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Resumo

A estética dentdria tem recebido bastante enfoque nos ultimos anos, particularmente devido a
importancia a que a populac3o atribui & aparéncia estética do sorriso. E, assim, desejado um sorriso
0 mais branco possivel e que de preferéncia seja facil de obter, eficaz, rdpido, econdmico e que seja
0 menos invasivo possivel. Com vista a satisfazer esta necessidade, surgiu no mercado uma grande
diversidade de produtos Over the Counter (OTC). Os produtos OTC podem ser facilmente adquiridos
por qualquer pessoa a um baixo custo. Contudo, a maioria destes produtos tém concentracdes do
agente ativo bastante superiores aos niveis considerados seguros pela Comissdo Europeia (CE).
Muitos autores tém demostrado preocupagao em relagdo a seguranga e consequentes efeitos no
esmalte dentdrio devido ao possivel uso abusivo destes produtos. Mais precisamente, a obsessao por
dentes brancos pode constituir uma patologia, na qual os produtos de branqueamento dentario sao
constantemente aplicados pelo paciente, sem qualquer supervisdao médica. Nos casos mais graves
pode causar lesGes na cavidade oral, induzindo efeitos adversos severos tais como sensibilidade
dentdria, redugdo da microdureza e aumento da rugosidade do dente. O objetivo deste estudo in
vitro é avaliar se o grau de mineralizacdo e o teor elementar do esmalte dentdrio sdo alterados
aquando o branqueamento dentdrio com dois produtos de branqueamento OTC diferentes,
excedendo as recomendacdes indicadas pelos fabricantes. De forma a realizar este estudo, foram
usados dezassete dentes. Foram realizados dois protocolos: no primeiro protocolo foram aplicados
dois produtos diferentes (Teeth Whitening Home Kit e White! — Bingo-UK) por um periodo de 39
dias. Para cada produto foram selecionadas seis espécimes aleatoriamente, tendo as condig¢Ges
experimentais sido idénticas. No segundo protocolo, cinco espécimes foram tratadas com o produto
(WHITE! -Bingo-UK) por um periodo de 5 dias. Ambos produtos foram adquiridos em sites online.
Entre cada aplicacdo todos os espécimes foram conservados em saliva humana. O conteludo
elementar de cada espécime, antes e apds o branqueamento foi obtido com recurso a espetroscopia
por fluorescéncia de raios X dispersiva em energia (EDXRF) e a banda do fosfato (PO,>) foi avaliada
com espetroscopia Raman. Em relacdo ao primeiro protocolo, 7 dias apdés o branqueamento a
desmineralizacdo estudada foi significativa (p <0,01), sendo que apds os 39 dias de tratamento o
aumento do grau de desmineralizacdo (GD) parece ser permanente. As amostras no segundo

protocolo demostraram resultados semelhantes relativamente ao GD, mas em diferentes momentos.

Palavras-chave: Dente; biologia oral; odontologia; OTC; branqueamento dentdrio; calculos
quantitativos; u-EDXRF; p-Raman.






Abstract

Aesthetic dentistry has received extensive focus in recent years, particularly due to the
importance that people give to the appearance of the smile. It is desired a smile as white as possible
and preferably easy to obtain, effective, painless, fast, economic and less invasive. In order to satisfy
this need, a high diversity of Over The Counter (OTC) products has appeared on the market. OTC
products can be easily bought by anyone and at a low cost. However, many of these products have
active agent concentrations well above the European Commission safety levels. Many authors have
demonstrated a concern for safety and consequent effects on the tooth surface due to the possible
abuse of these products. More precisely, bleachorexia is a disease characterized by the constant
application of whitening products, without any medical control. It may cause in more severe cases
lesions in the oral cavity, inducing severe adverse effects such as tooth transitory sensitivity,
reduction of microhardness and increase of roughness. The purpose of this in vitro study is to assess
whether the mineralization degree and elemental content in tooth enamel are altered when
bleaching the teeth with two different OTC bleaching gels, exceeding the recommendations of the
manufacturer. In order to perform this evaluation, seventeen healthy teeth were used. Two
protocols were performed: on the first protocol were applied two different products (Teeth
Whitening Home Kit and WHITE! -Bingo-UK), for the period of 39 days. For each product six samples
were selected randomly, having the experimental conditions being identical. On Protocol 2 five
samples were treated with the OTC product (WHITE! -Bingo-UK) for the period of 5 days. All samples
were stocked in human saliva between each application. The elemental content of each sample,
before and after was obtained by Energy Dispersive X-ray Spectrometry (EDXRF) and phosphate
(PO,*) profile was evaluated with Raman Spectroscopy. For the first protocol, seven days after
treatment demineralization was significant (p <0, 01), wherein after 39 days of treatment the Degree
of Demineralization (DD) seems to be permanent. Samples on the second protocol demonstrated

similar results regarding the DD, but in different moments of time.

Keywords: Teeth; oral biology; dentistry; OTC; dental bleaching; quantitative calculations; u-EDXRF;

p-Raman.
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Glossario

A — Comprimento de Onda

p-EDXRF — Micro Energy Dispersive X-Ray Fluorescence
ADA — American Dental Association

Al - Aluminio
C - Carbono
Ca — Célcio

Cayo(P0O4)s(OH), — Hidroxiapatite

CCPC - Comissdo Cientifica em Produtos de Consumo
Cl - Cloro

CO,;> — Carbonato

Cu - Cobre

EBM — Engenharia Biomédica

F - Fldor

F — Fluoreto

FCT — Faculdade de Ciéncias e Tecnologia

Fe —Ferro

GD — Grau de desmineralizagdo

H — Hidrogénio

HAp — Hidroxiapatite

HCI — Acido Cloridrico

ILD — Incerteza dos limites de detecgao

K — Potdssio

LASER — Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation
LD — Limites de detec¢do

LED — Light Emitting Diode

MEV - Microscopia Electdnica de Varrimento
Mg — Magnésio

Mn - Manganésio

Na — Sdédio

O — Oxigénio

P — Fésforo

PC — Perdxido de Carbamida

PH — Peréxido de Hidrogénio

PS — Perborato de Sédio

PU — Perdxido de ureia

PO,> - Fosfato

S - Enxofre

Strips — Tiras ou bandas adesivas branqueadoras
UICOB — Unidade de Investigacdao em Ciéncias Orais e Bioquimicas
Rh — Rédio

UNL — Universidade Nova de Lisboa

XRF - X-Ray Fluorescence

Zn —Zinco
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1. Introducgao

A estética dentdria tem recebido bastante enfoque nos ultimos anos, particularmente devido a
importancia a que a popula¢do atribui a aparéncia estética do sorriso (Demarco, et al., 2008)
(Ferreira, 2009A) (Silveira, 2015). E, assim, desejado um sorriso o mais branco possivel e que de
preferéncia seja facil de obter, eficaz, rapido, econémico e que seja 0 menos invasivo possivel (Mota,
2011) (Silveira, 2015). Do ponto de vista social e profissional, possuir um sorriso que corresponda aos
padrdes estabelecidos pela sociedade contribui para um aumento da autoestima, confianga e uma
descriminagdo positiva em contexto laboral. Com vista a satisfazer esta necessidade, surgiram no
mercado uma elevada diversidade de técnicas e de formulagdes galénicas de produtos para
branqueamento dentdrio, de modo a remover a pigmenta¢do dentdria extrinseca, derivada do
consumo de determinados alimentos (café, bebidas gaseificadas, vinho, chd, tabaco, especiarias) e a
tratar discronias dentdrias (Silveira, 2015). Esses produtos, constituidos na sua maioria por Perdxido
de Carbamida (PC) ou por Peroxido de Hidrogénio (PH), diferem nas concentragdes, tempos de
aplicacdo, formatos e modos de aplicagdao. No entanto, devido a procura crescente de alcancar estes
padrdes estéticos e devido a falta de conhecimento na drea, sdo ignorados por parte da populacdo,
os efeitos adversos relacionados com estas sucessivas interven¢ées (Mota, 2011).

O dente é constituido por esmalte, dentina e pulpa e apesar de a sua cor natural ser estabelecida
pela dentina, que é amarela, apresenta habitualmente uma coloragdo esbranquigada, uma vez que o
esmalte que recobre a dentina é transliucido atenuando, assim, a cor apresentada pela dentina
(Fernandes, 2013). Quer o esmalte quer a dentina, possuem uma matriz organica, constituida por
proteinas, lipidos e uma matriz inorganica maioritariamente constituida por hidroxiapatite
[Caip(PO4)s(OH),] que ndo é mais do que uma forma complexa de fosfato de célcio (apatite) com
hidroxilo. Na matriz organica grande parte das proteinas da dentina sdo proteinas colagénicas,
enquanto que no esmalte ndo existe qualquer tipo de proteina colagénica. Contudo, a principal
diferenca entre os dois tecidos é a proporg¢do de matriz organica presente em cada um, sendo maior
na dentina do que no esmalte (Godinho, 2013).

O brangueamento dentario pode ser realizado em consultdério, em ambulatério, assistido ou
venda livre, também conhecido como Over-The-Counter (OTC). Mas é em relacdo a este ultimo que
tem havido maior preocupacdo, dado que nos produtos OTC ndo existe um acompanhamento
médico nas fases de diagnodstico e estabelecimento da terapéutica. Uma das consequéncias desta
auséncia de acompanhamento médico tem sido a exposicdo de milhares de pessoas a reacles

alérgicas, a ingestdo do produto, bem como a outros efeitos adversos, potenciados pelo uso



incorreto destes produtos (Pinto, et al., 2014). Em suma, estes produtos revelam ser prejudiciais para
a saude dentaria de quem os usa e os resultados podem ndo ser tdo positivos, quanto os
tratamentos realizados com supervisdao médica (Demarco, et al., 2008).

Apesar do numero relativo de estudos existentes, atualmente, na drea da Medicina Dentaria e
particularmente nos efeitos do branqueamento nas estruturas dentarias, carece de avaliacdo o
estudo da relacdo de abuso destes produtos e as possiveis consequéncias no esmalte dentario. Existe
uma falta de estudos independentes no que respeita a utilizacdo de produtos de branqueamento
dentdrio OTC de modo a fornecer evidéncias clinicas suficientes, para se concluir se existem
alteragdes no esmalte dentdrio e nos elementos trago. Assim, a presente investigagdo pretende
estudar o efeito do branqueamento dentario no esmalte utilizando de forma abusiva dois produtos
OTC, recorrendo as técnicas ndo destrutivas de micro-espetroscopia Raman (p-Raman) e
espetroscopia por fluorescéncia de raios X dispersiva em energia, com micro feixe (u-EDXRF) — do

inglés, Energy Dispersive X-Ray Fluorescence.

1.1 Pertinéncia do tema em Engenharia Biomédica, na especialidade e caracter inovador

A Engenharia Biomédica (EBM) é uma drea polivalente que integra o conhecimento de varias
areas recorrendo a instrumentos tradicionais de engenharia. Torna-se, deste modo, vantajoso
estudar problemas da clinica médica, como no presente caso, recorrendo para isso a fenémenos
fisicos e a diversos instrumentos (FCT/UNL, 2015) (Técnico, 2015). A obsessdo por dentes brancos,
conhecida em inglés por “bleachorexia”, é uma patologia caracterizada pela constante aplicacdo de
produtos de branqueamento, sem qualquer controlo. Pode provocar nos casos mais graves lesdes na
cavidade oral, causando danos irreversiveis no esmalte dentdrio, sendo este facto ignorado pela
populagdo. Por consequéncia, a investigacdo neste tema possibilitard o desenvolvimento de novos

conhecimentos e um maior entendimento nesta area.



2. O Dente

Um adulto dentro dos padrdes de normalidade tem 32 dentes, distribuidos por duas arcadas
dentdrias, uma maxilar e outra mandibular. A distribuicdo dos dentes em cada metade é simétrica a
do lado oposto. Deste modo, a distribuicdo dos dentes pode ser dividida em quatro quadrantes:
superior direito, superior esquerdo, inferior direito e inferior esquerdo. Em cada um destes
guadrantes existe um incisivo central e um lateral, um canino, o primeiro e segundo pré-molares e o
primeiro, segundo e terceiro molares (Figura 2.1). O terceiro molar é conhecido vulgarmente como o

dente do siso (Seeley, et al., 2003).

Incisivo central
Incisivo lateral
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(dente do siso)

Arcada mandibular —| Dentes inferiores

Figura 2.1: Arcadas dentarias e respetivos dentes (adaptado de (VanPutte, et al., 2013)).



2.1 Constituicao do dente

Cada dente é constituido por uma coroa com uma ou mais cuspides, um colo e uma raiz. A coroa
pode ser diferenciada de duas formas distintas: coroa clinica — por¢cdo do dente visivel e coroa
anatomica — porg¢do do dente revestida por esmalte (Seeley, et al., 2003).

Na parte mais interior do dente encontra-se a cavidade pulpar — um espaco que é preenchido
com varios vasos sanguineos, nervos e tecido conjuntivo — constituindo a pulpa. Uma porcdo da
pulpa penetra na raiz, denominando-se de canal radicular. Os vasos sanguineos e 0s nervos
presentes na cavidade pulpar penetram e saem da pulpa por um orificio que se encontra na
extremidade de cada raiz — foramen ou buraco apical. A pulpa é revestida pela dentina — tecido vivo,
celular e calcificado. Por sua vez, a dentina da coroa do dente é revestida por um tecido
extremamente duro e acelular, o esmalte. Este ultimo tem a fungdo de proteger os dentes da
abrasdo e dos acidos produzidos pelas bactérias da boca, constituindo o tecido mais duro do
organismo. Na raiz, a superficie da dentina estd envolvida por uma substancia celular semelhante ao
0sso e que ajuda a fixar o dente ao maxilar/mandibula — o cemento. Os dentes estdo fixos nos
alvéolos ao longo dos processos alveolares da maxila e da mandibula. Os processos alveolares estdo
cobertos por tecido conjuntivo fibroso denso e por epitélio pavimentoso estratificado, constituindo a
gengiva. O que permite os dentes estarem ancorados aos alvéolos sdo os ligamentos periodontais,

gue se encontram a volta dos dentes (Figura 2.2) (Seeley, et al., 2003).
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Figura 2.2: Constituicdo do dente no alvéolo dentario (adaptado de (VanPutte, et al., 2013)).
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2.1.1 Esmalte

2.1.1.1 Caracterizagdo e composi¢do quimica

O esmalte, quando surge na cavidade oral, apresenta-se como a estrutura mais dura, resistente e
mais densamente mineralizada do corpo humano, constando na sua composicdo 96-98% de matéria
inorganica (minerais), sendo os restantes 2-4% representados por matéria organica e agua (Serra &
Ferreira, 1981).

A unidade estrutural do esmalte é o prisma, com uma sec¢do pentagonal ou hexagonal e com um
comprimento entre 2 a 2,5 milimetros (mm) — correspondente a espessura total do esmalte,
espessura de cerca de 4 microdmetros (um) e disposto perpendicularmente a dentina, ndo seguindo,
porém, um trajeto retilineo até a superficie do dente (Serra & Ferreira, 1981). Cada prisma é
composto por um grande numero de cristais de hidroxiapatite (HAp) (Figura 2.3) (Berkovitz, et al.,
1992). A ligagdo entre prismas é feita através de uma substancia inter-prismatica, representando,
assim, a pequena porg¢do organica do esmalte (2-4%) (Serra & Ferreira, 1981).

A parte mineral do esmalte é formada, maioritariamente, por fosfato de calcio (apatite), na forma
de complexos cristais de HAp [Caio(PO4)(OH),] (Serra & Ferreira, 1981). Portanto, os elementos
major sdo o Calcio (Ca), o Fdsforo (P), o Oxigénio (O) e o Hidrogénio (H). Em menores quantidades —
elementos trago — verifica-se o Fluor (F), o Sédio (Na), o Magnésio (Mg), o Fésforo (P), o Enxofre (S),
o Cloro (Cl), o Potassio (K), o Manganésio (Mn), o Ferro (Fe), o Cobre (Cu), o Zinco (Zn), o Estréncio
(Sr) e o Chumbo (Pb) (Godinho, et al., 2014) (Silveira, 2015) (Silveira, et al., 2015) (Ozdemir, et al.,
2010). A composicao mineral varia quer entre dentes, quer nas diferentes zonas do mesmo dente.
Existe, inclusive, uma heterogenidade entre a parte mais interna e a periferia de um prisma

(Berkovitz, et al., 1992).

@ A o 4 o

Figura 2.3: Cristal de esmalte dentario (hidroxiapatite) com a disposi¢do dos ides calcio (Caz+), fosfato (P04z')
e hidroxilo (OH’).



