofosfato de calcio,
Luminous S.A., San José hidrogénio 1% e glicerina, PEG/PPG-116/copolimero 66, PEG-
White Iturbide, monofluorfosfato |12, PVP-peroxido de hidrogénio, PVP, silica,
Advanced  |Guanajuato, México | de sodio 0,76%  aroma. pirofosfato tetrassodico, lauril sulfato
(1000 ppm) de sodio, pirofosfato dissédico, sacarina
sodica, sucralose, BHT, eugenol
G3 —Close-Up | Unilever Brasil Fluoreto de s6dio  Sorbitol, dgua, silica hidratada, PEG-32, lauril
Whitening [LTDA, Ipojuca, PE, |(1450ppm de fluor) sulfato sédico, aroma, mica, goma de celulose,
Diamond Brasil sacarina, fosfato trissodico, sacarina sodica,
Attraction copolimero PVM/MA, CI 74160, acetato de
tocoferol, limoneno
G4 - Controle - Farmax, Petrolato
Vaselina so6lida | Divindpolis, MG,
Brasil

Tabela 1 — Grupos e materiais utilizados na pesquisa.
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Apo6s o polimento, todas as amostras foram colocadas em lavadora ultrasonica L100
(Schuster, Santa Maria, RS, Brasil) por 10 minutos, com agua destilada, antes da avaliagao da

rugosidade superficial inicial.
Rugosidade superficial inicial (Rao):

A aferi¢ao da rugosidade superficial inicial (Rao, um) foi realizada com um rugosimetro
digital SJ 201 (Mitutoyo Surfest Analyzer, Toquio, Japao). Pararealizar a leitura da rugosidade,
a ponta diamantada do rugosimetro percorreu a superficie de 1.25 (reading lenght), com 0,25
de comprimento de amostragem (cutoff), com uma velocidade constante de 0,1 mm/s'!. A
rugosidade superficial de cada amostra foi determinada através da média aritmética obtida de 3

medic¢des consecutivas, realizadas em diferentes regides de cada amostra.
Escovacio simulada:

A escovacgdo foi realizada em méquina de escovacdo simulada desenvolvida pelo
Instituto Ideia da PUCRS. Cada corpo de prova foi fixado no orificio da placa acrilica com
auxilio de cera utilidade, permanecendo Imm acima da superficie da placa de acrilico. Cada
placa foi introduzida no reservatorio de acrilico, no qual foi adicionado 1g de creme dental,
aferido em balancga de precisao AG204 (Mettler-Toledo, Greifensee, Suica) para 1mL de dgua
destilada, utilizando seringa descartavel de SmL Luer Slip (Descarpack, Sdo Paulo, SP,
Brasil)!'!. O reservatério de acrilico é fixado & maquina de escovacio por parafusos metélicos.
Escovas de cerdas macias Colgate Essencial Care Colgate-Palmolive Ltda, Sao Paulo, SP,
Brasil) foram utilizadas com a aplicagdo de 200g de carga e velocidade de 250 ciclos por
minuto'2. As amostras foram submetidas a diferentes ciclos de escovagio: 825, 5.000 e 10.000'!

que representam aproximadamente 30 (t1), 180 (t2) e 365 (t3) dias de escovagdo simulada.
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Apo6s cada ciclo de escovacdo, as amostras foram lavadas com &agua destilada e
colocadas em lavadora ultrassonica por 10 minutos para posterior avaliacdo da rugosidade

superficial média.

Rugosidades superficiais médias intermediarias e finais (Rai, Raz., Ras):

As rugosidades superficiais médias intermediarias e finais foram reavaliadas nos
tempos ti, t2 e t3 gerando as rugosidades Rai, Ra; e Ras. Estas rugosidades foram avaliadas no
sentido perpendicular ao sentido realizado pelas cerdas das escovas dentais durante a
escovacao, verificados através da marcagao realizada previamente. As medi¢des das rugosidade

superficiais médias e finais foram realizadas através da mesma forma que as iniciais (Rao).

Uma amostra de cada grupo nao foi submetida a escovacao (to) para ser avaliada na
Microscopia Eletronica de Varredura por Campo. Em cada tempo (ti, to, t3) uma amostra
também foi removida com a mesma finalidade. Assim, um total de 14 amostras foram
designadas para cada grupo, porém devido a remocao sequencial para analise de topografia
(Microscopia Eletronica de Varredura por Emissao de Campo), foram mantidas sempre as
mesmas 10 amostras (n=10)'? para andlise da rugosidade superficial média, ou seja, a mesma

amostra foi avaliada nos diferentes tempos, caracterizando uma analise de medidas repetidas.

Topografia superficial do esmalte:

Microscopia Eletronica de Varredura por Emissao de Campo:

Uma amostra de cada grupo foi utilizada nos diferentes tempos (to, t1, t2, t3) de escovagdo
simulada para avaliacdo da topografia da superficie do esmalte. As amostras foram secas com
leves jatos de ar, fixadas em stubs de aluminio e metalizadas através da deposi¢ao de ions de
prata (100 segundos, 60mA) através da utilizacdo de um dispositivo de pulverizacdo catodica
(Bal-Tec SCD 005, Leica Microsystems, Wetzlar, Hesse, Alemanha). Todas as imagens foram

obtidas com a mesma magnificacao (5000x) e escala de 30 pum em Microscopio Eletronico de
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Varredura por Emissao de Campo (FEG-SEM, Inspeccionar F50, FEI, Hillsboro, OR, Estados

Unidos da America).

Microscopia de Forca Atomica:

Trés amostras de cada grupo, nos diferentes tempos (to, ti, t2, t3), foram selecionadas
aleatoriamente para avaliagdo em Microscopia de For¢a Atdémica (MFA, Dimension Icon,
Bruker, Billerica, MA, Estados Unidos da América). As amostras nao necessitaram de
preparagao, porém foram colocadas em uma lavadora ultrassonica por 10 minutos com agua
destilada, e apos foram secas com leves jatos de ar. O modo utilizado para obtencao das imagens
foi o Peak Force Tapping. O tamanho selecionado para a obtencao das imagens foi de 60um
por 60um e as imagens foram geradas pelo programa NanoScope Analysis 1.40 (Bruker,

Billerica, MA, Estados Unidos da America).

