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RESUMO
Este estudo avaliou in situ os efeitos dos agentes bioativos sobre o esmalte clareado com perdxido de hidrogénio a

37,5%, através de microdureza Knoop (KHN) e cromatografia de ions (IC). Foram selecionados 25 terceiros molares
humanos inclusos e fragmentados (3x3x3mm). Cinco voluntérios foram selecionados e tiveram cinco espécimes
fixados na superficie vestibular dos seus molares superiores e inferiores. Cada voluntario representou um grupo (n=5):
Controle: sem tratamento, Pola: Pola Office 37,5% (Controle Positivo), Nano: Pola Office 37,5% + Nanohidroxiapatita,
CPP-ACP: Pola Office 37,5% + CPP-ACP (CPP-ACP) e Nova: Pola Office 37,5% + NovaMin. A andlise de KHN
(n=5) foi realizada antes e apds os tratamentos. Foram realizadas cinco endentagdes, utilizando a carga de 25¢f durante
15 segundos. Para a analise quimica (n=3), as amostras foram trituradas, autoclavadas e submetidas a digestdo acida
pela radiagdo de micro-ondas. Em seguida, foram diluidas em 303x com 4gua destilada/deionizada. Para a quantificacdo
dos elementos quimicos calcio (Ca), fluor (F) e fosforo(P), foi utilizada uma técnica de cromatografia idbnica. ANOVA
seguida de Tukey (p<0,05) demonstraram que os grupos CPP-ACP e NOVA mostraram médias de KHN superiores em
relacdo aos demais grupos; o grupo Nano foi semelhante estatisticamente ao grupo Controle; o Pola apresentou a menor
média de KHN quando comparado aos outros grupos. O percentual de KHN em ordem decrescente foi: CPP-ACP;
Nova; Nano; Controle e Pola. A utilizagdo de agentes bioativos no tratamento clareador promoveu o aumento do
percentual dos ions célcio, fltor e fosforo e da dureza do esmalte humano.

Palavras-chave: Clareamento Dental, Esmalte Dentério, Testes de dureza, Cromatografia.

ABSTRACT

This study evaluated in situ the effects of bioactive agents on enamel whitened with hydrogen peroxide at 37.5%, using
Knoop microhardness (KHN) and ion chromatography (IC). We selected 25 third human molars included were
fragmented (3x3x3mm). Five volunteers were selected and had five specimens attached to the buccal surface of their
upper and lower molars. Each volunteer represented a group (n=5): Control: no treatment, Pola: Pola Office 37.5%
(Positive Control), Nano: Pola Office 37.5% + Nanohydroxyapatite, CPP- + CPP-ACP (CPP-ACP) and Nova: Pola
Office 37.5% + NovaMin. KHN analysis (n=5) was performed before and after treatments. Five indentations were
performed, using the 25¢gf load for 15 seconds. For the chemical analysis (n=3), the samples were ground, autoclaved
and subjected to acid digestion by microwave radiation. They were then diluted in 303x with distilled / deionized water.
To quantify the chemical elements calcium (Ca), fluorine (F) and phosphorus (P), an ion chromatography technique
was used. ANOVA followed by Tukey (p <0.05) showed that the CPP-ACP and Nova groups showed higher KHN
means in relation to the other groups; the NANO group was statistically similar to the Control group; the Pola presented
the lowest KHN mean when compared to the other groups. The percentage of KHN in descending order was: CPP-
ACP, Nova, Nano, Controle and Pola. The use of bioactive agents in the bleaching treatment promoted an increase in
the percentage of calcium, fluorine and phosphorus ions and the hardness of human enamel.
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INTRODUCAO

O clareamento dental é um procedimento
conservador de baixo custo, que vem sendo amplamente
utilizado por cirurgides-dentistas2. Embora estudos
tenham comprovado a eficécia do tratamento clareador,
efeitos adversos sobre os tecidos dentérios também séo
descritos na literatura®*, e devem ser cuidadosamente
avaliados para que seu uso possa ser considerado seguro.