Apds a erupcao dentdria, o esmalte é um tecido acelular e apresenta apenas 1% de proteinas na
sua constituicdo (Gerlach, 2008). As proteinas que constam sdo na sua maioria enamelinas e
produtos de degradac¢do das amelogeninas, formando um gel sem estrutura (Berkovitz, et al., 1992).

O esmalte termina no colo do dente, ao nivel da jungdo amelocementaria (JAC) — juncdo entre o
esmalte e o cemento radicular; e encontra-se separado da dentina pela juncdo amelodentinaria (JAD)
(Picosse, 1971). A formacdo da dentina acontece antes da formagdo do esmalte (Gerlach, 2008).

Para se entender as alteracbes que ocorrem no esmalte dentdrio é necessario, em primeiro lugar,
compreender como este se forma. O processo de formag¢do do esmalte denomina-se de

amelogénese (Gerlach, 2008).

2.1.1.2 Formagao

O esmalte tem origem no folheto germinativo externo (camada de células germinativas)
denominado de ectoderme (Seeley, et al., 2003). O desenvolvimento do esmalte é regulado pelos
ameloblastos (células epiteliais) que expressam um conjunto de genes que codificam a produgdo de
proteinas cruciais para a formacgdo do tecido dentario (Arnold & Gaengler, 2007) (Nishio, 2008). Os
ameloblastos sdao células alongadas e que contém no seu interior uma grande quantidade de
organitos, tipicos de células que produzem uma grande quantidade de proteinas (p.e: reticulo
endoplasmatico, aparelho de Golgi). A amelogénese pode ser dividida em diferentes fases, sendo
gue ao longo deste processo os ameloblastos apresentem distintas morfologias, Figura 2.4 (Gerlach,

2008).
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Figura 2.4: Fases da amelogénese com apresentacdo das distintas morfologias dos ameloblastos (adaptado

de (Avery, 2000)).



Fase de Secrec¢do: Durante esta fase os ameloblastos sintetizam e secretam proteinas da
matriz do esmalte, nomeadamente, as amelogeninas (90%), ameloblastinas e enamelinas;
e ainda enzimas importantes para o processo (Nishio, 2008). Neste estagio, os
ameloblastos caracterizam-se por serem células colunares altas e por expressarem o
processo de Tomes, processo este, em que estas células junto a matriz do esmalte
apresentam o formato de um cone, e que sera importante para a formacado dos prismas
de esmalte. A medida que os ameloblastos migram, estes vdo secretando uma matriz
proteica, sendo que o cristal sé vai crescendo em comprimento, acompanhando a
migragao das células, quase ndo crescendo em largura. Por dia, cada ameloblasto secreta
sensivelmente 5 um?>, preenchido em proteinas. As proteinas secretadas, na sua maioria
amelogeninas, controlam o crescimento do cristal em comprimento, devido a afinidade
que estas tém pelos cristais de HAp (Gerlach, 2008). Estas proteinas permitem que os
cristais formados sejam mais longos e finos, porque as nanoesferas das amelogeninas
organizam os cristais diminuindo os espacos interprismaticos, permitindo uma maior
mineralizagdo (Arnold & Gaengler, 2007) (Oldak & Gerlach, 2012). Nesta fase do
processo, cada cristal de HAp é extremamente fino. Contudo a volta de cada cristal, existe
uma camada de proteinas que na fase de maturacdo irdo contribuir para que a espessura
dos cristais aumente, de modo a que no esmalte maduro se visualizem poucos espagos
vazios e abundantes cristais longos e finos (Gerlach, 2008). As enamelinas, que
constituem 3-4% da matriz secretada, encontram-se na zona mais central dos prismas e
sdo cruciais para a formacdo do esmalte dentdrio (Gerlach, 2008) (Oldak & Gerlach,
2012). Neste inicio da amelogénese, o esmalte, apresenta-se como uma matriz proteica
mineralizada em 30% (Gerlach, 2008).

Fase de Transi¢do: Entre a fase de secrecdo e de maturacdo, metade dos ameloblastos
morre por apoptose. Porém, as células que ndo morrem neste instante, possuem no seu
interior uma grande quantidade de lisossomas (vactolos) intracelulares, por forma a
diminuir o nimero de organitos aptos para secretar proteinas. Assim, nesta fase, a
secrecdo de proteinas é proxima de zero (Arnold & Gaengler, 2007) (Gerlach, 2008).

Fase de Maturagao: Neste momento, quando toda a extensdao da matriz proteica do
esmalte ja foi secretada, existe uma modificacdo na morfologia dos ameloblastos. Apesar,
dos ameloblastos continuarem a ser células colunares, estas sdo mais baixas em relacdo a
fase anterior, perdendo as caracteristicas das células que secretam grandes quantidades
de proteinas e ndo exibindo o processo de Tomes. Deste modo, os ameloblastos mudam a
sua morfologia, mas continuam a revestir o esmalte (Gerlach, 2008).
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E também neste estagio, que existe deposicdo de HAp na matriz proteica, ocorrendo o
processo de mineralizacdo. Parece existir, uma transicdo entre ameloblastos com borda
lisa e ameloblastos com borda rugosa, devido a variagées do pH no meio. A modificacao
das juncdes das bordas das células coincidente com variacdo entre dois pH diferentes —
entre 6,8 e 7,2 — aparenta ser crucial para que haja a deposicdo de minerais de forma
homogénea ao longo da espessura da matriz secretada na primeira fase. Num ambiente
acido a HAp desmineraliza-se/dissolve-se e de igual forma num ambiente basico ela tende
a precipitar-se, havendo libertagdo de protdes e consequentemente a diminui¢ao do pH

do meio (Equagdo 2.1) (Gerlach, 2008).

10 Ca** + 6 HPO,Z + 2 H,0 €3 Cayp (PO,)s(OH); + 8 HY (Equagdo 2.1)

A titulo de exemplo, a formagdo de um dente permanente comec¢a logo apds o
nascimento. Neste mesmo instante, depois de toda a espessura da matriz do esmalte ja
estar formada, os ameloblastos da fase de secregao mudam de morfologia passando para
a fase de maturagdo. Nesta Ultima, ao longo de varios anos, a matriz do esmalte vai
incorporando do meio extracelular minerais, até 95% do volume dos prismas ser
constituido por matéria inorganica. Durante estes mesmos anos, ocorre ao longo do dia,
as variacoes de pH anteriormente descritas, permitindo a passagem de iGes desde a
superficie dos ameloblastos até ao inicio da matriz. Estudos recentes indicam que, ainda
nesta fase, os ameloblastos contém organitos (p.e: reticulo endoplasmatico) que
armazenam cdlcio e proteinas, e que transportam esse calcio desde a superficie até a
parte mais interna da matriz do esmalte (Arnold & Gaengler, 2007) (Gerlach, 2008).

E de realcar que o nimero de cristais desde a fase de secrecdo até esta fase n3o se altera.
Ou seja, os cristais iniciais muito finos da fase de secre¢ao ganham minerais nas regides
laterais, acabando por preencher os espacos que na fase de secre¢dao eram ocupados por
proteinas, maioritariamente amelogeninas, anteriormente referidas. Devido as proteases
presentes no citoplasma, as amelogeninas sdo clivadas, permitindo a precipitacdo dos
minerais em redor nos cristais de HAp (Arnold & Gaengler, 2007) (Gerlach, 2008).

Fase de Prote¢dao: Os ameloblastos apresentam-se como células colunares baixas e
cuboides, devido a menor atividade metabdlica, formando uma camada papilar. Tém,
maioritariamente, a fungdo de protecdo do esmalte antes de surgir na cavidade oral. Esta
protecdo é bastante importante, pois caso o esmalte entre em contacto com o tecido
conjuntivo vizinho, pode ser reabsorvido ou existir a formacdo de cemento por cima deste

(Gerlach, 2008).



Devido aos ameloblastos degenerarem apds a formacao do esmalte, este Ultimo ndo tem a
capacidade de se regenerar mantendo o seu aspeto morfoldgico inalterado (Serra & Ferreira, 1981).
O mecanismo de formacdo do esmalte dentdrio ainda ndo é totalmente compreendido. Desconhece-
se em que medida é que cada uma das proteinas descritas exerce a sua funcdo, e de que modo
influenciam o processo de mineralizacdo do esmalte dentario (Arnold & Gaengler, 2007) (Nishio,
2008).

2.1.13 Estrutura

Um prisma de esmalte vai desde, aproximadamente da JAD até a superficie do esmalte, indicando
o trajeto percorrido por um ameloblasto na fase de secre¢do. A dire¢ao do ameloblasto é definida
pelo processo de Tomes; assim uma das caracteristicas importantes deste processo é estabelecer as
diferentes dire¢Oes dos cristais no esmalte (Gerlach, 2008).

E importante referir que existem dois tipos de esmalte no dente humano: o esmalte prismatico e
o esmalte aprismdatico. Quer no inicio da formagdo do esmalte, quando os ameloblastos ainda ndo
apresentam o processo de Tomes, quer no final da sua formag¢do em que os ameloblastos ja
perderam o processo de Tomes, tem-se o esmalte denominado como aprismdatico devido aos cristais

estarem todos paralelos entre si, Figura 2.5 (Gerlach, 2008).
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Figura 2.5: Formagdo do esmalte aprismatico e prismatico durante amelogénese (diferentes fases dos
ameloblastos). O padrdo do esmalte prismatico deriva das diferentes migracdes dos ameloblastos formando
as bandas Hunter-Schreger (adaptado de (Odontologia, 2001)).

Porém, se todos os prismas tivessem a mesma orientacdo o esmalte seria muito fragil. Assim
sendo, na parte mais interna do esmalte maduro humano, existe uma regido em que consta o
esmalte prismatico. Este esmalte é constituido por um conjunto de prismas formados em direcGes
opostas conforme as diferentes migracdes dos ameloblastos, estabelecidas na fase de secrecdo.
Alguns apresentam uma direcdo longitudinal, enquanto que outros uma direcdo transversal, e é este
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atributo que da coesdo ao esmalte. As forcas da mastigacdo sao dissipadas devido a orientacao
distinta dos conjuntos de cristais, que sdo os prismas de esmalte (Gerlach, 2008). Estas diferentes
orientacdes, fazem com que se visualizem bandas claras e escuras conhecidas como bandas de
Hunter-Schreger (Gerlach, 2008) (Picosse, 1971). Existem, ainda, linhas incrementais no esmalte que
sdo formadas por células que estdo alinhadas num dado momento, em que existe uma alteracao

metabdlica — linhas de Retzius (Gerlach, 2008) (Picosse, 1971) (Serra & Ferreira, 1981).

2.1.14 Propriedades Fisicas

O esmalte é translucido, deixando transparecer a cor mais escura da dentina. Por este facto,
existem diferentes matizes de cores associadas ao dente humano. Tem uma densidade (nimero de
cristais por area) de 2,8 e um indice de refracdo igual a 1,63. Segundo a escala de Mohss, tem uma
dureza de 5, o que corresponde a dureza da apatite (Berkovitz, et al., 1992) (Serra & Ferreira, 1981).
Tem baixa resisténcia a tracdo, é fridvel e possui um médulo de Young elevado, ou seja, é rigido
(Berkovitz, et al., 1992) (Oldak & Gerlach, 2012). Esta propriedade conjugada com o suporte flexivel
da dentina subjacente minimiza a possibilidade de fratura (Berkovitz, et al., 1992).

A camada de esmalte varia consoante a por¢do do dente, sendo maior (2 a 3 mm), mais dura,
mais densa e menos porosa na face oclusal dos dentes incisivos e no apice das cuspides dos caninos,
pré-molares e molares e menor a medida que se aproxima da linha cervical (Berkovitz, et al., 1992)

(Serra & Ferreira, 1981).
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3. Pigmentac¢ao dentaria

A percecdo da cor dentaria depende da estrutura da coroa clinica (esmalte, dentina e pulpa)
(Ferreira, 2009B) (Silveira, 2015). Qualquer altera¢do nestes tecidos ird causar modificacdes no
aspeto da coroa clinica devido as suas propriedades 6ticas de transmissado e reflexao da luz incidente
(Silveira, 2015). Por conseguinte, a cor dentaria depende da quantidade e tipo de luz refletida pela
superficie do dente. Deste modo, a cor é uma perce¢ao subjetiva devido a variabilidade inter-sujeito,
tornando-se dificil realizar uma medigdo rigorosa da cor dentaria (Ferreira, 2009B).

O conceito de cor dentdria agrega trés dimensdes, nomeadamente: matiz (tonalidade), valor
(luminosidade) e croma (saturagdo), sendo que a diferenca de cor (AE) é representada pela diferenca
das trés dimensdes enumeradas entre objetos (Ferreira, 2009B).

A eficdcia do branqueamento dentdrio é classificada em unidades de mudanca de cor, obtida
visualmente (apresentado em unidades de escala de cor) ou recorrendo para isso a instrumentos,
como o colorimetro (apresentado sob a forma de AE). A escala de cor mais utilizada pelo Médico
Dentista (MD) para a avaliagdo da cor dentaria é TAPAN Classical Shade Guide (VITA) (Figura 3.1),
estando esta dividida em quatro distintas matizes: A (castanho-avermelhado), B (laranja-amarelado),
C (cinzento-esverdeado) e D (cinzento-rosado), estando por sua vez cada uma destas matizes
divididas em quatro graus de croma (Ferreira, 2009B). Porém, como a avaliacdo do resultado do
branqueamento consiste, essencialmente, na mudanca de valor, foi criada uma escala especifica para

o branqueamento: VITA Bleachedguide 3D-Master (VITA) (Figura 3.1) (Ferreira, 2009B) (Joiner, 2006).
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Figura 3.1: A esquerda a escala TAPAN Classical Shade Guide (VITA) (VITA, 2015) — escala de cores ordenada
pelo croma, e a direita a escala de cores VITA Bleachedguide 3D-Master (VITA) — escala de cores ordenada
pelo valor ( (SmartPractice, 2015).

A utilizacdo do colorimetro tem a vantagem de se obter um valor objetivo da cor ndo havendo a

possibilidade de interpretacdo inter-sujeito, contudo é necessario que o posicionamento na arcada
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dentdria seja igual entre consultas, para além de que é uma técnica morosa e de dificil manuseio
(Ferreira, 2009B) (Joiner, 2006).

No branqueamento dentario a quantidade amarelo e branco, bem como o aumento do valor e a
diminuicdo do croma do dente sdo importantes atributos na percecao da cor dentdria. Por outras
palavras é muito importante o diagndstico do tipo de descoloracdo dentdria. Nao obstante a
apreciacao feita pelo paciente, hd que ter em atencdo fatores como etiologia, intensidade, aparéncia
e localizacdo da pigmentacdo dentdria, pois serdo cruciais para um correto prognodstico (Ferreira,
20098B).

A coloragdo dentdria resulta da combina¢do da cor intrinseca do dente com a presenga de
manchas extrinsecas formadas na superficie deste. Antes de qualquer tratamento de
branqueamento dentdrio, o MD deve realizar um correto diagndstico quanto ao tipo e etiologia da
pigmentac¢do dentdria, realizando uma anamnese ao paciente, de modo a inferir uma histéria clinica
detalhada: habitos alimentares, praticas de higiene oral, exposi¢cdo a quimicos, traumas e infe¢des
passadas. Assim, o MD podera escolher o tratamento mais apropriado para o caso, e no caso de esse
tratamento ser o branqueamento dentdrio, eleger a concentragdo e tipo de agente ativo a ser usado,
e prever, ainda, o resultado esperado (Ferreira, 2009B) (Joiner, 2006). No entanto, este
procedimento de grande relevancia antes da realizacdo do branqueamento dentdario é inexistente
para os produtos OTC. Este facto pode contribuir para casos em que o branqueamento dentario ndo
é o tratamento mais adequado, como é descrito no sub-capitulo seguinte.

A American Dental Association (ADA) estipula que um sistema de branqueamento contendo
perdxido sé é considerado eficaz quando proporciona uma mudanga de no minimo dois tons na

escala de cores ordenada de acordo com o valor do dente (Aradjo, et al., 2013).

3.1 Classificagdo e etiologia da pigmentac¢ao dentaria
A pigmentacdo dentaria é classificada em conformidade com a localizacgdo do pigmento.
Atualmente, a pigmentacdo dentdria é classificada como: extrinseca, intrinseca e

internalizada/incorporada (Silveira, 2015).