Analise estatistica:

Os resultados foram avaliados através do programa para Windows SPSS versao 21
(SPSS Inc, Chicago, Illinoins, EUA) sendo submetidos ao teste de Levene e Kolmogorov-
Smirnov para avaliar a homogeneidade e normalidade das amostras. Apos, os dados foram
avaliados através de Andlise de Variancia de Medidas Repetidas e Bonferroni para avaliagdao
intra-grupos ¢ Analise de Variancia e Dunnett para avaliagdo entre os grupos. Para todos os

testes, foi considerado 0=0,05.
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RESULTADOS:

Rugosidade superficial:

Os resultados foram submetidos ao teste de Levene (p=0,01) e Kolmogorov-Smirnov
(»p=0,022) e ap6s foram submetidos a Anélise de Variancia de Medidas Repetidas e Bonferroni
para avaliacdo intra-grupos (tabela 2) que demonstrou similaridade no comportamento da
rugosidade para os grupos G1, G2 e G4, e diferenca estatisticamente significativa para o G3. O
mesmo ocorreu entre os grupos, com diferenca estatisticamente significativa para o G3

(p=0,001) com todos os grupos.

Grupos Média (DP) Média (DP) Média (DP) Média DP
Rag Ra; Ra; Ra;
G1B-p=1,000 | 0,071 +£,055° | 0,153 £,0408* | 0,177 +,043* 0,168 +,038?
G2B - p=1,000 | 0,07 +,0559° 0,152 +,048? 0,164 +,030? 0,194 +,041°
G3* - p=0,001 0,016 +,003° 0,036 +,017° 0,097 +,033? 0,108 +,039?
G458 - p=0,087 | 0,0394 +,051° | 0,143 +,0042% | 0,166+,034* | 0,173 +,0356

Tabela 2 — Médias (DP) para rugosidades superficiais iniciais, intermediarias e finais de cada grupo. Médias
seguidas de letras distintas indicam diferencas estatisticamente significativas de acordo com Analise de Variancia
de Medidas Repetidas e Bonferroni.
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Topografia superficial do esmalte:

Microscopia Eletronica de Varredura por Emissio de Campo:

As alteracdes na morfologia superficial do esmalte dentdrio foram avaliadas através de
Microscopia Eletronica de Varredura (Figura2). As amostras revelam que a superficie do
esmalte sofreu alteracdes na topografia superficial. As maiores rugosidades parecem estar
presentes nas imagens G1.2 e G4.2. As demais imagens apresentam-se muito similares a

imagem inicial (A).
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Figura 2 — Imagens obtidas pela Microscopia Eletronica de Varredura: A — Inicial (Rag); G1 - Oral B 3D White: G1.1 — Ray;
G1.2 —Ray; G1.3 —Rasz; G2 — Colgate Luminous White Advanced: G2.1 —Ra;; G2.2 —Ray; G2.3 — Ras; G3 — Close Up Whitening
Diamond Attraction: G3.1 — Ra;; G3.2 — Ra;; G3.3 — Ras;

G4 — Controle: G4.1 —Ra;; G4.2 — Ray; G4.3 — Rags;
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Microscopia de forca atomica:

Avaliando-se as imagens de MFA verifica-se na imagem A (inicial) uma superficie
tipica de esmalte polido com picos e vales de baixo relevo conforme ja descrito em um estudo
prévio'*. Em todos os grupos verifica-se imagens representativas de maior rugosidade com
vales e picos mais profundos como nas imagens G1.3, G2.2, G2.3, G3.2, G3.3 e G4.3. As
demais imagens mostram-se com rugosidade similar & da imagem inicial com vales e picos

pouco profundos.
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Figura 3 — Imagens obtidas pela Microscopia de For¢a Atdmica (60um x 60 pm) : A — Inicial (Raop); G1 - Oral
B 3D White: G1.1 — Ra;; G1.2 — Ray; G1.3 — Ras; G2 — Colgate Luminous White Advanced: G2.1 — Ra;; G2.2
— Ray; G2.3 — Raz; G3 — Close Up Whitening Diamond Attraction: G3.1 — Ra;; G3.2 — Ra,; G3.3 — Ras;

G4 — Controle: G4.1 — Ra;; G4.2 — Ray; G4.3 — Rag;



51

DISCUSSAO:

No presente estudo, foi avaliado o efeito dos cremes dentais clareadores na rugosidade
superficial do esmalte dental humano. Para estudos in vitro, normalmente sao utilizados
terceiros molares inclusos. Porém, devido a maior susceptibilidade dos dentes inclusos aos
processos de abrasdo e erosao por nao terem passado pelo estdgio de maturagao pds-eruptiva
do esmalte!®, optou-se pela utilizagdo de incisivos humanos. Este substrato tem sido utilizado

em pesquisas envolvendo processos de abrasio e erosdo e escovacgio simulada'® %,

A hipoétese nula referente ao efeito dos cremes dentais clareadores na alteragdo da
rugosidade superficial do esmalte dentario (HO;) foi aceita, apesar de todos os grupos
apresentarem a rugosidade aumentada. Como o aumento na rugosidade superficial do esmalte
também foi verificado no grupo controle, sugere-se que a escovacio dentaria'® seja responsavel

pela alterag¢@o da rugosidade dentaria e ndo os cremes dentais.

Porém como a rugosidade proporcionada pelos cremes dentais foi estatisticamente
diferente para o G3, a hipotese nula referente ao comportamento dos cremes dentais foi rejeitada
(HO2). O G3 apresenta o mesmo tipo de abrasivo que o G1, porém diferencas na forma,
distribui¢do, tamanho e caracteristicas superficiais dessas particulas podem determinar

variabilidade no modo de agfio destes produtos’.

Estudos prévios!# 120

mostraram que agentes clareadores com perdxido de hidrogénio
podem alterar a superficie dentaria, porém a incorporagao de peroxido de hidrogénio na
formulacao de cremes dentais ndo determinou maior rugosidade na superficie do esmalte

dentario. Possiveis explicacdes podem estar associadas a pequena porcentagem utilizada (1%)

e a presenca de agentes de polimento que auxiliam na regularizacio da superficie®.
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Em relagdo a topografia do esmalte dentario, diferencas foram observadas nos diferentes
grupos, ao longo do tempo. Assim, a hipdtese nula (HO3) foi rejeitada. Ao avaliar a rugosidade
através da MEV, as maiores rugosidades ESTAO presentes nas imagens G1.2 e G4.2. Enquanto
que na MFA as imagens representativas de maior rugosidade com vales e picos mais profundos

estdo presentes nas imagens G1.3, G2.2, G2.3, G3.2, G3.3 e G4.3.