Este procedimento pode ser realizado em
consultédrio, através da aplicacao de perdéxido hidrogénio
em forma de gel na superficie dentéria. Sabe-se que o
baixo pH desse agente clareador pode induzir alteragdes
morfoldgicas da estrutura do esmalte>?, e também
provocar sensibilidade dentinaria a partir de alteragdes
microestruturais no orgdo dental, como a reducéo da
microdureza®, alteracGes na composicdo quimica do
dente’ e defeitos morfoldgicos, tais como depressdes,
irregularidades e formac&o de porosidades®.

Materiais bioativos tém sido recentemente utilizados
como agentes dessensibilizantes para minimizar 0s
efeitos deletérios dessas lesdes®. Estudos in vitro sobre
os efeitos dessensibilizantes dos materiais bioativos
mostraram: reducdo da permeabilidade dentinaria,
ocluséo dos tibulos dentinarios™® e tém revelado efeitos
remineralizantes!®.

Agentes dessensibilizantes como o fosfosilicato de
sodio e célcio (NovaMin®), fosfato de calcio amorfo
(ACP), a nanohidroxiapatita e a caseina fosfopeptideo-
fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP) vém sendo
incorporados aos géis clareadores, ou estdo sendo
utilizados concomitantemente ao tratamento clareador,
para reduzir os efeitos negativos a estrutura dental*>*3,

A maioria dos trabalhos publicados tem sido
desenvolvidos em condices laboratoriais, que ndo
refletem as condigdes encontradas no ambiente oral. A
cavidade bucal apresenta fatores que podem interferir na
acdo do agente clareador como a presenca de saliva, que
possui a capacidade de tamponamento, devido ao
bicarbonato e sistema fosfato que contém eletrélitos
inorganicos, como fosforo, célcio, e flior, bem como a
presenca de enzimas e bactérias, fatores estes que
dificultam a comparacdo com os resultados obtidos em
estudo in situ*,

O objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos dos
agentes bioativos no esmalte dental submetido a
tratamento clareador com perdxido de hidrogénio de alta
concentracdo por meio da KHN e IC. A hipdtese nula é
gue 0s agentes bioativos ndo influenciam na dureza e na
estrutura quimica do esmalte.

MATERIAIS E METODOS

Aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Seres Humanos do Instituto de
Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Para com
0 nimero do parecer 335.938.

Preparacao dos espécimes

Foram utilizados terceiros molares humanos
inclusos, obtidos por doagao na Clinica Odontoldgica da
Faculdade de Odontologia da UFPA, apds a assinatura
do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido pelos
voluntérios. Os dentes foram limpos e armazenados em
agua destilada em temperatura ambiente até 0 momento
do preparo dos espécimes. Cada dente foi seccionado no
sentido transversal no limite coroa/raiz, ao longo da
juncdo amelocementaria, com auxilio de broca
diamantada 4138 (KG Sorensen, Cotia, SP, BR) sob
refrigeracdo ar/dgua, sendo suas coroas selecionadas
para 0 experimento e as raizes desprezadas. Em seguida,
foram armazenadas em agua destilada. As superficies
corondrias vestibulares foram recortadas com disco de
aco de dupla face (KG Sorensen®), acionados por
micromotor em baixa rotacdo (KAVO, Berlin, Steglitz,
DE), sob refrigeracdo com agua corrente para evitar a
gueima do tecido dental, e regularizadas com broca
diamantadas n°4138 formando fragmentos com area de
16 mm2 e 3 mm de espessura. As dimensdes dos
fragmentos foram padronizadas e aferidas com
paquimetro digital (Mitutoyo, S&o Paulo, SP, BR). A
porcao recortada correspondeu sempre a area central da
superficie coronaria vestibular, de forma a se obter
prismas de esmalte com as mesmas inclinagcdes. O
aplainamento do esmalte superficial foi realizado com
lixas de Oxido de aluminio de granulagGes 600, 1000 e
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1200, sequencialmente, em uma politriz APL-4 (Arotec,
S&o Paulo, SP, BR) com pasta diamantada Alpha
Micropolisha 10 (Union Carbide, Greensburg, LA) e
disco de feltro (FGM, Joinville, SC, BR).