3.1.1 Pigmentac¢ao dentdria extrinseca

Neste tipo de pigmentacdo existe adsorcdo de agentes externos (pigmentos) na superficie
dentdria ou na pelicula adquirida (Ferreira, 2009B) (Silveira, 2015). Alguns fatores, como defeitos no
esmalte, a composicdo e quantidade de saliva, e higiene oral pobre, predisp6em o aparecimento de
pigmentos na superficie do dente. Segundo Nathoo, cit in Ferreira (Ferreira, 2009B), a pigmentacdo

extrinseca pode ser descriminada em trés categorias distintas:
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e Nathoo tipo 1 (N1): neste caso a pigmenta¢do ocorre quando o material cromogénico,
com uma cor caracteristica, liga-se a superficie dentdria, pigmentando esta. E também
denominada como pigmentacdo extrinseca direta e inclui compostos que habitualmente
estdo presentes na dieta alimentar como o café, o chda e o vinho ou que contactam
frequentemente com a superficie do dente como é o caso dos metais e das bactérias
cromogénicas (Ferreira, 2009B) (Silveira, 2015).

e Nathoo tipo 2 (N2): neste caso, também conhecido como pigmentacdo extrinseca
indireta, o pigmento ao interagir com a superficie do dente, reage quimicamente,
alterando a sua cor. Os materiais cromogénicos descritos em N1 podem provocar este
tipo de pigmentagdo devido ao seu escurecimento com o tempo (Ferreira, 2009B)
(Silveira, 2015). Antissépticos orais catidnicos e sais minerais podem também induzir esta
pigmentacdo (Silveira, 2015).

e Nathoo tipo 3 (N3): ocorre por materiais incolores ou pré-cromogéneos que se ligam a
superficie do dente, sofrendo uma reagdo quimica que provoca pigmentac¢do dentdria.
Esta pigmentagdo é causada por alimentos ricos em carbohidratos ou agentes

pigmentantes como o fluoreto de estanho e a clorohexidina (Ferreira, 2009B).

Quanto a origem dos pigmentos nos varios tipos de pigmentacdo dentdria extrinseca, esta
classifica-se, ainda, como metalica e ndo metalica (Silveira, 2015).

Os tratamentos realizados nestes casos sdo destartarizacdo e o polimento profilatico da superficie
dentdria para remocdo das manchas extrinsecas, ndo se realizando portanto, o branqueamento
dentdrio nestas situacOes (Ferreira, 2009B) (Silveira, 2015). O diagndstico costuma ser favoravel e

previsivel (Ferreira, 2009B).

3.1.2 Pigmentac¢ao dentdria intrinseca

Esta pigmentacdo é causada pela incorporacdo de pigmentos no esmalte ou na dentina durante a
odontogénese ou apds erupcdo do dente (Ferreira, 2009B). Ocorrem, assim, alteracdes na
organizacdo dos tecidos dentarios, implicando modificacGes nas dimensGes ou estrutura destes.
Algumas alteracGes cromaticas podem ocorrer durante a odontogénese devido a alteracGes
metabdlicas, levando a uma pigmentacdo intrinseca com diferentes graus de severidade. Outras
causas conhecidas para este tipo de pigmentacdo sdo, por exemplo: envelhecimento, fluorose
dentdria, hipoplasia do esmalte, pigmentacdo por tetraciclinas (antibidticos), amelogénese
imperfeita, dentinogénese imperfeita, displasia dentinaria (Pinto, et al., 2014) (Silveira, 2015).

O branqueamento dentario é realizado para o tratamento da pigmentacdo dentdria intrinseca e
podem ser utilizadas duas técnicas distintas, consoante onde o produto é aplicado: branqueamento
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interno ou branqueamento externo, e ainda a combinacdo de ambos. O branqueamento dentario
interno é realizado pela colocacao do produto de branqueamento na camara pulpar; sendo que o
branqueamento dentario externo é realizado na superficie do dente. Em dentes vitais (dentes ndo
desvitalizados), apenas pode ser feito o branqueamento externo. Ja em dentes ndo vitais podem ser

realizadas ambas as técnicas (Silveira, 2015).

3.1.3 Pigmentagao dentaria incorporada (ou internalizada)

Na pigmentag¢do incorporada ocorre incorporagao da pigmentagdao extrinseca na estrutura dos
tecidos dentarios apds a sua completa formagdo. Ocorre em casos onde existe defeitos no esmalte
ou superficie permedvel da dentina exposta, a titulo de exemplo: anomalias de desenvolvimento e
anomalias adquiridas (desgaste dentario, cérie dentaria ou materiais restauradores) (Silveira, 2015).
Os pigmentos incorporados nestes tecidos sdo os mesmos que causam a pigmentac¢do extrinseca. Tal
como na pigmentacdo dentdria intrinseca, também neste tipo de pigmentagdo se realiza o
branqueamento dentdrio (Silveira, 2015).

A Figura 3.2, pretende ilustrar um resumo das distintas pigmentag¢Ges dentdrias, bem como, as

respetivas etiologias e tratamentos associados.

Pigmentacdo

dentaria

-
]
-

e - l T ~a
Classificacio Pigme’ntagﬁo Pigmentacao Pigme’entagﬁo
| extrinseca internalizada | intrinseca

Adsorgdo de pigmentosna

superficie dentaria Incorporacdoda Incorporacdode
- - igmentacdo extrinseca igmentos no esmalte ou
Etiologia pig & > pig :
na estrutura dos tecidos na dentinadurantea
N1, N2 e N3 dentanosaposas:]a odontogﬂenese ou apos
completa formacgio erupcio do dente;
*Pigmentos extrinsecos ndo metalicos (defeitos no esmalte ou alteracBesna
bebidas com corante, tabaco, colutérios) superficie permeavel da organizacio dos tecidos
*Pigmentos extrinsecos metalicos dentina exposta) dentarios (alteragdes
medicagdo com sais metalicos ,colutdrios metabélicas)

com permanganatode potdssio)

Tratamento l '

Destartarizagdoe polimento profilatico Branqueamento dentario externoou internoou
ambos

Figura 3.2: Classificagdo, etiologia e tratamento nas diferentes pigmentac¢6es dentarias existentes.
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4. Branqueamento dentario

Aquando a pesquisa do estado da arte verifica-se a existéncia de um maior nimero de
investigacOes referentes ao estudo dos efeitos do branqueamento dentario em consultério e em
ambulatdrio e a escassez de estudos quantitativos no que respeita ao branqueamento realizado com
produtos Over-The-Counter (OTC). Desta forma, torna-se crucial reunir pesquisa bibliografica para a
constru¢do de um referencial teérico de modo a reunir, cogitar e aprofundar as informagdes
necessarias para o objetivo proposto.

O branqueamento dentdario constitui uma alternativa conservadora para o melhoramento da cor
dentaria em comparagdo com técnicas mais invasivas e dispendiosas tais como: a microabrasdo (com
agentes abrasivos ou acidos), as restauracGes diretas (recorrendo a sistemas adesivos e resinas
compostas) ou as restauragdes indiretas em ou resina composta - por exemplo, as coroas e as facetas
(Pinto, et al., 2014).

Este procedimento ndo é recente tendo sido realizado anteriores vezes em partes diferentes da
histéria da humanidade. Durante muitos anos, foi um tratamento exclusivamente realizado no
consultério dentdrio. Em 1867, M’Quillen deparou-se com dentes manchados tendo anotado e
estudado este acontecimento, tendo mais tarde Chappel, em 1877, introduzido o branqueamento de
dentes vitais (Ferreira, 2009B) (Mota, 2011).

Quando um determinado produto estd a ser avaliado para ser posteriormente utilizado por
pacientes o sucesso dos conceitos eficdcia clinica e seguranca sdo cruciais (Mota, 2011). A eficacia
clinica refere-se ao grau de beneficio clinico associado a uma determinada terapia em que
proporciona um resultado positivo ao paciente, num ambiente clinico controlado e definido. Neste
caso em particular, a eficacia clinica da terapia de branqueamento depende dos agentes quimicos
usados, a sua forma de aplicagdo, da forma galénica e concentra¢do do agente branqueador, tempo
de aplicagdo (contacto do agente ativo com a estruturas dentdarias duras a branquear) e duracdo do
tratamento. A seguran¢a tem em consideracdo os danos colaterais provocados por determinado
produto ou terapia ao longo do tempo, sendo importante vdrias medi¢des ao longo do
procedimento, com fim a parametrizar os limites aceitdveis. E comparado o estado final do paciente
apods o procedimento com o estado inicial, sendo desejavel a auséncia de qualquer dano colateral
permanente comparativamente ao beneficio clinico associado (Mota, 2011).

Segundo investigadores, utilizando 10% de Perdxido de Carbamida (PC), pode considerar-se o
branqueamento dentdrio um procedimento relativamente seguro. Contudo, deve-se ter em

consideragdo potenciais alteragdes da estrutura mineral dentdria (p.e: desmineralizacdo) devido as
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rea¢des quimicas dos agentes branqueadores ou dos seus excipientes, como serd desenvolvido ao
longo do trabalho (Demarco, et al., 2008) (Fernandes, 2013) (Ferreira, 2009A) (Mota, 2011). De
acordo com o Decreto de Lei portugués 142/2005 que segue as varias diretrizes da Comissdo
Europeia (CE), os produtos OTC podem conter somente uma concentragdo maxima de 0,1 % de
Peroxido de Hidrogénio (PH) (INFARMED, 2005). A mais recente legislagdo comunitdria e sua
respectiva transposi¢cdo ndo estabeleceram alteragdes a este valor.

A revisdo do estado da arte, bem como o trabalho experimental tém enfoque no branqueamento

dentario externo realizado em dentes vitais.

4.1 Constituintes dos agentes quimicos branqueadores

O PH (H,0;) e o PC (CH4N,0¢H,0,) sdo os agentes mais vulgarmente utilizados nos sistemas
branqueadores, sendo o PC mais usado por ser a forma mais estavel do PH. Quando analisados em
separado, a concentragao de PC é 2,76 vezes superior a do PH, a titulo de exemplo: uma solugdo de
10% de PC dissocia-se em, aproximadamente, 3% de PH e em 7% de ureia. Posteriormente, o PH
degrada-se em agua e oxigénio, enquanto que a ureia degrada-se em amodnia e em didxido de
carbono (Figura 4.1). A libertagdo destes Ultimos compostos resulta no aumento do pH da solugdo.
Esta caracteristica é vantajosa, pois numa solucdo alcalina a energia minima necessaria a degradacdo
do PH é menor, levando a uma maior taxa de libertacdo de PH e de radicais livres, facilitando o
processo de branqueamento. A ureia, para além de estabilizar o PH, estimula a produgdo de saliva,
essencial para a remineralizacao das estruturas dentdrias duras (Miguel, 2009). Para além do agente
branqueador, os géis de branqueamento dentario tém outros constituintes com importantes funcdes
de modo a aumentar a sua eficicia e ajustar os produtos a diferentes regimes terapéuticos,

sumarizados na Tabela 4.1 (Ferra, 2010) (Mota, 2011) (Silveira, 2015).

PC Ureia
(CH,N,0-H,0,) ((Ca[NH,],)

Agua(H,0) * Oxigénio(O Aménia (NH,) *

Figura 4.1: Decomposicédo do PC e do PH.
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Existem outras formula¢des que contém como principios ativos o Perborato de Sédio (PS) e Acido

Cloridrico (HCI) (Ferreira, 2009A).

Tabela 4.1: Composi¢cio dos produtos de branqueamento dentario (Miguel, 2009) (Mota, 2011) (Silveira,
2015) (Ventura, 2009).

Constituinte

Carbopol Espessante: aumenta a viscosidade do gel,
melhorando a sua aderéncia e reten¢do na
moldeira. O branqueamento torna-se mais
eficiente, pois a libertagdo de PH é prolongada
diminuindo a frequéncia de substituicio e
guantidade de produto necessarios. Impede a
degradacdo do agente ativo ao entrar em
contacto com a saliva.

Glicerina (excepiente) Facilita a manipulagdo do gel.
Surfatantes Facilita a difusdo do principio ativo na interface
com a superficie do dente.
Aromatizantes Aumentar a adesdo a terapéutica pelo agradavel
sabor do produto.

Conservantes Impede a proliferacdo bacteriana nos produtos.

4.2 Mecanismo de agdo quimica dos agentes branqueadores

O mecanismo do PH aquando o branqueamento ndo é totalmente compreendido, contudo
existem na literatura algumas hipdteses estudas.

O PH caracteriza-se por ser um agente oxidante forte, com baixo peso molecular que penetra no
esmalte e dentina por difusdo, podendo atingir a pulpa do dente. Consoante as condi¢Ges da reagao,
tais como a temperatura e o pH, pode formar um nimero distinto de radicais livres de oxigénio como
o hidroxilo (OH’), o perhidroxilo (HO,) e os anides de oxigénio (02 e O’), Figura 4.2 (Godinho, 2013)
(Joiner, 2006). Outros fatores que podem influenciar este mecanismo sdo a concentracdo do
produto, a taxa de libertagdo e difusdo nos tecidos dentdrios e a capacidade de reacdo com os

pigmentos (Godinho, et al., 2014).
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Estes produtos de baixo peso molecular ao penetrarem no dente atingem os croméforos —
moléculas complexas dos pigmentos organicos, presentes no esmalte e na dentina. Os cromdéforos
sdao compostos formados por anéis de carbono, que conferem ao dente uma cor escura, pois sao
cadeias moleculares longas, que absorvem a luz incidente sobre o dente. Estas macromoléculas sao
clivadas em moléculas mais simples, lineares, menos densas e mais longas, através de uma reacdo de
oxidacdo-reducdo (redox), pela acdo de radicais livres resultantes da degradac¢do do PH. Deste modo,
as moléculas resultantes refletem mais luz, sendo o dente percecionado como mais branco (Joiner,
2006) (Pinto, et al., 2014) (Silveira, 2015).

a) H.0, > 2HO"

b) HO* + HQOQ% HQO + HOZ.
C) HOZ. > H + Oz'
d)H,0:¢> H*+ HOO

Figura 4.2: Reag¢bes quimicas decorrentes da decomposi¢do do PH. Em a) formagdo de espécies reativas de
oxigénio, b) formagdo de radicais hidroxil e perhidroxil, c) formagdo do anido superdxido e d) formagdo de
anioes de perdxido de hidrogénio (adaptado de (Silveira, 2009)).

4.3 Técnicas de Branqueamento Dentario

Durante bastante tempo, a Unica maneira segura de se proceder ao branqueamento dentdrio foi
através da técnica de branqueamento em consultério (do inglés, In Office System Power Bleaching),
até Haywood e Heymann, em 1989, introduzirem a primeira técnica realizada em casa, passando a
ser conhecida como branqueamento dentario em ambulatério usando 10% de PC aplicado numa
moldeira individual de uso noturno (do inglés, Take Home System) — considerada a técnica gold
standard. Perdigao cit in Mota (Mota, 2011), refere que segundo os varios estudos clinicos, esta
técnica demostrou ser segura e com resultados satisfatérios, destacando que a American Dental
Association (ADA) “indica ndo existirem riscos significativos a longo prazo para a saude oral e
sistémica dos pacientes utilizadores desta técnica”. Porém, a demanda por produtos mais rapidos e
eficazes, fez com que a industria desenvolvesse e disponibilizasse novos produtos, com novas
concentragcbes do agente ativo, novas técnicas e tempos de aplicagdo, nas técnicas de
branqueamento dentario em consultério até as técnicas sem prescricdo médica. Em suma, variaveis
como a concentracdo do agente ativo, o tipo de agente ativo, o tempo de aplicacdo e a técnica
escolhida irdo influenciar fortemente o resultado final pretendido (Ferra, 2010) (Ferreira, 2009A)
(Mota, 2011).

Apresentam-se em seguida, as diversas técnicas atualmente disponiveis realizadas para o

branqueamento de dentes vitais e algumas das conclusdes dos estudos realizados em cada campo.

18



4.3.1 Branqueamento em Consultério

Na técnica realizada em consultério os agentes usados sdo o PH com elevadas concentracdes
(Power Bleaching), habitualmente 35% (podendo variar entre 15-38%) e o PC com concentragoes
iguais ou maiores que 30%, dependendo das concentracGes necessarias a cada caso clinico (Ferra,
2010) (Ferreira, 2009A) (Mota, 2011). Antes de se iniciar o tratamento é realizada uma limpeza com
uma escova de baixa rotacdo, de modo a remover a placa bacteriana ou outros residuos organicos
gue consomem perodxido. Dentes com célculos ou pigmentos superficiais podem impedir ou dificultar
a eficacia do agente branqueador, condicionando o sucesso do tratamento. Esta técnica é realizada
exclusivamente pelo Médico Dentista (MD) e deve ser decidido a cor final dos dentes pretendida
recorrendo a uma escala de cores. Sao tiradas fotografias ao longo do tratamento para acompanhar-
se a evolugdo (Ferra, 2010). O MD isola os tecidos moles e aplica o produto branqueador em gel
diretamente na superficie dos dentes (Mota, 2011).

Os varios estudos relatam que devido a exigéncia demonstrada pelo paciente e pela competéncia
associada ao profissional de medicina dentaria os resultados apresentam-se mais rapidamente, nao
sendo necessariamante melhores. Como desvantagens refere-se a incidéncia de hipersensibilidade

pds-operatdria e o tempo de cadeira (Mota, 2011).