Estudos com amostras de esmalte humano submetidos a processos de abrasao dentaria
e avaliados através de ambas as técnicas de microscopia (MEV e MFA) sdo escassos na
literatura dificultando a possivel comparagdo entre as imagens. Apesar das técnicas serem
complementares, a quantificagdo de perda de estrutura dentdria também ¢ de grande
importancia e caracteriza-se como uma limitacao deste estudo. Programas computacionais que
quantifiquem e mapeiem as altera¢des na superficie dentéria ja foram propostos anteriormente
e poderiam determinar uma precisdo maior destes resultados’!. A estimacio de possivel perda
mineral reversivel ou que ndo cause prejuizo a estrutura dentaria, ocasionada anualmente por
abrasdo dentaria, ndo ¢ conhecida, assim a associacdao de diferentes métodos pode auxiliar a
definir estes parametros, j& que uma maior rugosidade superficial média in vitro, ndo

necessariamente esta associada a danos in vivo.

No presente estudo, prismas de esmalte ndo foram visualizados nas imagens de
topografia superficial do esmalte, porém a necessidade de polimento pode determinar exposi¢ao
de camadas diferentes de esmalte das encontradas in vivo'®, assim esta situaco constitui-se uma
limitacdo deste estudo, pois comparagdes in vivo € in vitro tornam-se limitadas. Sugere-se mais
estudos para avaliacdo da rugosidade superficial do esmalte em diferentes camadas deste

substrato.
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CONCLUSOES:

Frente as limitagcdes deste estudo in vitro, conclui-se que todos os cremes dentais
aumentaram a rugosidade superficial do esmalte, com comportamento intra-grupo similar ao
grupo controle, com exce¢do do dentifricio Close-Up Whitening Diamond Attraction. E entre
0s grupos e tempos, o comportamento foi similar para todos, com exce¢do do creme dental
Close-Up Whitening Diamond Attraction. Na topografia superficial do esmalte humano,
avaliada através de MEV e MFA, alteracdes foram visualizadas nos diferentes grupos,

principalmente, na escovagao dental simulada ap6s 180 e 360 dias.
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DISCUSSAO GERAL:

O interesse em avaliar possiveis modifica¢des na estrutura dentaria através da utilizacao
de cremes dentais ¢ verificado na literatura odontoldgica hd mais de sessenta anos (Schemehorn,
Moore & Putt, 2011) A introdugdo de dentifricios clareadores, com composi¢des distintas,
visando a alteragdo da coloragdo intrinseca, preven¢ao e remog¢ao de pigmentagdes extrinsecas
e a obten¢do de um efeito Optico de clareamento, tornaram as formula¢des quimicas dos
dentifricios cada vez mais complexas (JOINER, 2010).

Além disso, processos de abrasdo e erosdo dentaria podem estar associados a escovagao
dentaria (Lima, Melo & Passos et al, 2013). Verifica-se que estes fatores podem estar
relacionados a quantidade de abrasivo e substincias quimicas erosivas presentes nos cremes
dentais (Patil, Ankola & Hebal, 2014), além do proprio efeito mecanico da escovacao dentéria
(Kumar, Kumari & Acharya et al, 2014). No presente estudo, avaliou-se a abrasividade
proporcionada por trés cremes dentais clareadores em dois substratos diferentes.

Dentes humanos sao referidos como supostamente o substrato que maior teria relevancia
clinica quando utilizados em pesquisas in vitro, porém limitagdes referentes a integridade das
coroas e dificuldade em obtencdo da quantidade suficiente para uma amostra representativa
fizeram com que outras alternativas fossem estudadas para a realizacdo de pesquisas in vitro
(YASSEN, PLATT E HARA, 2011).

Incisivos bovinos sdo os substitutos mais utilizados e esse uso tém crescido nos Gltimos
trinta anos. A facilidade de obtencdo dos mesmos, a presenca de uma ampla superficie que
proporciona a obten¢do de mais de uma amostra e a quase auséncia de defeitos superficiais

tornam sua aplicabilidade mais acessivel (YASSEN, PLATT E HARA, 2011).
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No presente estudo avaliou-se a homogeneidade das amostras através do teste de
Kolmogorov-Smirnov e verificou-se que as amostras bovinas apresentaram homogeneidade
entre si, enquanto que a amostra de dentes humanos mostrou diferengas significativas entre si.
A homogeneidade das amostras bovinas pode ser atribuida a fatores como o fato de as amostras
pertencerem a animais da mesma linhagem genética, idades semelhantes e submetidos a mesma
dieta (WEGEHAUPT, GRIES & WIEGAND et al, 2008; YASSEN, PLATT & HARA, 2011).

Ao ser realizado o mesmo estudo em dentes humanos, uma variabilidade muito grande
de superficie foi encontrada o que limitou as possiveis comparagdes entre os grupos. Possiveis
explicacdes seriam variabilidades na dieta, étnicas e idade que podem alterar a estrutura do
esmalte dentario (Yassen, Plat e Hara, 2011). Estudos prévios (Ozkan, Kansu & Ozak, 2013;
Kumar, Kumari, Acharya et al. 2014; Kumar, Kumar, Grupta et al. 2015) realizados com dentes
humanos mostraram a mesma condi¢do de ndo homogeneidade entre os grupos.

Avaliando-se as diferengas entre os dois substratos, os resultados sdo controversos. Para
avalia¢do de modelos de desmineralizagdo e remineralizacdo em esmalte dentario, ainda ndo ha
consenso se o uso de esmalte bovino pode ser um substituto adequado para estudos in vitro
(Yassen, Platt & Hara, 2011). Ao avaliar a remineralizacdo de manchas brancas, in vitro, através
da utilizacdo de dentifricios fluoretados em esmalte humano e bovino (Karlinsey, Mackery &
Walker, 2011) encontraram comportamento significativamente diferente entre os substratos.

No presente estudo, o comportamento que os cremes dentais clareadores apresentaram
ao longo do tempo, em ambos os substratos, foi similar, apesar das diferencas entre a
homogeneidade das amostras bovinas € humanas.

Assim, mais estudos tornam-se necessarios para a validacao do substrato bovino como
sendo adequado para modelos de estudo in vitro envolvendo abrasdo e erosdao do esmalte
dentario humano.

A avaliagdo de abrasdo e erosdao em superficie dentaria pode ser realizada através de

diferentes métodos que permitem avaliagdes quantitativas ou qualitativas das superficies
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dentarias. Rugosimetros, perfilometros, Microscopia Eletronica de Varredura, Microscopia
Eletronica 3D com variacao de foco, Microscopia Confocal e Microscopia de For¢a Atomica
sao algumas das opgdes disponiveis.