Fase clinica

Selecdo dos pacientes

Foram selecionados cinco voluntarios (trés homens e
duas mulheres, idade 18-24 anos), que preenchiam os
seguintes critérios de inclusdo: ndo possuir restauracdes
extensas, coroa dental clinica de 5 mm no minimo, nao
apresentar lesdes cariosas, ndo se encontrar em quadro
de doenga periodontal, ndo fumante, ndo praticar
esportes aquaticos, nao ter problemas gastroesofagicos,
apresentar fluxo e pH salivar normais. Durante o
tratamento, os voluntarios foram instruidos para nao
fazer uso de bebidas alcodlicas e com corantes.

Fixacdo dos espécimes

Todos os voluntarios receberam profilaxia
previamente ao tratamento. Os espécimes foram fixados
nas superficies vestibulares dos molares superiores e
inferiores utilizando o cimento resinoso autoadesivo
RelyX U200 (3M/ESPE, Sdo Paulo, SP, BR), que
dispensa a necessidade de realizar o condicionamento
acido e a aplicacdo de primer/adesivo em esmalte,
tornando o procedimento mais seguro para futura
remogdo dos espécimes fixados, diminuido o risco de
remogdo de esmalte sadio. A fotopolimerizacdo foi
efetivada com o aparelho LED (Radii, SDI, Bayswater,
Victoria, AU) por 30 segundos.

Clareamento dental

Apos a aplicacdo e fotoativacdo da barreira gengival
com o fotopolimerizador LED Radii, 0 agente clareador
Pola Office 37,5% (SDI®) foi aplicado sobre as
superficies vestibulares dos dentes e dos espécimes por
30 minutos.

Tratamento com o agente bioativo
Ap6s o tratamento clareador, os voluntarios
receberam a aplicacdo do agente bioativo de acordo com

0 grupo avaliado (Tabela 1). Foram realizadas trés
sessfes com o intervalo de sete dias entre elas.

Tabela 1. Divisdo dos grupos

AGENTE AGENTE
GRUPO CLAREADOR BIOATIVO
CONTROLE  Controle (negativo) Sem agente bioativo
Pola Office 37,5%
POLA (SDI) (controle Sem agente bioativo
positivo)
Pola Office 37,5% Nanohidroxiapatita
AN (SDI) (Nano P)
Pola Office 37,5% CPP-ACP (Ml Paste
CPP-ACP (SDI) Plus)
NOVA Pola Office 37,5% Novaer_1® (Sensodyne
(SDI) Repair e Protect)

Imediatamente ap6s as sessbes de clareamento, 0
creme dental foi aplicado durante 5 minutos com um
aplicador descartavel (Microbrush-Vigodent Coltene,
Rio de Janeiro, RJ, BR) sobre as superficies clareadas e
posteriormente removido.

Todos os voluntarios integrantes deste estudo
receberam uma escova dental Reach (Johnson&
Johnson, Sdo Paulo, SP, BR) e o dentifricio Colgate
Total 12 (Colgate-Palmolive, Séo Paulo, SP, BR) para a
higienizag&o, com orientacéo para uso de duas vezes ao
dia, que foram utilizados nas duas semanas que
antecederam o inicio do tratamento e durante o seu
desenvolvimento. ApGs o0 clareamento, 0s espécimes
foram removidos com alicate ortoddntico de remocéo de
bandas (ICE, Sdo Paulo, SP, BR) e levados para as
analises laboratoriais.

Microdureza Knoop

Para a mensuracdo de KHN do esmalte foi utilizado
0 microdurémetro FM-700 (Future Tech Corp., Tokyo,
JP) aplicando-se uma carga de 25 gf durante 15
segundos. Foram realizadas cinco endentagtes em cada
espécime separadas por 100 um. Previamente a fixacao
dos espécimes na boca dos voluntérios, foi realizada a
andlise inicial de KHN, que serviu como linha de base.
Imediatamente ap6s o tratamento clareador e com o
agente bioativo, foi efetuada a remogao dos espécimes e
foram realizadas as analises finais de KHN.
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Para complementar, o percentual de alteracdo de
microdureza Knoop (%KHN) foi calculado empregando
a formula:

%KHN= KHN final — KHN inicial x 100

KHN inicial

Cromatografia de ions

Apos a andlise de KHN, foi retirada a camada de
dentina dos espécimes com uma broca diamantada 3100
(KG Sorensen®) acoplada a turbina de alta rotagdo
(KAVO®), restando o esmalte, que foi triturado,
autoclavado e submetido a digestdo quimica com 3 mL
de HNOg (acido nitrico), 1 mL de HCI (acido cloridrico)
e 1 mL de H,0; (perdxido de hidrogénio) em um forno
de micro-ondas MarsXpress (CEM, Séao Paulo, SP, BR).
Em seguida, as amostras foram transferidas para tubos
tipo Falcon (Cralplast, Cotia, SP, BR) para serem
diluidas (50x) em &agua destilada/deionizada. Para a
leitura da cromatografia faz-se necessario a diluicdo da
amostra devido a sensibilidade do equipamento ao
componente Nitrato. As amostras foram diluidas para
303x a partir da amostra de 50x. A quantificagdo dos
ions Ca, F e P foram realizadas no cromatégrafo de ions
ICS2000DUAL (DIONEX, Califérnia, USA), e foram
expressas em porcentagem (%), onde 1% é igual a
10.000 ng/g (ppm).

Analise estatistica

O software estatistico utilizado para este estudo foi 0
BioEstat 5.0, com nivel de significancia de 5%. Para a
analise de significancia entre as médias inicial e final, e
entre os grupos de KHN, utilizou-se o teste de Analise
de Variancia uma via (ANOVA) e teste de Tukey
(p<0,05).

REsuLTADOS

Microdureza Knoop

A média e desvio padrdo de KHN dos grupos
avaliados apresentam-se descriminados na Tabela 2. Os
grupos CONTROLE e NANO ndo apresentaram
diferencas estatisticas significativas entre as médias de
KHN inicial e final, entretanto, 0s demais grupos

avaliados apresentaram diferencas estatisticamente
significantes. A analise estatistica (p<0,05) entre o0s
grupos mostrou que as médias de KHN iniciais ndo
diferiram estatisticamente entre si. O NANO ndo diferiu
estatisticamente do CONTROLE, porém, o0s grupos
CPP-ACP e NOVA apresentaram médias de KHN finais
maiores e diferentes estatisticamente do CONTROLE.
O POLA apresentou a menor média de KHN final e
diferenca estatistica significante dos demais grupos.

Tabela 2. Comparacbes das médias (desvio padrdo) de
microdureza Knoop iniciais e finais dos grupos avaliados,
pelo teste de Tukey (p<0,05).

Grupos (n=5) Inicial Final
CONTROLE 349.20 £11.92 Aa 348.86 £ 10.01 Aa
POLA 34760 +4.48Aa  320.44 +4.97 Bb
NANO 344.02 £5.72 Aa 347.30 £8.93 Aa
CPP-ACP 345.59 + 0.86 Aa 370.77 £2.20 Cb
NOVA 347.08 +4.82 Aa 366.95 £ 2.27 Cb

* Grupos com a mesma letra sdo estatisticamente semelhantes
MaiUsculo: intergrupos
Mindsculo: inicial / final

O percentual de alteragdo da KHN (%KHN)
encontra-se ilustrada no Gréafico 1. O percentual de KHN
final dos grupos avaliados em ordem decrescente foi:
CPP-ACP, NOVA, NANO, CONTROLE e POLA.

i

CONTROLE NANO CPP-ACP NOVA

N I ]

% KHN

GRUPOS AVALIADOS

ECONTROLE ®POLA " NANO ©CPP-ACP ENOVA

Gréfico 1. Gréfico representativo das alteracdes de
microdureza Knoop (%KHN) dos grupos avaliados.
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Cromatografia de fons

A porcentagem dos componentes quimicos esta
discriminada na Tabela 3. Todos os grupos avaliados
apresentaram aumento no percentual de ions F, Ca e P,
exceto o POLA, quando comparados ao CONTROLE.
O grupo CPP-ACP teve o maior percentual dos
componentes avaliados, seguido respectivamente, dos
grupos NOVA, NANO e CONTROLE. O POLA
apresentou reducdo no percentual de ions F e Ca, e
aumento no percentual de P em relagdo ao CONTROLE.

Tabela 3. Porcentagem (%) de ions fltor (F), calcio (Ca) e
fésforo (P) dos grupos avaliados.