4.3.2 Branqueamento em Ambulatério

Esta é técnica atualmente conhecida como “nightguard vital bleaching” e tornou-se bastante
popular em detrimento ao branqueamento realizado em consultério, sendo o procedimento mais
frequentemente realizado pelo MD (Demarco, et al., 2008). E usado um kit personalizado para cada
paciente a partir de impressdes das arcadas dentdrias, sendo confecionada uma moldeira onde o
agente branqueador é colocado pelo paciente segundo as instru¢ées dadas pelo clinico. Este gel,
normalmente, contém entre 10 a 20% de PC (Mota, 2011). O tratamento tem a dura¢do de quatro
semanas, uma ou duas vezes por dia e entre uma a duas horas cada aplicacdo ou durante duas
semanas a noite durante quatro horas. Apesar de ser mais econdmico em comparagdo com o
branqueamento em consultdrio, apresenta como desvantagens o tempo de duragdo do tratamento
(entre duas a quatro semanas) e o tempo de aplicacdo (até 8 horas diarias) (Demarco, et al., 2008)
(Ferreira, 2009A).

Araujo et al (Araujo, et al., 2013), realizaram um estudo interventivo longitudinal em regime
ambulatdrio, durante duas semanas por duas horas diarias, com vista a avaliar a eficacia do PC, com
concentracdo de 10%. A sele¢cdo dos pacientes teve em conta a presenga de dentes vitais
naturalmente escurecidos e com auséncia de carie dentdria, doencas periodontais, restauracdes e
sensibilidade antes do tratamento. A cor dentdria apresentada, pré e pds-tratamento, foi avaliada

através de um exame clinico de sele¢do de cor por comparagdo com a escala de cores VITA classica e
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fotografias. A avaliacdo pdés tratamento foi realizada quinze dias depois, tempo necessdrio a
hidratacdo dentaria e recuperacdo do stress oxidativo, ao qual o tecido pulpar foi submetido. Foi
verificado o aumento de dois tons no valor da cor em todos os casos tratados. Em relacdo aos efeitos
adversos verificados, 71% dos pacientes apresentou sensibilidade dentaria e 50% irritacao gengival,
durante o tratamento.

A equipa de Caballero, cit in Ferreira (Ferreira, 2009A), comparou a eficacia entre dois produtos
branqueadores, um com PH a 3,5% e outro com PC a 10%, segundo as técnicas usadas em
ambulatdério e acima descritas, chegando a conclusdo que ambos os produtos mostraram eficacia
segundo concentragdes diferentes.

Existe, ainda, a técnica combinada entre ambulatério e consultdério que permite a reduc¢do do
tempo total de tratamento e das consequentes idas ao consultdrio, sendo obtidos em geral melhores
resultados e ainda uma elevada satisfagcdo por parte do paciente. S3o usadas elevadas concentragées
do agente branqueador (PH a 35%) aplicado em consultério, sendo o restante tratamento
completado em casa pelo tempo de 5 dias, com concentra¢gdes menores do agente ativo. Caso o
resultado alcangado ndo seja o pretendido, entdo pode ser aplicado em consultério novamente o
agente branqueador (Mota, 2011). Os efeitos adversos verificados no branqueamento em
ambulatdério sdo a sensibilidade dentdria e irritacdo gengival, que desaparecem assim que o
tratamento é terminado ou quando é aplicado nitrato de potassio ou fluoreto de sédio (agentes

dessensibilizantes) (Demarco, et al., 2008).

4.3.3 Branqueamento Assistido

No branqueamento dentdrio assistido, também conhecido em inglés como Waiting Room
Bleaching, o agente branqueador usado é o PC com concentracdao de 35%. O MD aplica o agente
branqueador na moldeira e o paciente aguarda na sala-de-estar (Waiting Room) durante 30 minutos.
Ap0s este periodo de tempo, o MD avalia o resultado final (Mota, 2011) (Silveira, 2015).

Em qualquer uma das técnicas o paciente é aconselhado a ndo ingerir alimentos com corantes,
pois durante este periodo a estrutura do dente fica mais suscetivel a pigmentacdo dentaria (Aradujo,

et al., 2013).

4.3.4 Produtos de branqueamento Over-The-Counter

Devido aos bons resultados obtidos no branqueamento em ambulatério com uma concentragdo
de PC a 10%, houve um incentivo por forma a desenvolver produtos de acesso livre e a baixo custo,
reduzindo a desigualdade observada no acesso a servicos de saude e reduzindo o custo de

tratamentos (Demarco, et al., 2008) (Pinto, et al., 2014).
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Existem diversos produtos de branqueamento OTC disponiveis sem prescricdo, como por
exemplo, kits de venda livre com gel branqueador e moldeira, pastas de dentes, pastilhas eldsticas,
colutdrios, fio dentdrio, pincéis com gel e tiras de branqueamento. A aplicacdao de qualquer um
destes produtos é feita mediante as instru¢des dadas na embalagem do produto. Em alguns casos,
estes kits podem conter acido citrico ou fosférico proporcionando um ambiente 4cido de atuacdo do
produto e colocando em risco a saude oral. Existe falta de evidéncia clinica quanto a seguranca e
eficdcia destes produtos. Os estudos existentes sdo realizados pelos préprios fabricantes e tém
suporte por parte da industria farmacéutica, sendo realizados durante curtos periodos de tempo.
Para além disso, nenhum destes produtos é adaptado a cada consumidor apresentando baixo rigor,
podendo muitas das vezes os resultados ndo corresponder ao expectavel (Demarco, et al., 2008)

(Mota, 2011).

e Kits de venda livre com gel branqueador e moldeira

Os kits de venda livre com gel branqueador e moldeira podem ser pré-fabricados como no caso da
moldeira standard, ou podem ser semi-modelados como no caso das tiras de branqueamento. No
caso especifico da moldeira standard coloca-se o gel branqueador na moldeira e aplica-se pelo
periodo de tempo indicado pelo fabricante (Demarco, et al., 2008) (Silveira, 2015). Devido a nao ser
moldavel, o paciente pode experimentar algum desconforto, sendo que em alguns dos casos,
inclusive, causar ligeiros danos nos tecidos moles da cavidade oral (Demarco, et al., 2008) (Sulieman,
et al., 2004).

Ghalili et al (Ghalili, et al., 2014), estudaram a eficacia clinica e a seguranca de um kit de venda
livre, com 9% de PH em gel, em 43 pacientes. A cor dentdaria pds-tratamento foi avaliada apds 5 dias
de tratamento e re-avaliada 3 meses depois, tendo sido usada a escala de cores VITA. O tratamento
foi realizado duas vezes por dia durante 5 minutos, ao longo de 4 dias, sendo que no ultimo dia o
tempo de tratamento foi de 50 minutos. Ao fim de 5 dias, apenas 5 pacientes reportaram algum
desconforto durante o tratamento e a média de cores na escala VITA melhorou 7 cores. Na avaliagdo
feita aos trés meses houve sé6 um melhoramento de 5,7 na escala de cores, sendo que seis dos
individuos melhoraram até dois tons durante o acompanhamento. Foi experienciada pelos pacientes
uma sensibilidade transitéria, tendo desaparecido na totalidade depois do tratamento ter terminado.

Os dentes submetidos a tratamentos de branqueamento dentdrio podem sofrer mudancgas
significativas e tornarem-se ainda mais claros, até sete dias apds o tratamento devido a presenca de
oxigénio residual, derivado da reacdo do perdxido, sendo que apds quinze dias a cor apresentada é a
definitiva (Demarco, et al., 2008). Pode ainda haver, inicialmente, a percecdo de recidiva da cor do
dente devido a desidratacdo decorrente do branqueamento dentario. Contudo, existe falta de

consenso na comunidade cientifica quanto a este pressuposto (Aradjo, et al., 2013).
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e Pastas dentifricas, fio dentario e escovas de dentes branqueadores

Mais de metade dos produtos OTC sdo constituidos por pastas dentifricas que afirmam possuir
propriedades branqueadoras, porém raramente contém algum tipo de agente ativo. A capacidade de
remocdao de manchas superficiais extrinsecas encontra-se relacionada com a presenca de grandes
guantidades de agentes abrasivos na sua formulacdo galénica, tais como: carbonato de célcio, 6xido
de aluminio, fosfato de célcio desidratado e silica hidratada. Porém, sdo pouco eficazes pois os
agentes abrasivos somente removem as manchas surperficiais presentes no dente (pigmentacdo
extrinseca), ndo alterando a cor natural como acontece no branqueamento dentario. Existe, por sua
vez, um numero reduzido de pastas que para além de agentes abrasivos, tém na sua constituicdo
uma percentagem muito reduzida do agente ativo (inferior a 2% PH). Nestes casos, os componentes
ativos incluem enzimas que quebram as moléculas organicas da pelicula adquirida. Comparando as
pastas dentifricas normais com as pastas dentifricas branqueadoras, estas ultimas promovem um
aumento na luminosidade, apesar de ndao haver nenhuma diminui¢do b* da cor amarela. Deste
modo, perceciona-se um efeito de falso branqueamento, sendo que os resultados apresentados ndo
tém significado clinico. Em alguns casos, o uso de determinadas pastas dentifricas podem produzir
resultados mais satisfatérios por estas possuirem na sua composicdo mais agentes abrasivos. No
entanto, o uso excessivo destas pastas deve ser evitado de forma a limitar o desgaste do esmalte
(Demarco, et al., 2008) (Horn, et al., 2014).

Num estudo em que se realizou a comparacgao de trés distintos produtos de OTC (pasta de dentes
com 1% de PH, pincéis com 18% de PC e moldeiras contendo gel branqueador com 5% de PC)
demostraram que o grupo tratado com as moldeiras obteve um melhoramento da cor enquanto que
os outros dois produtos, apds 14 dias, ndo demostraram qualquer alteracdo da cor tendo em conta a
inicial. Num outro estudo, realizado com pincéis com 18% de PC, 6% de PH de tiras de
branqueamento e pasta branqueadora, observaram que em relacdo a esta uUltima ndo houve
qualquer alteragdo da cor do dente. Em ambos os estudos os pacientes experienciaram sensibilidade
dentadria e irritacdo gengival (Demarco, et al., 2008).

Recentemente, surgiu no mercado fio dentdrio branqueador por forma a prevenir o aparecimento
de manchas. A presenca de silica no fio promove a abrasdo superficial durante a aplicagdo na regiao
interdental. Contudo, ndo existe nenhum ensaio clinico para verificar a eficacia deste método
(Demarco, et al., 2008).

Em relacdo as escovas de dentes, foi realizado um estudo comparando as escovas manuais
normais com as elétricas de modo a manter os dentes brancos apds o paciente realizar o tratamento
com 15% PC. Apds seis meses, a escova elétrica demostrou melhores resultados para manter o efeito

branqueador que a escova manual (Demarco, et al., 2008).
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e  Colutodrios Branqueadores

Em relacdo, aos colutérios de branqueamento com pequenas percentagens de PC ou PH existe
duvidas quanto a sua eficdcia no branqueamento dentario. Gerlach et al, cit in Demarco et al
(Demarco, et al., 2008), realizaram um estudo comparando um colutério branqueador com 2% de PH
e tiras branqueadoras com 10% de PH usadas duas vezes ao dia durante uma semana, tendo
chegado a conclusdo que o grupo tratado com as tiras demostrou um melhoramento na cor obtida; o

mesmo nado acontecendo com o grupo tratado com colutério.

e  Pincéis com gel branqueador

Este género de pincéis disponiveis no mercado sdo produtos de branqueamento que contém PC
ou PH numa suspensdao que é posteriormente aplicada com o pincel sobre a superficie do dente,
aderindo ao esmalte (Demarco, et al., 2008). Lo et al, cit in Demarco (Demarco, et al., 2008),
realizaram um estudo para comparar a eficacia de pincéis com gel branqueador com 18% de PC, tiras
branqueadoras com 6% de PH e um placebo (pasta de dentes com fluoreto). O que apresentou
melhor resultado foram as tiras, seguido do gel branqueador aplicado com pincéis. O reduzido efeito
branqueador verificado neste ultimo caso, pode ser explicado devido ao pouco tempo de contacto
do agente branqueador com a superficie do esmalte.

Foi realizado outro estudo in vitro, por forma a comparar diferentes géis branqueadores aplicados
com pincel durante duas semanas com um grupo controlo conservado em saliva artificial,
nomeadamente: 10 % de PC, 19% de PS, perdxido de ureia (PU) e 8,7% de PH. Através dos guias de
cores VITA, verificou-se que os grupos que apresentaram melhor resultado foram os de PH e PS. Os
autores referem que pode haver uma sobre-estimacgdo dos resultados obtidos uma vez que os dentes
apods aplicacdo do agente branqueador eram conservados em gaze impregnada com saliva, nao

estando portanto sujeitos a diluicdo e friccao previstos em ambiente oral (Demarco, et al., 2008).

e Tiras/bandas adesivas branqueadoras (Strips)

As tiras branqueadoras foram criadas para substituirem as moldeiras usadas até entdo por se
verificarem mais praticas. Sao tiras adesivas de polietileno que contém o agente branqueador e sdo
colocadas na arcada mandibular ou maxilar, nos dentes anteriores, libertando o agente ativo durante
curtos periodos de tempo (5 a 60 minutos), uma ou duas vezes por dia, durante vinte dias. O agente
ativo é o PH em concentragdes relativamente baixas (5 a 14%) (Demarco, et al., 2008) (Ferreira,
2009A). S3o varios os investigadores que se questionam quanto ao tempo do uso do agente

branqueador, a sua eficdcia e dura¢do de tratamento no caso dos agentes OTC (Aradjo, et al., 2013).
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Estudos demostraram que existe um aumento no efeito de branqueamento quando as tiras sao
usados pelo periodo de 28 dias, em comparacdao com um periodo de 14 dias, e que este efeito pode
manter-se até dois anos (Demarco, et al., 2008).

Em estudos realizados recentemente, foram comparadas tiras branqueadoras com uma
concentracdo de 6% de PH com moldeiras contendo 10% de PC, tendo sido verificado um
melhoramento da cor no primeiro caso, bem como uma maior sensibilidade dentaria. Quanto maior
a concentracdo de PH maior sdo os efeitos descritos anteriormente (Demarco, et al., 2008)
(Sulieman, et al., 2004). As tiras tém demonstrado ser a escolha preferida por parte da populagdo
tendo em conta o efeito branqueador e o valor de mercado de no maximo de 40 euros (Mota, 2011).

Gerlach e colaboradores, cit in Ferreira (Ferreira, 2009A), realizaram um estudo com o objetivo de
verificar a seguranca e eficacia das tiras adesivas com PH a 10%, tendo obtido resultados positivos ao
fim de 3 dias e 7 dias. Porém, foram diagnosticados os efeitos adversos de sensibilidade dentdria e
irritagdo da mucosa. Um outro estudo realizado por Lo et al, cit in Ferreira (Ferreira, 2009A),
comparou a eficacia entre tiras adesivas com PH a 6% e gel de PC a 18%, tendo as tiras adesivas
apresentado bons resultados no brilho e na cor mais cedo. J3a, Shahidi et al, cit in Ferreira (Ferreira,
2009A), investigaram a diferenga na eficacia de tiras adesivas com diferentes concentragdes: uma
com concentracdo de PH a 10% e outra com PH a 6%. Ambas demonstraram ter a mesma eficdcia
mas a tempos diferentes, as tiras de PH a 10% ao fim de uma semana tém a mesma eficacia que as
tiras de PH a 6% ao fim de duas semanas.

Concentragdes mais elevadas de agente ativo tém maior eficdcia sendo necessarias menos
aplicacdes do produto de branqueamento, contudo se o tempo de aplicagdio e o numero de
aplicagGes aumentar para concentragées mais baixas o efeito serd o mesmo, tendo este facto sido
demostrado por Leonard et al, cit in Ferreira (Ferreira, 2009A) (Sulieman, et al., 2004). Segundo
Sulieman et al (Sulieman, et al., 2004), a relacdo entre a concentracdo de peréxido e o nimero de
aplicagBes necessdrias para atingir o mesmo nivel de branco percecionado é explicado por uma
funcdo exponencial. Este salienta que é possivel branquear os dentes até a um ponto considerado

terminal, e ndo para além deste.