Avaliando-se a literatura disponivel, verifica-se que a Microscopia Eletronica de
Varredura ¢ o método mais utilizado para avaliagao qualitativa da superficie de esmalte exposta
a processos de abrasdo e erosdo. Porém, apresenta como desvantagem a necessidade de
preparagao das amostras previamente a sua analise, o que pode causar alteragdes na estrutura
do esmalte, j& que a superficie dentdria caracteriza-se por ser mais sensivel devido aos processos
de abrasdo e erosio (HEGEDUS, BISTEY & FLORA-NAGY, 1999).

Microscopia de Forca Atomica ¢ utilizada ha mais de quinze anos para avaliagdo de
topografia de superficie de esmalte dentario, porém ainda ¢ considerado um método pouco
utilizado para este fim. Inicialmente, apresentava limitagdes como a velocidade de aquisi¢ao da
amostra e devido ao contato constante da sonda e de pouca sensibilidade, assim imagens com
muita saturagdo eram fornecidas através do software (LIMA, MELO & PASSOS et al, 2013;
HEGEDUS, BISTEY & FLORA-NAGY, 1999).

Nos ultimos anos, novos modos de captagdo de imagens, como o Peak Force Trapping,
e atualizacgdes e aperfeicoamentos nos programas computacionais resultaram em imagens mais
apuradas em trés dimensdes através de capturacdo de imagens em modo intermitente o que
previne danos ao substrato durante a avaliagdo do mesmo ja que o esmalte dentario apresenta-
se de maneira fragil, principalmente quando exposto a substincias clareadoras (FREITAS,
ESPEJO & BOTTA).

Como limitacdo da MFA, a méxima extensdo das imagens (100um x 100um) pode ser
considera ndo representativa para alguns parametros de analise (LIMA, MELO & PASSOS et

al, 2013).
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Frente ao exposto, a Microscopia de For¢a Atdmica mostra-se como uma alternativa
ainda muito promissora para avaliacdo de topografia de esmalte dentario sendo mais estudos

necessarios para aperfeicoamento do método.



Capl’tulo b,

Artigo 3 — Analise da alteracao de cor, rugosidade e topografia superficial de

esmalte dentario bovino submetido a diferentes agentes clareadores caseiros.

RESUMO:

O objetivo deste estudo in vitro foi avaliar o efeito de agentes clareadores na alteracao de
cor (AE, AL, Aa, Ab), rugosidade superficial média e topografia superficial do esmalte
dentario bovino. Para a avaliagdo da cor, cinquenta coroas de incisivos bovinos foram
submetidas a profilaxia com jato de bicarbonato e randomizadas em um grupo controle e
quatro grupos de acordo com o agente clareador utilizado: G1 — Grupo controle — saliva
artificial, G2 — Peréxido de carbamida 10%, G3 — Peroxido de carbamida 22%, G4 —
Per6xido de hidrogénio 4%, G5 — Peroxido de hidrogénio 10%. Para avaliagdo da
rugosidade superficial média (Ra, um) e topografia superficial, cinquenta e cinco
amostras foram obtidas de outros vinte incisivos bovinos e foram randomizadas nos
mesmos cinco grupos. A rugosidade superficial média foi avaliada previamente a
exposicao aos agentes clareadores e apds o término dos 14 dias de tratamento. Para a
avaliacdo da alteragdo de cor, os grupos foram submetidos a teste t para comparacao dos
fatores AE1 - AEo, L1 - Lo, a1 — ao, b1 -bo € para comparagao entre os grupos, estes foram
submetidos a Analise de Variancia de um fator e Dunett. Para avaliacao da rugosidade
superficial média, os grupos foram submetidos a teste t para avaliagao da diferenga entre
a rugosidade superficial média final e inicial e Analise de Variancia e Tukey para
avaliacdo entre os grupos. A topografia superficial do esmalte foi avaliada através de

Microscopia Eletronica de Varredura e de Forga Atdmica. Diferengas estatisticamente
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significativas entre os grupos foram encontradas para os fatores AE, AL e Ab. Para a
rugosidade superficial média, verifica-se que os G2 e G5 apresentam-se estatisticamente
semelhantes ao grupo controle. Verifica-se que os G3 e G4 apresentam-se
estatisticamente semelhantes entre si, e diferentes do controle, porém similares ao G2 e
G5. Em relacdo a topografia superficial do esmalte, alteragdes foram verificadas para
todos os grupos, com exce¢do do grupo controle. Conclui-se que agentes clareadores
caseiros com diferentes composicdes € concentragdes apresentam resultados
estatisticamente diferentes em relagdo a alteragao de cor, rugosidade superficial média e

topografia superficial do esmalte.

PALAVRAS-CHAVE: Clareamento dental, Microscopia Eletronica de Varredura,

Microscopia de For¢a Atomica.

INTRODUCAO:

Clareamento dentario caseiro, supervisionado por cirurgido-dentista, com a
utilizagdo de moldeiras personalizadas e gel de peroxido de carbamida 10% foi
introduzido na odontologia por Haywood e Heymann!, em 1989. Caracteriza-se por ser
seguro, eficiente e de baixo custo®. Também, é um dos métodos mais utilizados quando
se visa clarear dentes e ¢ considerado o padrdo-ouro para comparagdes com outras

técnicas odontoldgicas que visam alteracdo da coloragio dentaria’.

Porém, devido ao interesse por celeridade no tratamento*, produtos com peréxido

de carbamida em outras concentra¢des foram introduzidos no mercado. Atualmente,
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concentragdes de até 22% sdo utilizadas para acelerar o processo de clareamento. Além
disso, outros materiais como os que contém peroxido de hidrogénio entre 3 e 14% também

se encontram disponiveis comercialmente>®.

O gel de peroxido de carbamida a 10% decompde-se em 3,5% de peroxido de
hidrogénio e 6,5% de ureia’, este dado sugere que o efeito produzido por 3,5% de
peréxido de hidrogénio deveria ser similar ao de peréxido de carbamida 10%’. Porém,
quando avaliada a degradacdo do hidrogénio nos peroxidos de carbamida e hidrogénio,
verifica-se que esta ¢ mais lenta no peroxido de carbamida®, o que pode ocasionar
diferengas nas alteragdes da superficie do esmalte dentario e cor dentaria. Além disso, a
presenga de carbopol nos agentes clareadores também pode ocasionar alteragdes no

substrato dentario’.

A efetividade do clareamento dental baseia-se na alteragao da cor dentaria, assim
diferentes sistemas encontram-se disponiveis para avaliagdo do efeito clareador.
Espectrofotometros apresentam-se como um método objetivo e amplamente utilizado em

estudos*®!10-13,

A afericdo da cor baseia-se no sistema CIE-Lab (Commission
Internationale de I’Eclairage, 2004) que considera trés eixos espaciais, denominados L*,
a*, b*, no qual o eixo L* representa a luminosidade com variacao de 0 (preto) a 100
(branco), enquanto que o eixo a* esta associado aos matizes vermelho e verde. E, por fim,

112

o eixo b*, alterna-se de amarelo a azul'“. A diferenga de cor final e inicial (AE) também

¢ registrada pelo espectrofotometro.