Grupos Componentes Quimicos %
F Ca P
CONTROLE 0,21 48,47 18,90
POLA 0,18 35,07 27,59
NANO 0,24 68,94 29,34
CPP-ACP 0,31 77,89 34,31
NOVA 0,29 71,07 30,46
DiscussAo

O grupo clareado, sem 0 emprego de agente bioativo,
apresentou reducdo significativa da KHN confirmando
resultados anteriores, que mostraram que o clareamento
causa diminuicéo da dureza do esmalte>16-17,

A andlise quimica também mostrou reducdo dos
percentuais de Ca, F e P, podendo justificar a perda de
dureza encontrada neste grupo.

A hidroxiapatita vem sendo muito utilizada por ser
um material que apresenta as propriedades de
biocompatibilidade e  bioatividade®®®.  Quando
transformada em particulas nano, a mesma possui 0
potencial de atuar como um reservatério de Ca?* e PO**
para manter o estado supersaturado para a mineralizagdo
dentéria®. O que elucida a capacidade dessas particulas
nano para a ocluséo de tubulos dentinarios, bem como a
sua capacidade para facilitar a deposicéo e crescimento
de cristais em dentes desmineralizados?®!, podendo ser
empregada no aumento dos componentes minerais do
esmalte clareado®.

Neste estudo, os grupos clareados que utilizaram a
nanohidroxiapatita ndo diferiram nos valores de KHN
em relacdo ao grupo nao clareado, revelando efetividade
na preservacdo da dureza do esmalte. A cromatografia
de ions identificou aumento nos percentuais de Ca, F e
P, 0 que provavelmente contribuiu para o aumento da
dureza deste substrato.

Entretanto, o grupo NANO apresentou menor
percentual de dureza quando comparado aos grupos
CPP-ACP e NOVA.

CPP-ACP é um complexo de fosfopeptideos de
caseina e fosfato de calcio amorfo, que constitui um
grupo de peptideos derivados do leite. Os resultados
mostraram que o CCP-ACP promoveu aumento nos
percentuais de Ca, F e P, e na dureza do esmalte
clareado. Isto pode ser explicado pela capacidade deste
material de se unir ao célcio e se ligar com o biofilme e
esmalte do dente?. A introducéo do fllior na composicéo
do CPP-ACP gerou nanocomplexos de Ca, P e F (CPP-
ACFP), o que fornece ndo s6 um reservatorio de Ca e P,
provenientes do CPP, mas também um reservatério de
fldor na superficie dentéria, aumentando assim, a
resisténcia do esmalte a desmineralizacdo frente aos
acidos?2,

A tecnologia NovaMin® (Fosfosilicato de calcio e
sadio) foi desenvolvida inicialmente para fazer reparo
6sseo e recentemente ela estd sendo formulada para
praticas de higiene bucal®. O grupo NOVA também
apresentou percentuais elevados dos ions Ca, F e P,
assim como, 0 aumento na dureza do esmalte submetido
ao tratamento clareador, de modo semelhante ao grupo
CPP-ACP. Este resultado estd relacionado a sua
capacidade bioativa de liberar ions fosfato e célcio,
formando uma camada reparadora sobre a estrutura
dentéria, que de acordo com o fabricante, se assemelha
a hidroxiapatita (3-7 um)>?"%,

Vale ressaltar que o dentifricio utilizado pelos
voluntarios para a higienizacdo durante a pesquisa
possuia fluor na sua composi¢do, podendo ter interagido
com o0s agentes bioativos, favorecendo o aumento dos
percentuais de fons Ca, F, P e na dureza do esmalte?®®.
Tem sido relatado que a adicdo de fluoreto ao agente
clareador contribui de modo significativo na prevengéo
da desmineralizacdo do esmalte®.
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A hipoétese nula deste estudo foi rejeitada, pois, o0s
agentes bioativos influenciaram positivamente na
preservacdo da dureza e da estrutura quimica do esmalte
submetido a tratamento clareador.

CoNcLUsAO

O uso dos agentes bioativos CPP-ACP, NovaMin® e
Nanohidroxiapatita associado ao tratamento clareador
com peréxido de hidrogénio em alta concentracdo
reduziram os efeitos deletérios ao esmalte clareado,
promovendo aumento de dureza e dos ions Ca, F, e P.
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