4.4 Ativagao do branqueamento dentario através de processos fisicos

Abbot e Ames, foram os pioneiros no que respeita a ativacdo do processo de branqueamento
através de uma fonte de calor. Em 1937, Ames usou um agente oxidante (PH a 35%) para estudar o
efeito deste no branqueamento dentdrio, tendo mais tarde inovado o mesmo método adicionando
uma fonte de energia eletromagnética, como fonte de calor com o propésito de acelerar o processo
de branqueamento e a sua eficacia. Ao utilizar-se radiacdo eletromagnética a temperatura do PH

aumenta, acelerando a reacao de oxidacdao do PH e a sua consequente degradacao, existindo maior
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numero de radicais livres libertados. A titulo de exemplo, o aumento de 10 °C pode fazer com que a
taxa da reacdo aumente para o dobro. Nos ultimos anos foram introduzidos no mercado dispositivos
de ativacdo de branqueamento potenciado através de radiacdo eletromagnética, sendo os mais
comuns os dispositivos emissores de radiacdo que utilizam Diodos Emissores de Luz (do inglés, Light
Emiting Diodes — LEDs) e Lasers (do inglés, Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation).
Varios sdo os grupos de investigadores, que concluiram ndo haver qualquer diferenca ao realizar-se o
branqueamento com agentes quimicos ativados. Por outro lado, outros grupos, em menor nimero,
afirmam que existe um melhoramento na cor aquando a realizagdo desta técnica (Ferreira, 2009A)
(Ferreira, 2009B) (Mota, 2011). Segundo, Ferreira (Ferreira, 2009A), para se obter algum resultado
positivo, a quantidade de calor fornecido através de radiagdo eletromagnética tem que ser bastante
elevado podendo causar alteragbes quimicas e/ou morfoldgicas no esmalte e nos tecidos adjacentes.
As fontes de calor foram eliminadas do mercado devido ao dano pulpar e as luzes por falta de

evidéncia quanto ao beneficio clinico aquando a sua utilizacdo (Silveira, 2015).

4.5 Efeitos Adversos do branqueamento dentario

Os produtos OTC s3do agentes oxidantes usados muitas vezes em elevadas concentrac¢des, por
conseguinte é natural que se verifiquem alguns efeitos adversos decorrentes do branqueamento
dentdrio. A capacidade de tolerar estes efeitos encontra-se relacionada com a concentra¢do do
agente ativo versus o tempo de contacto do produto com a superficie do dente, da composi¢ao do

produto, assim como da técnica empregue (Collins, et al., 2004).
4.5.1 Sensibilidade Dentaria

A sensibilidade dentaria caracteriza-se por uma dor aguda e espontanea apds a estimulagao por
distintos estimulos (térmicos, quimicos). Devido ao baixo peso molecular do agente ativo, este
difunde-se desde o esmalte, passando pela dentina, atingido a pulpa; causando irritacdo do nervo e
produzindo uma pulpite reversivel. Em casos mais graves, devido a alteracGes morfolégicas e
estruturais do esmalte, este sintoma pode-se tornar mais acentuado (Ventura, 2009). E o efeito
adverso mais comum, verificando-se em cada 2/3 dos pacientes apds a realizacdo do tratamento de
branqueamento dentario, mesmo com concentrag¢bes de perodxido baixas. Tende a ocorrer no inicio
do tratamento e a diminuir com término deste. No entanto, a taxa de difusdo ndo é proporcional a
concentracdo do agente, variando consoante os produtos utilizados. Pelas propriedades do carbopol
ao gerar uma lenta libertacdo de radicais livres, os tecidos orais encontram-se expostos durante mais

tempo, podendo aumentar o nivel de sensibilidade dentaria (Araujo, et al., 2013) (Miguel, 2009).
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Pacientes que tenham sensibilidade dentdria, a priori, ndo devem realizar branqueamento dentario

(Ferra, 2010) (Ferreira, 2009A).
e Agentes dessensibilizantes

A Tabela 4.2 ilustra alguns dos agentes dessensibilizantes utilizados atualmente, disponiveis
para durante e apdés o branqueamento ou comummente adicionados aos produtos de

branqueamento.

Tabela 4.2: Agentes dessensibilizantes utilizados (Silveira, 2015) (Ventura, 2009).

Agente Fungao

Fluoreto Oclusdao dos tubulos dentinarios devido a
precipitacdao do fluoreto. Promove a redugdo do
raio dos tubulos dentindrios e aumento na
dureza do esmalte, impedindo o fluxo de
substancias até a pulpa.

Fluoreto de sédio Pensa-se que forme uma barreira na superficie
exposta através da precipitacdo de cristais de
CaF, (fluorapatite).

Nitrato de potassio Afeta a transmissdo do impulso nervoso,
produzindo um efeito calmante, através da
prevencdo da repolarizagao.

Fosfato de cdlcio amorfo Forma HAp, devido a interacdo do fosfato de
calcio amorfo com o carbonato; ocluindo os
tubulos e defeitos nos prismas de esmalte,

aumentando a sua dureza.

4.5.2 Irritagao dos tecidos moles

O potencial risco de contacto dos agentes branqueadores com a mucosa oral aumenta com a
técnica OTC, devido a problemas como: ma adaptacdo das moldeiras, colocacdo do produto em
excesso na moldeira, falta de agente espessante (Carbopol), deterioracdo do gel ou perigo de
ingestdo. Estes problemas resultam, essencialmente, por falta de acompanhamento médico. No caso
de serem utilizadas concentracGes muito elevadas, podem ocorrer queimaduras ou Ulceras aftosas

na mucosa oral (Attin, et al., 2009) (Collins, et al., 2004).

26



Pensa-se assim, que a irritacdo oral se relaciona com o aumento da frequéncia com que se efetua
as aplicacgOes, ja a sensibilidade pensa-se que esteja relacionado com o tipo de exposicdo (tempo de
aplicacdo didrio, duracdo do tratamento, tipo de produto OTC). A severidade dos sintomas aumenta

com a concentracdo do agente ativo.

4.5.3 Efeitos na micromorfologia e na microrugosidade

Elevadas concentracdes do agente ativo podem danificar a integridade da superficie do esmalte
resultando num aumento da rugosidade. Como consequéncia, os dentes podem ficar mais
suscetiveis a descoloragdo dentaria por pigmentagdo extrinseca, apds o branqueamento (Tredwin, et
al., 2006).

Recorrendo a técnica de Microscopia Eleténica de Varrimento (MEV) — do inglés, Scanning
Electron Microscope (SEM), tem sido possivel analisar a morfologia superficial do esmalte ao longo
do branqueamento dentdrio. O design do estudo, o tipo de produto de branqueamento, o pH e o
tempo de exposicao tém demostrado ser fatores que influenciam os resultados quanto a severidade
verificada nas alteragbes morfoldgicas do dente; variando desde nenhuma alteragdo, erosdo em
areas localizadas e aumento da porosidade do esmalte, até a alteragdes severas. Especificamente,
num estudo utilizando PH com pH 4cido demostrou haver alteragdes na superficie do dente, ndo
acontecendo o mesmo para o produto de PH com a mesma concentragdo mas com um pH neutro.
Salienta-se, ainda que ambos os produtos obtiveram a mesma eficdcia clinica, melhorando a cor
dentaria, apds o branqueamento dentdrio (Kwon, et al., 2014) (Sun, et al., 2011).

Consequentemente, o pH tem demostrado ser um fator importante no que respeita ao grau de
perda de tecido mineralizado, por erosdo. De facto, num estudo experimental realizado por Kwon et
al (Kwon, et al., 2014), constatou-se um aumento da rugosidade e das irregularidades no esmalte —
sendo o aspeto inicial do dente alterado (regular, plano e polido) - aquando o uso de produtos OTC,
os quais tendem a apresentar um pH acido. Neste caso especifico, o produto continha um pH de 6.
Tem sido sugerido que os produtos de branqueamento contendo um pH baixo, serdo responsaveis
pela desmineralizacdo causada por processos de erosdao acida, em vez de efeitos adversos pelo
perdxido per se (Kwon, et al., 2014) (Sun, et al., 2011). O pH reduzido diminui a degradagdo do gel

contendo PH, razao pela qual alguns fabricantes o utilizam (Silveira, 2015).

27



4.5.4 Efeitos na microdureza

As altera¢des na microdureza encontram-se relacionadas com a perda ou ganho de mineral
(desmineralizagdo ou remineralizacdo) na estrutura do dente. No caso especifico de os dentes
ficarem conservados em saliva humana entre aplicacbes, poderda levar a um aumento da
microdureza, devido a remineralizacdo. Também, a presenca de fldor nos produtos de
branqueamento ou a sua aplicacdo apds o tratamento, tende a atenuar a diminuicdo na
microdureza. Em estudos, onde as amostras sdo conservadas em saliva artificial ou em 3gua
destilada, as analises realizadas a microdureza demostraram haver uma diminui¢do acentuada (Attin,
et al., 2009). Tal como no caso da morfologia e da rugosidade, o pH &acido do produto de
branqueamento, tem sido apontado como o maior fator para a ocorréncia de desmineralizagao,
causando uma diminui¢do na microdureza do dente e da sua tenacidade (menor modulo de
elasticidade), bem como da sua resisténcia a erosido, a abrasdo e ao atrito. Sun et a/ (Sun, et al.,
2011), chegaram a conclusdo que devido a diminui¢do no conteddo mineral no esmalte, houve um
aumento da desmineralizacdo deste tecido, tendo como consequéncia um aumento das
microrugosidades, levando a uma alterag¢do da sua morfologia. Como técnica complementar, o grupo

recorreu a espetroscopia Raman que corroborou os resultados quanto ao grau de mineralizagdo.
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5. Técnicas analiticas nao destrutivas

Tem existido uma grande procura, por parte dos investigadores em diferentes areas, de técnicas
analiticas n3o destrutivas que possibilitem a andlise e quantificacdo elementar e/ou molecular de
uma determinada estrutura. No presente caso, € crucial para o sucesso da investigacao, utilizar
técnicas que permitam medi¢cbes antes e ao longo das repetidas aplicacdes do produto de
branqueamento dentario, sendo portanto um estudo self-control. Duas das técnicas que cumprem
estes requisitos sdo a micro (W) - espetroscopia Raman e a espetroscopia por fluorescéncia de raios X

dispersiva em energia, com micro feixe (u-EDXRF).

5.1 p-Espetroscopia Raman

O efeito Raman foi descoberto em 1928 por Sir Chandrasekhra Venkata Raman, tendo em 1930
ganho o Prémio Nobel. Nas décadas seguintes foram desenvolvidos diversos termos experimentais e
de instrumentagdao que permitiram que se tornasse numa das técnicas com maior relevancia no
estudo de estruturas quimicas. Na sua forma mais simples, a espetroscopia Raman consiste na
incidéncia de um fotdo de luz na amostra em estudo, difundindo a radiacdo em diferentes
comprimentos de onda (A). Este processo produz um espetro da radiacdo difundida inelasticamente.
Devido a sua elevada resolugdo, proporciona em tempo reduzido informagdo quimica e os modos
vibracionais de qualquer material ou composto orgdnico e/ou inorganico, permitindo a sua

identificacdo (Bitar, 2009) (Farias, 2014) (Moreno, 2013) (Silveira, et al., 2012).

5.1.1 O principio fisico

Aguando a interacao da radiagdo com a matéria esta pode ser transmitida, absorvida ou difundida
(Bitar, 2009) (Leite, 2008). Nesta técnica, é utilizado um feixe de radiagdo monocromatica (laser) para
excitar a amostra podendo dar origem a dois fendmenos distintos: difusdo ineldstica (efeito Raman)
e difusdo eldstica (Difusdo Rayleigh). A maior parte dos fotdes sdo absorvidos ou reemitidos
elasticamente (sem variacdo de energia), porém uma pequena fragdo (1/ 10°) pode interagir com os
niveis de energia vibracional das moléculas (modos normais de vibracdo) e ocorrer, assim, uma troca
de energia entre o fotdo (Eo=hv,) e a molécula (AE=E;-Eo=hv,;y), que se traduz num fotdo difundido
(=Eo = AE) com uma energia maior (ou menor) que a do fotdo incidente (Moreno, 2013) (Pereira,
2004). Esta diferenca é o resultado de uma varia¢do da energia de rota¢do e/ou de vibracdo da
molécula (Bitar, 2009) (Pereira, 2004). Desta forma, os fotGes resultantes tém uma frequéncia

ligeiramente inferior (ou superior) a frequéncia da radiacdo incidente. A diferenca de frequéncias
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corresponde a um modo preciso de vibracdo molecular de amostra analisada, sendo que estas trocas
de energia originam picos no espetro Raman independentes da frequéncia da radiacdo incidente
(Bitar, 2009) (Farias, 2014) (Leite, 2008) (Tsuda & Arends, 1997).

As trocas de energia podem ser a favor do fotdo ou a favor da molécula. Se, apds, a interacao
fotdo-molécula, a molécula anteriormente no estado fundamental retoma para um estado de
energia vibracional excitado, serdo entdo emitidos fotdes com menor energia do que os fotdes
incidentes (bandas raman Stokes): E=h (vg-vyip), Figura 5.1 (Alcantara, 2002) (Moreno, 2013) (Tsuda
& Arends, 1997).

Por sua vez, existem moléculas que inicialmente ja se encontram num modo vibracional excitado.
Assim, apds a interagao fotdao-molécula, estas podem voltar para o estado fundamental, emitindo
fotGes com uma energia superior aos fotdes incidentes (bandas raman Anti-Stoke): E=h (vo+vyip),

Figura 5.1 (Alcantara, 2002) (Moreno, 2013) (Tsuda & Arends, 1997).

Iy Nivel de energia virtual

E
2 Niveis de energia
v 1 vibracional

0 Estado Fundamental

(cm—l}r
V=Vo-Vyip Vo V=V
Stokes Difusdo Rayleigh Anti-Stokes
Difusdo Inelastica Difusdo Elastica Difusdo Ineldstica

Figura 5.1: Representacdo esquematica dos niveis de energia para os diferentes casos de sinal Raman

(adaptado de (Moreno, 2013) (Tsuda & Arends, 1997).
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Para uma molécula ser ativa em Raman tem que cumprir a condicdo de mudanca da
polarizacdo da nuvem eletronica durante a interacdo com a radiacdo incidente (radiacdo
eletromagnética) (Gauglitz & Moore, 2014) (Moreno, 2013).

Um campo elétrico ao incidir numa molécula forca os eletrbes e os nucleos a moverem-se em
direcdes opostas. Um momento dipolar é induzido, sendo este proporcional a intensidade do campo
elétrico e a polarizacdo da molécula (Equagdo 5.1) (Gauglitz & Moore, 2014).

r = oE (Equacdo 5.1)

Por sua vez, o tensor de polarizagdo a pode ser decomposto (Equagdo 5.2), em que g é a vibragdo

molecular (Gauglitz & Moore, 2014).
dex .
0= O+ P gacos (2mv,: t) (Equagdo 5.2)
q

A Equacgdo 5.1 e a Equagao 5.2, resutam na Equag¢ao 5.3.
1 da -
=g Ey cos (2mvg t) +§ P go Ea[ cos (2m [vg- vis) t) + cos (2m [vp + vi) 1) ] (Equacdo 5.3)
q

O primeiro termo na Equacdo 5.3 refere-se a difusdo Rayleigh, o segundo termo a difusdo Raman
Stokes e o terceiro termo a difusdo Raman Anti-Stokes. Este dipolo induzido, p, produz radiagdo
eletromagnética posteriormente detetada com a instrumentag¢do adequada, produzindo um espetro
Raman (Gauglitz & Moore, 2014).

Num espetro Raman observa-se no eixo vertical a intensidade e no eixo horizontal o nimero de
onda. A Figura 5.2, pretende demostrar um espetro Raman obtido para a matriz de hidroxiapatite
(HAp) do esmalte salientando a intensidade das diferentes bandas. Perante um espetro Raman
existem alguns parametros a ter em conta aquando a sua analise, nomeadamente: a posicdo e o
numero das diferentes bandas no espetro (desvio), a intensidade da banda e a forma da banda. Estas
caracteristicas estdo relacionadas diretamente com a estrutura molecular da amostra em estudo.
Esta técnica tem a vantagem de ser ndo destrutiva por ndo aplicar qualquer alteracdo da superficie

analisada (Berger, et al., 2014) (Gauglitz & Moore, 2014) (Leite, 2008).
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Figura 5.2: Espetro Raman da matriz de HAp do esmalte (adaptado de (Awonusi & Morris, 2007) (Berger, et

al., 2014) (Penel, et al., 1998) (Sa, et al., 2012)).

5.1.2 Fluorescéncia nos espetros Raman

A fluorescéncia acontece quando uma substancia absorve e, imediatamente a seguir, emite luz
(Thomas, 2011). A fluorescéncia pode permanecer 10’ mais intensa do que o efeito Raman,
dificultando a analise do espetro e encontra-se associada a materiais organicos, o que para o estudo
de amostras bioldgicas, torna-se a maior limitagdo desta técnica (Gauglitz & Moore, 2014). Devido a
este facto, a espetroscopia Raman tem sido maioritariamente utilizada para estudos de esmalte
dentadrio, pois esta estrutura tem uma percentagem de matéria organica muito reduzida, referido no
capitulo 2 — O Dente, o que reduz significativamente a fluorescéncia (Moreno, 2013) (Tsuda &
Arends, 1997).