Contudo, além do efeito clareador, torna-se importante avaliar possiveis
alteracdes relacionadas a rugosidade e topografia na estrutura dentaria que podem ocorrer
apos a utilizagdo de agentes clareadores. Assim, as hipdteses nulas testadas neste estudo
sdo: (HO1) ndo ha alteragdo no comportamento clareador para as diferentes composicdes

e concentragdes dos géis clareadores no esmalte dental bovino; (HO2) os diferentes géis
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clareadores ndo alteram a rugosidade superficial do esmalte bovino; (HO03) a topografia
superficial do esmalte dentdrio bovino mantem-se inalterada quando utilizados os

diferentes agentes clareadores.

MATERIAIS E METODOS:

O protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Odontologia da Pontificia Universidade Catdlica do Rio Grande do Sul sob o numero

6231/2015.

Confeccido das amostras:
Avaliacio de cor:

Para avaliar a alterag¢do de cor, cinquenta incisivos bovinos foram coletados logo
apods o sacrificio dos animais para a industria alimenticia. Com um disco diamantado
flexivel de dupla face (KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil — 7.000 rpm), as raizes foram
separadas das coroas dentarias e descartadas. As amostras foram mantidas em solugdo de
timol 0,1% por 24 horas e posteriormente mantidas em saliva artificial por uma semana
com trocas diarias da saliva, tempo de inicio da pesquisa. Foi realizado profilaxia nas
coroas dentarias com jato de bicarbonato para remocdo de manchas extrinsecas. Para
garantir que a afericdo da cor fosse realizada sempre no mesmo local, placas de
copolimero de etileno e acetato de vinila de Imm (FGM, Joinville, SC, Brasil) foram
levadas a uma plastificadora a vacuo e posicionadas sobre as amostras. Apds, a

circunferéncia do bocal do espectrofotometro (Vita Easyshade, Advence Zahnfabrik, Bad
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Sackingen, Alemanha) foi marcada no terco médio de cada dente e removida com bisturi.

As coroas foram divididas aleatoriamente em 5 grupos (n = 10), conforme tabela 1.
Rugosidade superficial média (Ra, pm):

Para avaliar a rugosidade e topografia do esmalte bovino, outros vinte incisivos
bovinos foram coletados logo apds o sacrificio dos animais para a induastria alimenticia.
Com um disco diamantado flexivel de dupla face (700 rpm — KG Sorensen Cotia, SP,
Brasil) e irrigacao constante, as raizes foram separadas das coroas dentarias e descartadas.
Trés blocos contendo esmalte e dentina foram removidos do ter¢o médio de cada coroa.
Os espécimes foram mantidos em solucdo de timol 0,1% por 24 horas e posteriormente
mantidos em saliva artificial por uma semana, sendo trocada diariamente. Cinquenta e
cinco amostras de 4x4x3 foram obtidas, de acordo com uma metodologia previamente
descrita por Attia, 2015'*. Estas amostras foram avaliadas sob microscopia éptica VZM-
200 (30x, Caltex, Irvive, California, EUA) e as que apresentavam trincas ou outros
defeitos foram descartadas. A superficie de esmalte foi polida utilizando lixas d"agua de
600, 1200 e 2400'> numa politriz horizontal Struers (Panambra, Sdo Paulo, SP, Brasil)
por 20 segundos cada. Pastas diamantadas com 6, 3, 1 ¢ 0,25 um (Pasta diamantada,
Arotec, Cotia, SP, Brasil) e feltro foram utilizados para proporcionar um polimento

adicional'®

. Apdés o polimento, todas as amostras foram colocadas em lavadora
ultrassonica L100 (Schuster, Santa Maria, RS, Brasil) por 10 minutos, com agua destilada

e foram divididas aleatoriamente em cinco grupos de acordo com o agente clareador

utilizado ou controle (n=11) de acordo com a tabela 1.



Material Lote Fabricante Tempo Componentes
de
eXposi¢cdo
G1 - Saliva artificial | 697400 Apoteka, Porto - Agua deionizada, fosfato de hidrogénio de di-
— controle Alegre, RS, potassio, cloreto de potéassio, cloreto de
Brasil magnésio hexa-hidratado, cloreto de sddio,
fluoreto de sodio

G2 - Peroxido de | 1520800711 | 3M do Brasil |4 horas | Peroxido de Carbamida 10%, agua purificada,
carbamida 10% Ltda, Sumaré, | diarias propilenoglicol, fluoreto de sodio, nitrato de
SP, Brasil potassio, aromatizante, espessante, conservante,

neutralizante e estabilizante
G3- Peréxido de | 1509100359 | 3M do Brasil |4 horas | Peroxido de Carbamida 22%, agua purificada,
carbamida 22% 1505800455 | Ltda, Sumaré, | diarias propilenoglicol, fluoreto de sodio, nitrato de
SP, Brasil potassio, aromatizante, espessante, conservante,

neutralizante e estabilizante
G4 - Peroxido de | 200115 FGM, Joinville, | 2  horas | Peroxido de Hidrogénio 4%, carbopol
hidrogénio 4% SC, Brasil diarias neutralizado, nitrato de potassio, fluoreto de
sodio, gluconato de cdlcio, estabilizante,

umectante, agua deionizada
G5 - Peroxido de | 270115 FGM, Joinville, | 30 Peréxido de Hidrogénio 10%, carbopol
hidrogénio 10% 110815 SC, Brasil minutos | neutralizado, nitrato de potassio, fluoreto de
diarios sodio, gluconato de cdlcio, estabilizante,

umectante, agua deionizada

Tabela 1 — Grupos e materiais utilizados na pesquisa.
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Registro de cor inicial:

A aferi¢ao da cor foi registrada com um espectrofotdometro, utilizando-se condigdes de
luz padronizadas. Entre todas as medicdes foi realizada a calibragdo do aparelho. As amostras
foram levemente secas com papel absorvente antes da afericdo da cor, objetivando-se manter a
hidratagcdo da amostra. A funcdo utilizada foi Medicdo Média (o aparelho realiza a média de
trés analises consecutivas). As cores iniciais correspondem respectivamente aos valores AE,

Lo, ao, bo.

Rugosidade superficial inicial (Rao):

A aferi¢ao da rugosidade superficial inicial (Rao, um) foi realizada com um rugosimetro
digital SJ 201 (Mitutoyo Surfest Analyzer, Toquio, Japao). Pararealizar a leitura da rugosidade,
a ponta diamantada do rugosimetro percorria a superficie de 1.25 (reading lenght), com 0,25
de comprimento de amostragem (cutoff), com uma velocidade constante de 0,1 mm/s'®. A
rugosidade superficial de cada amostra foi determinada através da média aritmética obtida de 3

medic¢des consecutivas, realizadas em diferentes regides de cada amostra.

Exposicao aos agentes clareadores:

Os grupos foram expostos aos agentes clareadores por 14 dias consecutivos, pelo tempo
de exposicao diario recomendado pelo fabricante conforme anteriormente descrito na tabela 1.
Quando as amostras nao estavam sendo submetidas ao clareamento, eram mantidas em saliva

artificial.

Registro de cor final:

Apoés a realizagdo dos procedimentos clareadores por 14 dias, as amostras foram

mantidas em saliva artificial por 24 horas e, ap0s este periodo, novas aferigdes foram realizadas,
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denominadas AEi, Li, ai, bi. A avaliacao da alteragdo de cor foi realizada avaliando-se a

diferenga entre os valores finais e iniciais, correspondendo as medidas AE, AL, Aa, Ab.

Rugosidade superficial média final (Rai):

Apo6s os grupos serem submetidos ao tratamento clareador por 14 dias, as amostras
foram mantidas em saliva artificial por 24 horas e a aferi¢ao da rugosidade superficial final

(Ray) foi realizada da mesma forma que as iniciais (Rao)

Topografia superficial do esmalte:

Microscopia Eletronica de Varredura por Emissiao de Campo (MEV):

Uma amostra aleatoria de cada grupo foi utilizada para avaliagdo da topografia
superficial do esmalte dentario pos-polimento (inicial) e outra amostra para avaliagao final (pds
clareamento dental). As amostras foram secas com leves jatos de ar, fixadas em stubs de
aluminio e metalizadas através da deposi¢ao de ions de prata (100 segundos, 60mA) usando-se
um dispositivo de pulverizacao catodica (Bal-Tec SCD 005, Leica Microsystems, Wetzlar,
Hesse, Alemanha). Todas as imagens foram obtidas com a mesma magnificacao (15000x) e
escala de 10 um em Microscopio Eletronico de Varredura por Emissao de Campo (FEG-SEM,

Inspeccionar F50, FEI, Hilbsboro, OR, EUA).

Microscopia de Forca Atomica (MFA):

Trés amostras de cada grupo, nos diferentes tempos, foram selecionadas aleatoriamente
para avaliacdo em Microscopia de For¢a Atdmica (MFA, Dimension Icon, Bruker, Billerica,
MA, EUA). As amostras ndo necessitaram de preparagdo, porém foram colocadas em uma
lavadora ultrassonica por 10 minutos com agua destilada, e apds foram secas com leves jatos

de ar. O modo utilizado para obtencao das imagems foi o Peak Force Tapping. Os tamanhos
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selecionados para as amostras foram de 60um por 60um. As imagens foram geradas pelo

programa NanoScope Analysis 1.40 (Bruker, Billerica, Ma, EUA).

Analise estatistica:

A andlise estatistica foi conduzida através do programa SPSS (versao 21, SPSS Inc,
Chicago, IL, EUA). Para avaliagcdo da cor, primeiramente os resultados foram submetidos ao
teste t para amostras pareadas para avaliacao das diferencas dos resultados finais e iniciais de
cada grupo (AE, AL, Aa, Ab). Apos, para a avaliacdo entre os grupos, os resultados foram

submetidos a ANOVA de um fator e teste post hoc Dunnett.

Para a avaliacdo da rugosidade superficial média (Ra) os resultados foram submetidos
ao teste t para amostras pareadas para avaliacdo das diferencas dos resultados finais (Rai) e
iniciais (Rag) de cada grupo. Por fim, para comparagdo entre os grupos, foi realizado Analise

de Variancia de um fator e ap6s ao teste post hoc Tukey.

RESULTADOS:

Alteracao de cor:

Os resultados obtidos para AEo, Lo, ap € bo foram tabulados assim como os de AE, Li,
ai, by ¢ foi-se calculada a diferenga entre eles definindo-se os valores AE, AL, Aa e Ab conforme

tabela 2.



Grupos AE AL Aa Ab
Gl -0,1005¢ (0,649) | -0,220%¢ (0,439) | 0,070%*(0,170) | 0,060%°(0,741)
G2 2,650%°(0,310) | 5,700%°(0,983) | 0,500% (0,347) | -1,810%*(0,970)
G3 2,5804°(0,610) | 6,410%°(0,874) | 0,040% (0,171) | -2,950%* (0,618)
G4 1,38044 (1,270) | 4,480%% (3,192) | -0,0125%(0,282) | -1,870%* (1,417)
G5 1.450% (1,193) | 3,800%%(2,823) | -0,140%%(0,279) | -2,520"* (1,055)
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Tabela 2 - Médias e (DP) para AE, AL, Aa, Ab de cada grupo. Médias seguidas de letras maitisculas distintas
indicam diferencas estatisticamente significativas de acordo com teste t para amostras pareadas (intra-grupo);
Letras minusculas distintas indicam diferencas estatisticamente significativas de acordo com Analise de Variancia
de um fator e Dunnett (entre os grupos) (0=0,05)

Para a avaliagdo intra-grupo, a diferenga entre os fatores finais e iniciais (AE, AL, Aa e
Ab) foi avaliada através de teste t para amostras pareadas. Nao houve diferencas
estatisticamente significativas para o grupo controle nos diferentes fatores. Todos os agentes
clareadores mostraram diferengas estatisticamente significativas para os fatores AE, AL e Ab.

Para o fator Aa, nenhum grupo mostrou diferenca estatisticamente significativa.

A alteracao da cor entre os grupos foi avaliada através de Analise de Variancia de um
fator e Dunnett e verifica-se que ocorreram alteragdes estatisticamente significativas entre os

grupos, nos diferentes fatores AE, AL, Ab (conforme tabela 2).

Para os fatores AE e AL, o grupo controle apresentou diferenga estatisticamente
significativa dos demais. J& os grupos G2 e G3 apresentaram-se similares estatisticamente ao

G4, porém com diferenca estatisticamente significante do grupo GS5.
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Avaliando-se o Ab, verifica-se que todos os grupos submetidos a agentes clareadores
obtiveram similaridade estatistica entre si, porém diferiram-se estatisticamente do grupo

controle (G1). Para o fator Aa, nenhum grupo mostrou diferenga estatisticamente significativa.