De forma a evitar o encobrimento da difusdo Raman pela fluorescéncia, a diferenca entre o nivel
virtual de energia e o nivel eletrénico excitado S1 tem que ser suficientemente grande. Isto pode ser
alcancado utilizando preferencialmente um laser com um A no infravermelho préximo. Nesta zona as
transicdes eletrdnicas sdo menores, especialmente para a matéria organica, contudo para além da
fluorescéncia, também, a intensidade do efeito Raman é reduzida (Gauglitz & Moore, 2014) (Thomas,

2011) (Tsuda & Arends, 1997).
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5.1.3 Vibragées moleculares

A identificacdo de uma molécula torna-se possivel, pois as posicdes relativas dos atomos na
molécula ndo sao fixas. As vibragcdes moleculares sao originadas pelos movimentos dos dtomos ao
longo do tempo, podendo as vibracdes ser distinguidas de duas formas: alongamentos das ligacoes
moleculares (do inglés, streching) e/ou deformacdes angulares (do inglés, bending). Os
alongamentos das ligagdes moleculares consistem na variagdo continua na distancia inter-atdmica ao
longo do eixo de ligacdo entre os atomos, podendo ser um alongamento simétrico ou assimétrico,
Figura 5.3. Por sua vez, as deformag0des angulares sdo caracterizadas pela variagdo do angulo entre
as ligagdes, podendo ser dos tipos, Figura 5.3: rocking, scissoring, wagging, twisting e torsion’

(Gauglitz & Moore, 2014) (Torres, 2008).

—
-
Simétrico Assimétrico Rocking Scissoring Wagging Twisting Torsion
| | | |
f ¥
Alongamentos Deformacdes
angulares

Figura 5.3: Alongamentos e deformagdes angulares das ligagdes moleculares.

Contudo, cada molécula em estudo possui vibragdes moleculares precisas ndo tendo que
apresentar todas as vibragées moleculares da Figura 5.3. Para o caso particular do presente trabalho,
030 que é de mais interesse estudar é o fosfato (PO,>) (Farias, 2014) (Santini, et al., 2008). O fosfato
é um anido formado a partir de um atomo de fdsforo ligado a quatro atomos de oxigénio. Os dtomos
de oxigénio tendem a manter-se afastados, conferindo uma geometria molecular tetraédrica

(Thomas, 2011). A Figura 5.4, resume os modos vibracionais da molécula em estudo.

1 . sce P . N . .
Termos cientificos originais, por forma a manter-se a coeréncia com a literatura
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Figura 5.4: Modos vibracionais da molécula PO,* (adaptado de (Thomas, 2011)).

Como evidenciado pela Figura 5.2, o espetro Raman da HAp apresenta varios picos em diferentes
bandas. Esses picos ndo correspondem unicamente ao PO,”, sendo alguns destes picos
correspondentes a outras ligacdes moleculares, nomeadamente o anido carbonato (COs>). A Figura
5.2 pretende, ainda, sintetizar os diferentes picos inorganicos presentes num espetro Raman da
matriz de HAp do esmalte, bem como os modos vibracionais correspondentes; ja que a matéria
organica presente nesta estrutura é quase inexistente e por isso aparece no espectro de forma
reduzida (Aminzadeth, et al., 1999) (Awonusi & Morris, 2007) (Berger, et al., 2014) (Paula, et al.,
2010) (Penel, et al., 1998).

5.1.4 Instrumentacdo Raman — Espetroscopia Confocal de p-Raman

Nos ultimos anos tem-se verificado uma evolucdo técnoldgica nos varios equipamentos de
espetroscopia Raman. A instrumentacdo tem sido aperfeicoada de forma a obter-se espetros com
melhor qualidade. Nesta dissertacdo, foi utilizado um espetrémetro confocal u-Raman, sendo o seu
funcionamento explicado em seguida.

Em primeiro lugar, um espectrometro Raman possui uma fonte de excitacdo laser, mais
especificamente um laser diodo. Estes possuem comprimentos de onda especificos (desde a regido
do azul até ao infravermelho préximo) e tém a vantagem de terem uma elevada eficiéncia, a uma
poténcia ndo muito elevada, e dimensdo pequena. Como ja referido a escolha do A do laser, é uma

das caracteristicas de maior importancia, de forma a minimizar-se a fluorescéncia, como referido
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neste sub-capitulo; assim sendo é usado habitualmente um laser com um A no infravermelho
préximo (785 nm). Devido ao sinal proveniente da difusdo Raman ser mais fraco, o feixe laser tem
que ser corretamente focado na amostra, bem como a radiacdo dispersa ser recolhida da maneira
mais eficiente. Para este fim, é acoplado ao espetrémetro um microscépio ético com uma aplicacao
de 10x a 100x. Habitualmente, o laser é focado na amostra usando a ultima amplificacdo. Por
conseguinte, a radiacdo dispersa pela amostra passa novamente pela objetiva do microscépio e é
direcionada para filtros notch, com fim a remover a radiacdo Rayleigh proveniente da amostra. De
seguida, a radiagdo Raman é focada para abertura pinhole, sendo reorientada para a fenda de
entrada do monocromador. Apds a radiagdo passar pelo monocromador atravessa a rede de

difracdo, sendo coletada por um detetor CCD (do inglés, charge coupled devices).

5.1.5 Vantagens e limitagoes da técnica

A Tabela 5.1 sintetiza as principais vantagens e limita¢gOes associadas a Espetroscopia p-Raman
com geometria confocal (Bitar, 2009) (Farias, 2014) (Junior, 2008) (Santini, et al., 2008) (Silveira, et
al., 2012) (Torres, 2008) (Tsuda & Arends, 1997).

Tabela 5.1: Vantagens e limita¢des da Espectroscopia Confocal de p-Raman.

Vantagens Limitagoes

Ndo invasiva e nao destrutiva Fluorescéncia
Realizada em curtos periodos de tempo Elevado custo do equipamento

Pode ser realizada sob varias condi¢es de
temperatura e pressdo

Reposta linear a concentragao mineral

Sensibilidade e precisdo elevadas (2 cm™ em n2
de onda)

Monitorizacdo da amostra em tempo real sem
qualquer degradacao

Capacidade de controlar a capacidade da area
analisada e reduc3o elevada da fluorescéncia’

2 see N N . . ~ . . .
Vantagens especificas associadas a microscopia confocal em comparagdo com a microscopia 6ptica
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5.1.6 Estudos realizados - estado da arte

Santini et al (Santini, et al., 2008), estudaram a alteracdo da concentracdo do fosfato no
esmalte dentario derivado da aplicacdo de um produto de branqueamento dentdrio contendo 10%
de Perdxido de Carbamida (PC), utilizando para isso a técnica de espetroscopia confocal p-Raman.
Foram recolhidos 6 dentes molares sem cérie, tendo sido cortadas sec¢des planas da face do esmalte
de cada metade do dente, com aproximadamente 2x2 mm, providenciado 12 sub-amostras. Nestas
ultimas foi aplicado, durante 28 dias o produto de branqueamento dentario, pelo periodo de 8 horas
diarias. A equipa de investigagdo concluiu que apds o periodo de tratamento, houve um decréscimo
na intensidade do pico de v; PO,”, comparativamente as medi¢des iniciais, indicativo de
desmineralizagao na superficie dentaria. O grupo sugere, ainda, que o branqueamento dentario ndo
deve ser prolongado até ao momento em que comece a existir perda da superficie do esmalte, sendo
neste caso em particular a partir do sétimo dia. Também, Paula et a/ (Paula, et al., 2010), obtiveram
resultados semelhantes.

Por outro lado, Silveira et al, realizaram um estudo pioneiro no qual recorrendo a técnica de
espetroscopia confocal p-Raman, mediram a presenca de oxigénio no esmalte dentdrio, decorrente
do branqueamento dentario. Neste estudo, utilizaram 6 dentes molares com uma darea superficial de
0,25 mm?, tendo aplicado o agente branqueador (38% de Perdxido de Hidrogénio (PH)) sido aplicado
por 24 horas seguidas. Chegaram a conclusdo, que o oxigénio gerado a partir dos produtos de
branqueamento dentario é incorporado no esmalte, tendo medido o pico deste aos 1552 cm™.
Anotaram, ainda, uma diminuicao da fluorescéncia associada a matéria organica do esmalte. Estes
resultados sdo consistentes com teorias presentes na literatura, nomeadamente por Demarco et al
(Demarco, et al., 2008), referido no subcapitulo 4.3.4 -Produtos de branqueamento Over-The-
Counter, evidenciando que apds o término do tratamento devido ao oxigénio residual os dentes

podem ficar mais brancos.

5.2 Espetroscopia por fluorescéncia de raios X dispersiva em energia, com micro feixe -
u-EDXRF

Os raios X foram descobertos por Wilhelm Conrad Rontgen em 1895. Rontgen na sequéncia de
experiéncias realizadas em tubos de descarga observou um novo tipo de radiacdo incognita até a
data, tendo-a denominado de raios X. A radiacdo ionizante observada provocava um efeito de
fluorescéncia, observdvel mesmo quando o tubo era coberto de papel preto (Godinho, 2013)
(Grieken & Markowicz, 2002) (Wikipedia, 2015). Os raios X sdo radiacdo eletromagnética com um
comprimento de onda compreendido entre 0,01 e 10 nm e energias entre 100 eV a 100 keV

(Gauglitz & Moore, 2014) (Wikipedia, 2015).

36



A micro fluorescéncia de raios X (U-XRF) caracteriza-se por ser uma poderosa ferramenta analitica
qualitativa e quantitativa para analise elementar, de dreas muito pequenas de materiais (liquidos e
sélidos). E ideial para a determinacdo da composicdo da amostra e concentracdo elementar, e para
identificacdo especifica de elementos major e traco presentes em amostras com matrizes complexas
(Gauglitz & Moore, 2014) (X0S, 2015).

Na sua forma mais simples, esta técnica consiste na medicdo das intensidades dos raios X
caracteristicos emitidos pelos elementos que constituem a amostra, a partir da ionizacdo dos niveis
internos dos dtomos que a constituem, pela irradiagdo com radiagdo X. A intensidade da energia
caracteristica medida estd relacionada com a concentracdo elementar da amostra em estudo

(Gauglitz & Moore, 2014) (Moreno, 2013).

5.2.1 Interagdo dos raios X com a matéria

Quando um feixe de raios X passa através da matéria, alguns fotdes sdo absorvidos no material,
enquanto que outros fotGes sdo dispersos tendo em conta o trajeto inicial, Figura 5.5 (Gauglitz &

Moore, 2014).

Outros fotdes
Radiacao / Raios X caracteristicos
incidente /
/
lo(Eo), 1o(Ao) /

/ ,

I=lpexp (- upd)

Figura 5.5: Interagdo dos fotdes de raios X com a matéria (adaptado de (Gauglitz & Moore, 2014)).

A lei de Lambert — Beer (Equac¢do 5.4), afirma que quando um feixe de raios X com uma
determinada intensidade /,, passa por um material com espessura d, densidade p e coeficiente de
atenuacdo massico u, tem como intensidade final /. A intensidade é reduzida (nimero de fotdes),
porém a energia permanece na maioria das vezes inalterada. Por sua vez, o coeficiente de atenuacdo

massico (M), de uma determinada matriz M que consiste numa mistura de n elementos, pode ser
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calculado a partir do u, onde u; é o coeficiente de atenuagdao mdssico do elemento puro e w; é a
fracdo de massa na amostra considerada (Equacdo 5.5). O u(M) desempenha uma papel importante
na analise quantitativa de XRF, pois permite relacionar a intensidade da fluorescéncia observada com

a sua concentracdo na amostra (Gauglitz & Moore, 2014) (Grieken & Markowicz, 2002).

I=l,e”#74 (Equacdo 5.4)

(M) = %, wy (Equagéo 5.5)

5.2.1.1 Efeito Fotoelétrico

No processo de absorgao fotoelétrica, um fotdo é completamente absorvido pelo 4tomo e um
eletrdo da camada interna é ejetado. Apds a interagdo, o atomo (agora ido) permanece num estado
excitado devido a lacuna criada na camada mais interna. O 4&tomo, em seguida, tende a voltar ao seu
estado estavel emitindo um eletrdo Auger ou um fotdo de raios X caracteristico, Figura 5.6. Este
ultimo processo é conhecido como fluorescéncia de raios X. Ambos o0s processos sdo
complementares e tém probabilidade de ocorréncia dependente do numero atémico (Z): a
probabilidade de ocorréncia para a emissdo de eletdes Auger é maior para elementos leves (Z <20) e
a probabilidade de ocorréncia de emissdo de raios X caracteristicos é maior para elementos pesados

(Gauglitz & Moore, 2014) (Grieken & Markowicz, 2002).

Fotdo Incidente

Fotoeletrdo
Ephot = E— ok

EletrSo Auger

E puger = Pt

Figura 5.6: lonizagdo seguida de relaxagdo radiativa causando a emissdo de fluorescéncia de raios X
caracteristicos ou relaxa¢do ndo radiativa com a emissdo de eletrées Auger (adaptado de (Gauglitz & Moore,
2014)).
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5.2.1.2 Dispersao

Dispersdo é a interacdo entre a radiacdo e a matéria, causando a mudanca de direcao do fotao
inicial (Figura 5.5). Se a energia do fotdo apds a dispersdo for igual a energia inicial o processo
denomina-se como dispersdo eldstica ou dispersdao Rayleigh. No caso de o fotdo perder alguma
energia, o processo denomina-se como dispersdo inelastica ou dispersdo de Compton (Gauglitz &
Moore, 2014) (Grieken & Markowicz, 2002). Estes processos de intera¢do da radiagdo primaria com a

amostra induzem o fundo no espetro (XOS, 2015).

5.2.1.3 Radia¢dao Bremsstrahlung

Este tipo de radi¢do é produzido quando um feixe energético de eletrdes colide com um material
de elevado Z e os eletrdes sofrem uma desaceleragdo devido as forgas de Coulomb do nucleo. Os
eletrées ao perderem energia cinética emitem um fotdo com energia igual a diferenga entre a
energia inicial do eletrdo e a final. Assim, se um elevado feixe de eletrGes interagir com um
determinado material, a radiagdo Bremsstrauhlung resultante ird consistir num conjunto de fotdes
com um continuo de energia - uma gama de energias desde o zero até ao valor maximo que
correspondera a energia inicial do eletrdo (Gauglitz & Moore, 2014) (Grieken & Markowicz, 2002)

(Moreno, 2013).
5.2.2 O principio fisico

A fluorescéncia de raios X é induzida quando fotBes de energia suficientemente elevada, que sdo
emitidos a partir de uma fonte de raios X, colidem com o material em estudo. Estes raios X primarios
sofrem processos de interagdo com os atomos da amostra. Deste modo, os fotdes de alta energia
induzem a ionizacdo dos eletrdes que se encontram na camada mais interna através do efeito
fotoelétrico, criando assim lacunas nestas camadas mais internas (K, L, M). Consequentemente,
existe uma transicao dos eletroes das camadas mais externas para estas lacunas, originando uma
cascata de transicGes eletrdnicas. Os fotdes sdo emitidos com uma energia especifica — emissdo de
raios X caracteristicos, correspondendo a diferenca de energia entre as camadas envolvidas. A titulo
de exemplo, quando um eletrdo é ejetado da camada K devido a absor¢do de um fotdao proveniente
do tubo de raios X, o a&tomo fica num estado ionizado, permanecendo uma lacuna na camada K. Se a
lacuna for preenchida por um eletrdo da camada L, a transicdo é acompanhada pela emissdo de uma
linha de raios X conhecida como a linha Ka. Por outro lado, se o atomo tiver eletrdes suficientes, a
lacuna da camada K pode ser preenchida por um eletrdo da camada M, sendo neste caso a transicdo
acompanhada pela emissdo da linha KB. O conjunto de raios X caracteristicos de cada elemento
permite a identificacdo do elemento em estudo (Gauglitz & Moore, 2014) (Grieken & Markowicz,

2002).
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O principio de funcionamento da andlise por u-XRF é a medicdo do A ou da energia e intensidade
dos fotdes caracteristicos emitidos, a partir da reduzida area da amostra. As medicdes dos espetros
de radiacdo dos raios X caracteristicos emitidos, podem ser realizadas usando um espetrémetro
dispersivo em comprimento de onda ou dispersivo em energia (U1-EDXRF), sendo que apenas esta
ultima geometria foi utilizada neste trabalho. O conceito basico para qualquer espetrémetro de XRF
é a fonte, a amostra e o sistema de detecdo. Neste caso especifico, o que distingue ambos os
instrumentos é o distinto sistema de detecdo. A instrumentacdo do espetrémetro de p-EDXRF
encontra-se descrita neste capitulo na secg¢do 5.2.3 (Gauglitz & Moore, 2014). Posteriormente, toda a
informagdo da andlise é armazenada num espetro com as diferentes linhas caracteristicas
sobrepostas a um fundo (Gauglitz & Moore, 2014).