Rugosidade superficial média (Rao, Rai e Rai-o):

Primeiramente, os resultados foram submetidos ao teste t pareado para avaliacdo da
diferenca entre a rugosidade final e inicial em cada grupo (Rai.g). Os resultados obtidos

encontram-se na tabela 2.

Grupos Média e DP Média e DP Diferenga - Rai.o
Rag Ray Rai.o
Gl 0,125° (0,279) 0,131°(0,310) 0,006®
G2 0,116 (0,323) 0,160% (0,012) 0,04478
G3 0,107° (0,044) 0,159% (0,054) 0,052
G4 0,101° (0,036) 0,170% (0,033) 0,069*
G5 0,112°(0,031) 0,149% (0,031) 0,0374B

evidenciam diferencgas nas rugosidades iniciais ¢ finais submetidas ao teste t (intra-grupo). Letras maitisculas
distintas evidenciam diferengas estatisticamente significativas entre os grupos quando submetidos a Analise de
Variancia e Tukey.

Todos os grupos mostraram-se com diferenga estatisticamente significativa para
rugosidade superficial média ao teste t para avaliacdo intra-grupo, com exce¢do do grupo
controle (G1), que apresentou similaridade estatistica apos os 14 dias mantidos em saliva

artificial, com trocas diarias.
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Avaliando-se a alteragdo da rugosidade superficial média entre os grupos através de
Andlise de Variancia e Tukey, verifica-se que os G2 e G5 apresentam-se estatisticamente
semelhantes ao grupo controle. Verifica-se que os G3 e G4 apresentam-se estatisticamente

semelhantes entre si, e diferentes do controle, porém similares ao G2 e GS5.

Topografia superficial do esmalte:

Microscopia Eletronica de Varredura por Emissao de Campo:

As altera¢des na morfologia do esmalte dentario foram avaliadas através de Microscopia
Eletronica de Varredura (Figura 1). A amostra do grupo controle (G1) apresenta similaridade a
imagem inicial (A). Ja as imagens dos grupos G2, G3 e G5 apresentam leves sinais de alteragao
enquanto que a imagem do grupo G4 apresenta maiores alteragdes da topografia superficial do

esmalte.

Figura 1 — Imagens de Microscopia Eletronica de Varredura (x15000 - 10um). A — Imagem inicial; G1 — Controle, G2 —
Perdxido de carbamida 10%, G3 — Perdxido de carbamida 22%, G3 — Perdxido de hidrogénio 4%, Perdxido de
hidrogénio 10%.
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Microscopia de For¢a Atomica:

Avaliando-se as imagens de Microscopia de For¢a Atdmica (MFA) verifica-se na
imagem 1 (inicial) uma superficie tipica de esmalte polido com picos e vales de baixo relevo
conforme ja descrito em um estudo prévio'’. As imagens referentes aos G2, G3 apresentam-se
com o0 mesmo padrio de alteragdo na topografia superficial do esmalte, enquanto que os G4 e

G5 apresentam similaridade na topografia superficial do esmalte dentério inclusive com o G1.
A

|‘ G2

l 54

Figura 2 — Imagens de Microscopia de For¢a Atdmica (60pum X 60 um). A—Imagem inicial; G1 — Controle, G2 —
Peroxido de carbamida 10%, G3 — Perdxido de carbamida 22%, G3 — Perdxido de hidrogénio 4%, Perdxido de
hidrogénio 10%.
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DISCUSSAO:

O presente estudo avaliou o efeito de agentes clareadores para uso caseiro, sob
supervisao do cirurgido-dentista, em relagdo a alteragdo de cor, de rugosidade superficial e da

topografia superficial do esmalte dental bovino.

Alteragdes de cor dentaria podem ser avaliadas através de métodos subjetivos ou através
do uso de instrumentagdo objetiva. Métodos subjetivos, como a utilizagdo de escalas de cores,
produzidas em acrilico ou porcelana, sdo limitados devido a varidveis como a condicao de

luminosidade do local, experiéncia, idade e fadiga ocular do examinador!'®.

O sistema CIE-Lab caracteriza-se por ter trés referéncias: matiz, luminosidade e
saturacao. Através do espectrofotometro, a cor pode ser quantificada a partir de seu local num
espaco tridimensional L*, a*, b*, o que faz com que este dado se torne objetivo e acurado'*2°.
O valor L* varia de 0 (preto) a 100 (branco), e os valores a* e b* estdo relacionados a
coordenadas de cromaticidade. Enquanto o valor a* varia de um lado negativo (mais
esverdeado) para o lado positivo (mais avermelhado), o valor b* varia de um lado negativo
(mais azul) para o lado mais amarelo (lado positivo)!?. Assim, quando o clareamento dental é

realizado, objetiva-se aumento do fator L* e resultado negativo para o fator b* (menos

amarelo)?’.

Quando da utilizagdo do espectrofotometro, este ja disponibiliza o valor de AE sem a
necessidade de calcula-lo. Esta informagao seria o correspondente ao valor de uma escala de
cores, porém sua utilizagdo isolada, faz com que o espectro de cores nio seja avaliado?'. No
presente estudo, os grupos mostraram diferengas entre si relaciondas a alteragdo de cor (AE),
assim a hipotese nula (HO1) foi rejeitada. Avaliando-se os grupos correspondentes ao perdxido
de carbamida (G2 e G3), estes mostraram maiores valores de AE, o que poderia determinar um

melhor resultado para o clareamento para estes grupos. Porém, avaliando-se os fatores L*, a*,
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b*, verifica-se que o resultado do clareamento ¢ muito mais complexo, ja que envolve alteracao

de saturacdo e luminosidade e que todos estes fatores devem ser avaliados.

Além disso, os valores obtidos para o AE variaram entre 1.450 e 2.650. Valores
estimados para estudos clinicos randomizados variam entre 4.000 e 5.000%2. Além das
diferengas metodologicas (in vivo versus in vitro), possiveis explicacdes para esta diferenca
estdo associadas ao tempo de duragdo do clareamento, pois apesar de haver na literatura
tratamentos com duracdo de 4 semanas, os fabricantes dos produtos utilizados na presente
pesquisa indicam 14 dias de tratamento. Além disso, variagdes relacionadas ao substrato
também estdo presentes. O esmalte dental bovino apresenta um valor L* maior que o mesmo

substato humano®*2*

, 0 que pode acarretar diferencas na altera¢do de cor quando comparado ao
esmalte dental humano. Possiveis justificativas estdo relacionadas a idade de coleta dos dentes.
Enquanto dentes bovinos sdo de animais jovens; quando da utilizagdo de dentes humanos, estes
normalmente sdo provenientes de doenga periodontal, assim estima-se que de pessoas com mais
idade®*. Esta mesma caracteristica também foi encontrada no estudo de Kwon, 20022,

Portanto, mais estudos sdo necessarios para comparagdo de possiveis diferengas entre os dois

substratos quando da avaliacao de alteracao de cor por agentes clareadores.