5.2.3  Instrumentag¢ao do p-EDXRF

Existem fundamentalmente trés tipos de fontes de raios X empregues, atualmentre, na analise
recorrendo a este tipo de radiagdo: (i) tubos selados de raios X, (ii) fontes radiativas e (iii) produgdo
em sincrotdo. A maioria dos espetrometros de raios X disponiveis comercialmente, utilizam a
primeira opgao como fonte de excitacdo. Tipicamente, estes tubos empregam um filamento de
tungsténio aquecido para induzir a emissao de eletrdes numa cadmara de vacuo. Apds aceleragdo,
através de uma elevada voltagem, os eletrdes sao direcionados para uma camada de metal (de Rh no
presente caso) que serve como anodo. Nesta camada de metal é produzida radiagdo Bremsstrahlung
de forma continua, sendo as linhas caracteristicas do material do dnodo sobrepostas. Apesar, da
radiacdo Bremsstrahlung garantir uma permanente excitacdo dos varios elementos da amostra,
contribui também para a formag¢do de um fundo continuo presente nos espetros de EDXRF. Os
equipamentos contém como opg¢do um conjunto de filtros entre a amostra e o feixe que podem ser
selecionados para alterar o output do feixe incidente. Deste modo, o fundo disperso na regido de
interesse é reduzido, bem como a intensidade de excitacdo dos picos de baixa energia (Gauglitz &
Moore, 2014) (Grieken & Markowicz, 2002).

O espetrémetro utiliza uma fonte de raios X que excita diretamente a amostra, induzindo a
emissdo de fluorescéncia de raios X. Os raios X provenientes do tubo passam por uma lente
policapilar (Figura 5.7), de modo a restringir o tamanho do feixe e focando esse feixe numa area
reduzida na superficie da amostra. As lentes policapilares possuem como vantagens a capacidade de
manter o elevado fluxo de raios X proveniente da fonte e ultrapassar a limitacdo da dependéncia do
inverso do quadrado da intensidade dos raios X em rela¢do a distancia entre o foco e a fonte, o que
nao é alcancado com os colimadores pinhole. O aumento da intensidade resultante que chega a
superficie da amostra, na ordem dos um, permite uma maior resolucdo espacial, proporcionando a
analise de pequenas caracteristicas da amostra, com um maior pormenor e uma maior sensibilidade
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para a medicdo de elementos traco (XOS, 2015). No caso especifico do equipamento usado neste

trabalho, obtém-se um spot de 25 um para a radiacdo ko, do Mo (Bruker, 2015).

Amostra

Figura 5.7: llustracdo dos canais presentes no interior de uma lente policapilar (adaptado de (Sciences,
2015)).

Apos os raios X interagirem com o material, sdo emitidos raios X caracteristicos provenientes da
amostra que serdo coletados pelo detetor dispersivo em energia. O detector do equipamento
utilizado é um detetor de silicio SSD (do inglés, Silicon Drift Detector) da marca XFlash® e possui uma
elevada resolucdo em energia, garantindo a excelente capacidade de separag¢do dos diferentes picos
do espetro. O cristal detetor é arrefecido por ar. Um transistor FET (do inglés, Field Effect Transistor)
atua como um amplificador de sinal e suporta a resolu¢gdo em energia. Esta eletrénica conjugada
permite a utilizacdo de técnicas rapidas de processamento de sinal. Apds o detetor classificar os
fotdes segundo a sua energia os dados sdo armazenados numa memdria multicanal. Por fim, obtem-
se um espetro de energia em fungao da intensidade (Bruker, 2015). A Figura 5.8, ilustra o setup do

equipamento utilizado na dissertagao.

Detetor

dispersivo
Tubo / Fonte em energia
deraios X

\N
Lent \\\
policapilar \

30°/ \30"

E Amostra

Figura 5.8: Setup do M4 Tornado da Bruker (adaptado de (Bruker, 2015)).
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5.2.4 Artefactos

Um espetro é composto pelas linhas caracteristicas e pelo fundo. Como visto anteriormente, o
fundo é devido maioritariamente a dispersao elastica e ineldstica, que surgem devido a interacdo da
radiacdo com a amostra. Para além de tais caracteristicas, existem também artefactos derivados da

interacdo da radiacdo com o equipamento. Os artefactos que podem ocorrer sdo:

e Pico escape: quando um fotdo incidente interage com o material do detetor, ocorre o
efeito fotoelétrico dentro do detetor, havendo emissdo e reabsor¢do dos raios X
caracteristicos desse material (Si no presente caso), quando os eventos fotoelétricos
ocorrem na superficie, pode ocorrer o escape dos raios X caracteristicos do material do
detetor e a ndo colegdao de carga. Deste modo uma quantidade de energia é perdida,
sendo que o pico de escape serd a energia do pico original menos 1,74 keV (Si Ka)
(Grieken & Markowicz, 2002) (Moreno, 2013).

e Pico soma: estes picos ocorrem quando dois fotGes chegam em simultaneo ao detetor,
sendo detetados ao mesmo tempo. O detetor ndo consegue reconhecer os dois fotdes
como eventos distintos. Assim, o pico final serd a soma da energia de ambos os fotdes
(Grieken & Markowicz, 2002) (Moreno, 2013).

e Pico de difracdo: quando a radiagdo proveniente do tubo irradia uma estrutura cristalina
esta pode ser refletida segundo um determinado angulo (Difrac¢do de Bragg). O grau de
dispersao depende do grau de cristalinidade da estrutura. A radiacdo difratada dispersa é

coletada e aparecem picos adicionais no espetro (Grieken & Markowicz, 2002).

5.2.5 Vantagens e limitagdes da técnica

A Tabela 5.2 sintetiza as principais vantagens e limitagGes associadas a espetroscopia por
fluorescéncia de raios X dispersiva em energia, com U feixe (Bruker, 2015) (Grieken & Markowicz,

2002) (Silveira, 2015) (XOS, 2015).
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Tabela 5.2: Vantagens e limitagdes da p-EDXRF.

Vantagens

Limitagoes

N3o invasiva e ndo destrutiva Amostras pouco homogéneas

Realizada em curtos periodos de tempo (analise

de uma quantidade de amostras)

Capacidade multielementar de modo simultaneo
Reposta linear a concentragao mineral
Elevada precisdo e exatidao
Limites de detegdo baixos

Visualizagdo e ampliagdo da imagem através

pela incorporagdo de microscépios dpticos

Possibilidade de fazer medi¢cdes em vacuo para

elementos leves

Monitorizagao da amostra em tempo real sem

qualquer degradacao

Anidlise qualitativa e quantitativa de quase todos
os elementos relativamente a uma amostra

desconhecida

5.2.6 Estudos realizados - estado da arte

Godinho et al (Godinho, et al., 2014), estudaram a altera¢do do conteudo elementar do P, do
Ca e do Zn no esmalte dentdrio, apds realizarem brangqueamento com gel branqueador. Uma
amostra de 6 dentes anteriores saudaveis e extraidos por razbes periodontais ou motivos
ortodonticos foram cortados para se obter sub-amostras de 8x2 mm. Foi aplicado o gel branqueador
com 10% de PC, durante 8 horas diarias, ao longo de 14 aplicagdes. Com o objetivo de simular a re-
mineralizacdo ocorrida na superficie do esmalte, entre aplicacbes as amostras foram colocadas em
saliva artificial. Recorrendo a técnica de u-EDXRF mediu-se o conteddo mineral de cada sub-amostra,

antes e depois do tratamento, tendo os investigadores concluido que o conteido mineral do esmalte
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nao foi afetado utilizando o produto segundo instrucdes do fabricante e sob supervisao do médico
dentista. Também, Silveira et al (Silveira, et al., 2015), estudaram a alteracdo do conteldo elementar
(Ca, P, Fe, Cu, Zn, Pb e Sr) apds o branqueamento dentario. Os investigadores utilizaram dois
produtos de branqueamento distintos: o primeiro para uso em consultério e com concentracdo de
40 % de PH e o segundo para uso em ambulatério e com uma concentracdo de 10% de PC. Ambos os
produtos foram aplicados segundo as instrucdes dos fabricantes, tendo as amostras sido conservadas
em saliva artificial entre aplicacdes para simular a remineralizacdo ocorrida. As concentracbes das
varias amostras antes e apds o branqueamento dentdrio ndao foram significativas, com a exceg¢do
para duas amostras em que a concentracdo de Fe e o Cu presente numa concentragdo inicial mais
elevada, diminuiram apds o branqueamento. O grupo de investigadores observou, ainda, a grande

heterogeneidade observada nos elementos trago entre dentes e no prdprio dente.

44



6. Objetivos

6.1 Gerais

7

O objetivo principal do tema apresentado para tese é estudar as possiveis alteracdes no
conteldo elementar e molecular, quer na matriz de hidroxiapatite quer nos elementos traco
presentes nos dentes, recorrendo a técnicas analiticas ndo destrutivas, apds aplicacdes sucessivas de

produto branqueador, excedendo as recomendag¢des do fabricante.

6.2 Especificos

e Avaliar as vantagens e limitagGes das técnicas nas amostras em estudo (dentes);

e Compreender as dificuldades na aplicacdo de métodos quantitativos em pu-EDXRF e em p-
espetroscopia Raman;

e Verificar a concentragdo dos produtos de branqueamento adquiridos por titulagao;

e Preparar a amostra de dentes (selegdo, corte);

e Desenvolver vérios protocolos de aplicagdo em excesso do produto branqueador;

e Aplicar os produtos de branqueamento dentdrio segundo protocolos de aplicacdo em
excesso;

e Analisar o tratamento estatistico dos resultados;

e Descrever, quantificar e explicar, em cada protocolo, as altera¢des verificadas;

= Determinar as alteracbes elementares no esmalte dentdrio apds
branqueamento dentdrio por u-EDXRF;
= Determinar as alteragdes moleculares no esmalte dentdrio apds
branqueamento dentdrio por espetroscopia p-Raman;

e Comparar os resultados obtidos nos diferentes protocolos e identificar se existem
diferencas significativas entre os varios protocolos aplicados;

e Conjugar os resultados obtidos nas duas técnicas e concluir as altera¢Ges observadas no
esmalte dentario;

e Discutir a problemdtica inerente as elevadas concentracGes destes produtos e as
concentragdes consideradas seguras e legais pela Comissao Europeia;

e Identificar limitagGes no design do estudo e apresentar alternativas para futuros estudos;

e Inferir possiveis implicacGes dos resultados do ponto de vista clinico.
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7. Materiais e Métodos

7.1 Preparagdo das amostras

Foram selecionados vinte e um dentes higidos conservados no banco de dentes da Unidade de
Investigacdo em Ciéncias Orais e Bioquimicas (UICOB). Os dentes foram extraidos por motivos
periodontais ou ortoddnticos e conservados numa solucdo de Cloramina a 0,5 %, a 4 °C, por um
periodo maximo de 6 meses. As superficies dos dentes foram observadas em detalhe com uma lupa
estereoscopica ou lupa binocular (Meiji Techno EMZ 8RT, Japan), por forma a identificar
irregularidades na superficie das amostras. No caso de as amostras possuirem irregularidades, estas
seriam rejeitadas e substituidas. Em seguida, as amostras selecionadas foram cortadas com recurso a
uma lamina de precisdo (Buehler Isomet 1000, USA), de modo a obter-se somente amostras com
esmalte dentdrio. As superficies utilizadas foram as vestibulares e as bucais. Apds o corte dos dentes,
as amostras obtidas foram colocadas em frascos devidamente identificados e conservadas
novamente numa solu¢do de Cloramina T3 — H,0, até inicio da aplicagdo dos produtos de

branqueamento.

7.1.1 Preparagao da solugdo de Cloramina

Pesaram-se 10 g de Cloramina T3 — H,0 (C;H,CINNaO,S (3H,0); M=281,695 g/mol). Em seguida

adicionou-se o0 pdé a um recipiente de 1,5 L de agua destilada e agitou-se até homogeneizar a solucdo.

7.2 Recolha da saliva humana

A saliva humana utilizada no estudo pertenceu ao banco de saliva do GIBBO, tendo sido
conservada a uma temperatura de -80 °C. Imediatamente apds a recolha da saliva humana, esta foi
congelada por um periodo de uma semana. Um dia antes do inicio do estudo, a saliva foi
descongelada a temperatura ambiente sendo em seguida devidamente acondicionada numa garrafa
isolante e mantida num local seco e a temperatura ambiente.

De modo a assegurar a seguranca bioldgica aqguando a manipulagdo de fluidos humanos durante
os procedimentos, foram usados em laboratério luvas descartaveis, mascara cirurgica e bata de
laboratério. De todas as vezes, o local de manipulacdo das amostras foi isolado com papel

absorvente e desinfetado com alcool no final de cada dia.
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7.3 Produtos de branqueamento

Os produtos de branqueamento utilizados foram comprados em dois sites diferentes em Janeiro
de 2015, a um baixo custo (inferior a 10 €). Teeth Whitening Home Kit (Figura 7.1) foi adquirido no
Ebay® (UK) enquanto que o WHITE! - Bingo-UK (Figura 7.2) foi adquirido no Amazon® (UK). Em
ambos produtos, os fabricantes afirmam que a concentragao do agente ativo é de 44%. Contudo, nao

especificam se é Perdxido de Hidrogénio (PH) ou Perdxido de Carbamida (PC).

Teeth %Mmirgy
Home Kit

//\-f/} JM/%‘.
Cr yv-u//

Figura 7.2: Produto de branqueamento WHITE! - Bingo-UK.

7.3.1 Constituicdo dos produtos de branqueamento

A Tabela 7.1 resume a constituicdo dos dois produtos de branqueamento dentdrio segundo as

informacdes disponibilizadas pelos fabricantes.

48



Tabela 7.1: Constituintes dos produtos de branqueamento segundo os fabricantes.

Teeth Whietening White! - Bingo UK
Home Kit
Peréxido Agua destilada
Glicerol Perdxido
Propilenoglicol Glicerina (excipiente)

(excipiente)

Sorbato de Potassio

EDTA

Polisorbato 20

Trietanolamina

Carbopol

Aromatizante

7.3.2 Afericao do agente branqueador dos produtos de branqueamento dentario

Como visto no sub-capitulo 4.1 - Constituintes dos agentes quimicos branqueadores, os produtos
de branqueamento dentdrio podem conter PH, ou a sua forma estabilizada PC. Em ambos produtos
adquiridos os fabricantes nao especificam qual o agente branqueador presente. Dado que, que o que
diferencia este dois agentes é o grupo de ureia, presente no PC, verificou-se através da técnica

analitica de espetroscopia confocal p-Raman se os produtos em estudo continham esta molécula.

7.3.3 Determinagdo da concentragao do principio ativo

Antes de se iniciar o estudo, os produtos foram titulados para se aferir a concentracdo de PH e

confrontar com a concentragdo advogada pelo fabricante.
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Para cada ensaio, foram pesados 500 mg de produto num gobelé de 600 mL, recorrendo-se a uma
balanca analitica com uma sensibilidade de 0,1 mg (ABJ 220-4M, Kern, Alemanha). Adicionaram-se
225 mL de agua destilada e um agitador magnético até dissolucdo completa do gel. Apds a solugdo se
encontrar homogénea, adicionou-se 25 mL de acido sulfirico (H,SO4) 5,0 M e agitou-se a solugdo
durante mais 5 minutos. Adicionou-se, sob agitacdo, 10 gotas do indicador colorimétrico (ferroina)
passando a solucdo de transparente a laranja/avermelhada. Esta solugdo foi titulada com com uma
solugdo de sulfato de cério IV tetrahidratado a 0,1 M até ao ponto de equivaléncia, tornando-se
neste ponto azul claro/cyan (Figura 7.3). A solucdo de sulfato de cério IV foi preparado segundo o

Anexo A. Realizaram-se trés ensaios para cada produto.

Figura 7.3: a) Solu¢do com o gel branqueador dissolvido e a solugio indicadora de ferroina, b) solucdo no
ponto de equivaléncia.

A percentagem de PH da amostra foi calculada segundo a Equacdo 7.1 (Silveira, 2015):

V (mL)x 0.17

(Equacgdo 7.1)

Sendo que:

% H,0, (m/m): quantidade de PH presente na amostra expressa em % (m/m);
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V (mL): volume da solucdo de sulfato de cério IV tetrahidratado 0,1 M expresso em mL;
m (g): massa da amostra do produto de branqueamento utilizada para a titulagdo, expresso

em gramas.