No presente estudo, todos os agentes clareadores mostraram diferengas estatisticamente
significantes nos valores AL e Ab. Observa-se que os dois grupos nos quais foram utilizados
peroxido de carbamida, a diferenca na luminosidade (AL) foi maior (numericamente), enquanto
que quando utilizado perdxido de hidrogénio, estes valores foram menores. Para o fator Ab,
verifica-se que as maiores concentracdes de perdxido de carbamida (G3) e hidrogénio (GS5)
determinaram uma maior alteracdo (menos amarelo, mais azul), porém sem diferenca
estatisticamente significativa entre eles. Portanto, parece que a composicao do agente clareador
parece determinar uma maior luminosidade ao esmalte dental, enquanto que a concentragao do

produto pode estar associada a alteracdo de saturacdo (menos amarelo) quando utilizados pelo
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mesmo periodo de tratamento. No estudo de Meireles ef al’, o comportamento para o Ab foi
similar ao deste estudo quando utilizado perdxido de carbamida a 10 e 16%. Enquanto que no
estudo de Llambes et al'?, peroxido de carbamida a 22% também determinou maior
luminosidade do que peroxido de hidrogénio, mesmo numa concentragdo muito mais alta do

que a utilizada na presente pesquisa (37,5%).

Em relagdo a rugosidade superficial do esmalte, todos os grupos mostraram diferencas
estatisticamente significantes entre Ra; e Rag, com excec¢do do grupo controle (G1), portanto a
hipdtese nula (HO.) foi rejeitada. Além disso, avaliando-se a diferenga na rugosidade superficial
média entre os grupos, verificou-se que os G2 e G5 apresentaram-se estatisticamente
semelhantes ao grupo controle, enquanto que os G3 e G4 apresentaram-se estatisticamente
semelhantes entre si. Apesar de os grupos G3 e G4 diferirem-se do grupo controle, mostraram-

se estatisticamente semelhantes aos G2 e GS5.

O uso de peroxido de carbamida a 10% mostrou-se similar ao controle em relacdo ao
efeito na rugosidade superficial. Este resultado estd de acordo com os de Pinto et al, 2004%°,
Moraes et al, 2006°° e Know et al, 2015%. No estudo de Faraoni-Romano, 2007%7, a rugosidade
superficial do esmalte mostrou-se similar tanto na utilizagdo de peroxido de carbamida 10%,
quanto no 22%, enquanto que no presente estudo o G3 mostrou-se diferente estatisticamente do

controle, porém similar ao 10%.

No presente estudo, o gel de perdéxido de hidrogénio a 4% mostrou rugosidade
superficial média estatisticamente diferente do grupo controle, enquanto que para o perdxido
de hidrogénio a 10%, ndo houve diferenga do controle. Diferentes protocolos de aplicagdo, além
de diferencas no grau de saturacdo, pH, acidez tituldvel, propriedades dos quelantes e
viscosidade podem determinar estas alteragdes®®?°. Assim, mais estudos sdo necessarios para

compreender como estas variaveis podem alterar o mecanismo de agao e rugosidade superficial



77

do esmalte de dentes bovinos. Além disso, estudos in vitro normalmente sdo realizados em dois

diferentes substratos (humano e bovino), o que também pode influenciar nos resultados.

Em relacdo a topografia da superficie, as imagens ndo revelam prismas de esmalte, com
pouca diferenca na rugosidade nos grupos G2, G3 e G5 quando avaliada em Microscopia
Eletronica de Varredura. Ja a imagem correspondente ao G4 apresenta rugosidade maior, assim
a hipotese nula referente a topografia do esmalte (HO3) foi rejeitada. Além disso, todas as
amostras evidenciam sulcos que podem ser atribuidos ao processo de polimento necessario para

avaliacdo da rugosidade superficial do esmalte dental.

Ao avaliar as imagens de Microscopia de For¢ga Atdmica, diferencas na rugosidade sao
perceptiveis principalmente para os grupos G2 e G3. As diferentes composicdes do agentes
clareadores parecem influenciar na alteragdo da topografia superficial do esmalte. Como a
literatura ¢ escassa em relacdo ao uso de MFA em substrato bovino submetido a diferentes
agentes clareadores, mais estudos sdo necessarios para avaliar possiveis alteragdes na
topografia superficial do esmalte, relacionadas a diferentes composi¢des e concentragdes de

agentes clareadores utilizados para clareamento caseiro, supervisionado por cirurgido-dentista.

CONCLUSOES:

Frente as limitagdes deste estudo in vitro, conclui-se que agentes clareadores caseiros
com diferentes composicdes e concentragdes apresentam resultados estatisticamente diferentes
em relagdo a alteragdo de cor e rugosidade superficial média do esmalte dental bovino e que

alteram a topografia superficial do esmalte.
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ANEXOS
&
: Sistema de Pesquisas da PUCRS PROPESQ
PUC
Cadigo SIPESQ: 6231 Porto Alegre, 10 de junho de 2015.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comisséo Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa "AVALIACAQ IN VITRO
DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE APLICACAQ DE AGENTES
CLAREADORES EXTERNOS EM DENTES BOVINOS" coordenado por
EDUARDQ GONCALVES MOTA. Caso este projeto necessite apreciacéo do
Comité de Etica em Pesquisa (CEP) efou da Comisséo de Etica no Uso de
Animais (CEUA), toda a documentacdo anexa deve ser idéntica a
documentacio enviada ao CEP/CEUA, juntamente com o Documento
Unificado gerado pelo SIPESQ.
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@ SIPESQ
PROPESQ

ve Sistema de Pesquisas da PUCRS

Codigo SIPESQ: 6742 Porto Alegre, 9 de setembro de 2015.

Prezado(a) Pesquisador(a),

A Comisséo Cientifica da FACULDADE DE ODONTOLOGIA da
PUCRS apreciou e aprovou o Projeto de Pesquisa "Avaliacdo da influéncia
de cremes dentais clareadores na cor e rugosidade de esmalte dentario
humano" coordenado por EDUARDO GONCALVES MOTA. Caso este
projeto necessite apreciacdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) elou da
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA), toda a documentacéo anexa
deve ser idéntica & documentacéio enviada ao CEP/CEUA, juntamente com o
Documento Unificado gerado pelo SIPESQ.
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