7.3.4 Determinacao do pH dos produtos

O pH de ambos os produtos foi determinado através do kit universal de pH da Macherey—Nagel

(MN), tendo-se obtido um pH de 3 para o produto A e um pH de 4 para o produto B.

7.4 Protocolos

Foram efetuados dois protocolos de uso abusivo dos produtos de branqueamento dentario:

e No primeiro protocolo (Protocolo 1) foram estudados dois produtos distintos (produto A
e produto B). Para cada produto foram selecionados aleatoriamente seis dentes. As
amostras foram colocadas com a superficie vestibular/ bucal do esmalte para cima e
foram realizadas 39 aplicagdes em dias consecutivos, uma vez por dia, durante 45
minutos. As medi¢cdes em p-Raman e em W-EDXRF foram realizadas: controlo (antes da
primeira aplicacao do gel), 7 dias, 14 dias, 17 dias, 21 dias, 24 dias, 31 dias, 35 dias e 39
dias (Figura 7.4).

e No segundo protocolo (Protocolo 2) foram selecionados cinco dentes aleatoriamente. As
amostras foram colocadas com a superficie do esmalte para cima e foram realizadas 5
aplicacdes em dias consecutivos, 3 vezes por dia (manh3, tarde e noite), durante 60
minutos cada aplicagdo. As medicdes em p-Raman e em W-EDXRF foram realizadas:
controlo (antes da primeira aplicacdo do gel), 2 dias e 5 dias (Figura 7.5). Neste procolo

somente o produto B foi estudado.

Ap0ds cada aplicacdo do produto, as amostras foram lavadas com agua destilada e escovadas com
uma escova de dentes macia, sendo em seguida colocadas diretamente nos frascos de
armazenamento. Antes de cada medicdo, cada espécime foi lavado com agua destilada e seco com
papel absorvente. As amostras permaneceram conservadas na solucdo de Cloramina até ao inicio do
estudo. Apds a primeira aplicacdo do produto e entre aplicagGes, as amostras foram conservadas em
saliva humana de modo a simular a remineralizacdo ocorrida in vivo na superficie do esmalte, ja que
este fluido natural desempenha um papel importante na prevencdo da desmineralizacao superficial
nos dentes (Sa, et al., 2012). As indica¢Oes dos fabricantes para ambos os produtos eram de

aplicacao do gel na moldeira 1x por dia, entre 20-45 minutos, durante 4 semanas.
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Protocolo 1

Aplicagdes: durante 39 dias, 1 x por
dia, 45 minutos;

Medicdes: Controlo, 7 dias, 14 dias, 17
dias, 21 dias, 24 dias, , 31 dias, 35 dias e
39 dias

Teeth
Whitening
Home Kit

WHITE! -
Bingo-UK

A10,A11,
A15

Figura 7.4: Workflow do Protocolo 1.

Protocolo 2

Aplicagdes: durante 5 dias, 3 x
por dia, 60 minutos;

Medigdes: Controlo, 2 dias e 5 dias

WHITE! -
Bingo-UK

Figura 7.5: Workflow do Protocolo 2.

Todas as amostras foram medidas recorrendo-se ao P-EDXRF, por sua vez somente algumas
amostras foram medidas em espetroscopia p-Raman (a vermelho na Figura 7.4 e na Figura 7.5),
nomeadamente: Al, A2 e A3 (Protocolo 1 - produto A); A3, A4 e A5 (Protocolo 1 — produto B); A8,
A17, A20 e A21 (Protocolo 2 — produto B).
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7.5 Setup Experimental — u-EDXRF

O espetrometro de p-EDXRF consistiu no M4 Tornado — Bruker (Alemanha), com um tubo de
raios X com um anodo de Rédio (Rh) alimentado por um gerador de alta tensdo com baixo consumo
de energia e refrigerado por ar. Os raios X provenientes do tubo foram focados com recurso a uma
lente policapilar permitindo um ponto focal de 25 um para Mo-Ka. Os filtros usados para diminuir o
fundo foram uma combinag¢do de 100 um Al/ 50 um Ti/ 25 um Cu. A detecdo da radiagdo de
fluorescéncia foi realizada recorrendo-se a um detetor dispersivo em energia SDD com uma area
sensivel de 30 mm’ e uma resolugdo de energia de 142 eV para Mn-Ka. As medi¢des foram realizadas
diretamente nas amostras antes e apds cada aplicagao do produto de branqueamento, com um total
de 10 pontos por espécime. Os parametros de aquisicdo foram 50 kV de tensdao e uma corrente de
300 pA. Cada espetro foi adquirido durante 200 segundos em vacuo (= 20 mBar). As amostras
colocadas no porta-amostra do equipamento foram fixadas com auxilio de plasticina, conforme

ilustrado na Figura 7.6.

Figura 7.6: Amostras fixadas no porta-amostra com recurso a plasticina

O programa embutido do M4 Tornado assume uma razdo Ca/P constante (aproximadamente
2,16). Assim sendo, numa primeira fase, realizou-se a desconvolucdo e o fitting dos espetros com
recurso ao software WinAXIL (Camberra, Bélgica), de modo a estimar a razdo Ca/P * incerteza do
valor, e garantir esta propor¢do. A quantificacdo foi realizada utilizando o método comparativo. Para
configurar o método foram utilizados quatro materiais padrdo de referéncia: Bone Ash NIST-1400 e
Bone Meal NIST-1489 (National Institute of Standards and Technology, EUA), Caprine Bone 05-03 e
Bovine Bone 05-02 (Department of Health, state of New York, EUA). Uma vez que esta proporcdo se
manteve, foi possivel na fase seguinte utilizar-se a desconvolucdo dos espetros, o fitting e a
quantificagdo fornecido pelo software embutido no M4 Tornado baseado no método dos parametros

fundamentais considerando a matriz de hidroxiapatite [Ca;o(PO4)s(OH).]. A equagdo dos parametros
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fundamentais relaciona a intensidade do pico de determinado elemento com a concentracao desse

elemento no espécime (Equagdo 7.2):

I, = I;KA:mC; (Equagdo 7.2)

onde /, é a intensidade inicial da radiacdo, /; a intensidade da radiacdo X caracteristica do
elemento |, K; é o fator de calibracdo experimental, m a massa do espécime em g/cm” e C; é a
concentracdo do elemento i (Grieken & Markowicz, 2002).

Apesar, do primeiro passo ter-se demostrado necessario devido ao programa do M4 Tornado
assumir uma razdo Ca/P constante, este tem a vantagem de conseguir quantificar outros elementos,
0 que ndo é possivel com o método utilizado pelo WinAXIL, pois este tem apenas em considera¢do os
elementos presentes nas amostras padrao.

7.5.1 Testes de exatidao e limites de detecao
e Teste de exatidao - WinAXIL
A exatiddo do método foi verificada:

1) Configurando o método comparativo utilizando trés materiais padrdo de
referéncia: Bone Ash NIST-1400 (National Institute of Standards and Technology,
EUA), Caprine Bone 05-03 e Bovine Bone 05-02 (Department of Health, State of
New York, EUA) e quantificando o Bone Meal NIST-1489 (National Institute of
Standards and Technology, EUA), Tabela 7.2.

Tabela 7.2: Concentragdo elementar e desvio padrio (ug g~) obtida para o Bone Meal NIST-1489 e valores
certificados pelo método de quantificagao do WinAXIL.

P Ca Fe Zn Sr
Valores obtidos 130.000+£20000 300.000+50000 20+20 150+20 280420
Valores certificados 123.000+£1900 265.800+£2400 99+8 147+16 264+7

2) Configurando o método comparativo utilizando trés materiais padrdo de
referéncia: o Bone Meal NIST-1489 (National Institute of Standards and
Technology, EUA), Caprine Bone 05-03 e Bovine Bone 05-02 (Department of
Health, State of New York, EUA) e quantificando Bone Ash NIST-1400 (National
Institute of Standards and Technology, EUA), Tabela 7.3.

Tabela 7.3: Concentragdo elementar e desvio padrio (ug g”) obtida para o Bone Ash NIST-1400 e valores
certificados pelo método de quantificagao do WinAXIL.

P Ca Fe Zn Sr
Valores obtidos 180.000+£10000 330.000+£20000 40£20 120+10 190+10
Valores certificados 179.100£1900 381.380+1300 660+27 181+3 249+7
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e Teste de exatidao — M4 Tornado
A exatidao do software embutido no M4 Tornado foi calculada analisando o material
padrdo de referéncia Bone Meal NIST-1489 (National Institute of Standards and
Technology, EUA) e o Bone Ash NIST-1400 (National Institute of Standards and
Technology, EUA) e os resultados encontram-se apresentados na Tabela 7.4 e Tabela 7.5,
respetivamente.

Tabela 7.4: Concentragio elementar média e desvio padrio (ug g”) obtida para o Bone Meal NIST-1489 e
valores certificados pelo método de embutido no M4 Tornado.

P K Ca Fe Zn Sr Pb
Valores obtidos 173.000+2000 392.500+300 373.600+500 350171 272430 39545 9+1
Valores certificados 123.000+1900 41214 265.800+2400 9948 147116 26417 1,335+0,014

Tabela 7.5: Concentragdo elementar média e desvio padrdo (pug g”) obtida para o Bone Ash NIST-1400 e
valores certificados pelo método de embutido no M4 Tornado.

P K Ca Fe Zn Sr Pb
Valores obtidos 172.900+800 300+£70 372.900+1800 700+400 180+20 23020 14+1
Valores certificados 179.100+1900 18618 381.800+1300 660127 18143 249+7 9,07+0,12

e Limites de detegao
O limite de detecdo (LD) traduz-se como a concentracdo minima de um elemento que é
possivel determinar num espécime, em pg g (Moreno, 2013). Os LD obtidos para o

EDXRF, foram calculados de acordo com a Equacgdo 7.3:

LD =3 f::E (Equacio 7.3)

onde C é a concentragdo do elemento, n,0 nimero de contagens correspondentes ao pico do
elemento e ng é o numero de contagens do fundo. Os resultados obtidos para o Bone Meal NIST-

1489 apresentam-se na Tabela 7.6 e para o Bone Ash NIST-1400 apresentam-se na Tabela 7.7.

Tabela 7.6:Limite de deteg3o e incertezas do limite de dete¢do obtidos para Bone Meal NIST-1489 em pg g™

P K Ca Fe Zn Sr Pb
LD 6070 98 0,20 15 7 7 1
ILD 100 2 2 1 0,8 0,2 0,1
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Tabela 7.7: Limite de detecio e incertezas do limite de detecio obtidos para Bone Ash NIST-1400 em pg g™

P K Ca Fe Zn Sr Pb
LD 5693 30 220 40 9 8 4
ILD 65 2 0,8 2 0,4 0,2 0,2

7.6 Setup Experimental — p-Raman

O espetrémetro confocal p-Raman usado foi da XploRA (Horiba/ Jobin-Yvon Xplora, Franca) com
uma fonte de laser diodo operando a um A de 785 nm. A gama espetral estudada foi entre os 130
cm’e os 1800 cm™ utilizando uma resolucdo espetral de 4 cm™. As medi¢des Raman foram efetuadas
nos mesmos dias das medi¢des de EDXRF. Os parametros de aquisi¢cao foram: Hole 300 um, S/it 100
um, Grating 1200 grooves/mm, objectiva 100x and um filtro 50%, com um feixe com poténcia na
amostra de 9 mW. O tempo de exposi¢do foi de 5 segundos e o numero de leituras acumuladas
foram de 10 para cada janela. Para cada espécime, uma média de 12 medi¢des foram realizadas a
temperatura ambiente (25 °C). Foram obtidas fotografias da drea de medi¢do na superficie através
do microscépio confocal (Olympus BX41, Japdo) equipado com uma cadmara fotografica Ueye 1640.

O fitting e correcdo da linha de base foram efetuados utilizando o software LabSpec versao
5.58.25 (Horiba/ Jobin-Yvon Xplora, Franga) e a intensidade do pico do grupo fosfato foi calculado
com o fim de se determinar o grau de desmineralizacdo (GD). Esta percentagem foi calculada de

acordo com a Equacgado 7.4 (Santini & Miletic, 2008):

I desmineralizado

GD=1- } (Equacgdo 7.4)

I mineralizado

onde / é a intensidade do pico da hidroxiapatite aos = 960 cm™ no esmalte desmineralizado e

mineralizado.

7.7 Analise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados estatisticamente recorrendo ao software estatistico SPSS
v.20 (SPSS Inc, Chicago, IL USA). O nivel de significancia considerado foi de 5 %. Os dados obtidos
foram analisados quanto a normalidade de distribui¢do pelo teste de Shapiro-Wilk.

As diferencas entre os valores médios durante o estudo foram analisados com recurso ao teste
Two-Way ANOVA, expresso em % de desmineralizagdo para o p-Raman, em percentagem da
concentragdo (w/w %) para o Ca e o P e em pug g para os restantes elementos estudados no p-
EDXRF. Foi tido em consideracdo o teste Post Hoc Scheffe de modo a determinar as diferencas

significativas entre as varias variadveis. As diferencas foram consideradas significativas para p <0,05 e
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muito significativas para p <0,01. Os graficos foram obtidos com recurso ao software Microsoft Excel

(2007) e ao OriginLab 8.0 (OriginLab Corporation, EUA).
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8. Resultados e Discussao

8.1 Determinac¢ao do agente branqueador dos produtos de branqueamento dentario

O espetro de ambos os produtos de branqueamento (Figura 8.1) revelou trés diferentes bandas:
1003, 1461 and 1664 cm™ caracteristicas da molécula de ureia em solu¢do aquosa, de acordo com
Desseyn et al (Desseyn & Alsenoy, 1999). Em suma, os produtos adquiridos continham PC na sua

constituicao.

—— Teeth Whitening Home Kit
(Produto A)

—— White! - Bingo UK
(Produto B)

Intensidade Raman (espetros empilhados)

[l
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Numero de onda (cm)

Figura 8.1: Espetros Raman (espetros empilhados) em unidades arbitrarias obtidos para os produtos Teeth
Whitening Home Home Kit e White! - Bingo UK.

8.2 Concentracao do principio ativo

A Tabela 8.1, apresenta os resultados obtidos para a titulacdo efetuada para os diversos ensaios.
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Tabela 8.1: Concentragio de PH nos varios ensaios para cada produto estudado.

Teeth Whitening Home Kit White! — Bingo UK

Ensaio 1 (% H,0,) 13,48 11,53
Ensaio 2 (% H,0,) 13,38 10,63
Ensaio 3 (% H,0,) 13,71 10,52
Média dos ensaios 13,52 (= 14%) 10,89 (= 11%)

Uma vez que a concentragdo de PC é 2,76 vezes superior a de PH, pode-se concluir que o produto
Teeth Whitening Home Kit tinha uma concentra¢do de 38,6 % de PC e o produto White! - Bingo UK,
uma concentracao de 30,4 % de PC (Godinho, 2013) (Silveira, 2015). Estes valores inferiores em
comparacdo aos estabelecidos pelos fabricantes, podem ser justificados devido ao modo de

conservacao adotado durante o transporte.

8.3 Razdo Ca/P

A razdo Ca/P do esmalte encontra-se documentada na literatura como tendo o valor de 2 (Arnold
& Gaengler, 2007) (Berger, et al., 2014) (Poorni, et al., 2010). Foram calculadas, para todos os dentes
em estudo, as respetivas razdes Ca/P e incertezas tendo-se verificado que em todos os casos essa
razdo se manteve, Figura 8.2, Figura 8.3 e Figura 8.4. Rotstein et al, cit in Berger et al (Berger, et
al., 2014), obtiveram uma reducdo da razdo Ca/P apos o branqueamento com 35% de Peroxido de
Hidrogénio (PH) durante 7 dias. Também, Poorni et al (Poorni, et al., 2010), observaram uma
diminui¢do na razdo Ca/P ap6s o branqueamento com 35% de PH durante meia hora. Algumas razdes
para as variacOes de resultados entre os estudos poderdo ser devido a protocolos de aplicagdo
diferentes, a diferentes concentracbes do agente branqueador ou diferencas entre o esmalte
humano e o bovino (Berger, et al., 2014). A maior razdo para ndo haver varia¢do ao longo do estudo
relaciona-se com a conservagdo das amostras em saliva humana que é rica em minerais, lipidos,
carbohidratos, proteinas e outras substancias (Poorni, et al., 2010).

Em todos os casos a média tende a ser inferior ao valor postulado apresentando um valor médio

de cerca 1,80. Isto pode dever-se ao pico do escape do Ca se situar perto do pico do P. Existe, assim,
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uma sobrevalorizacao do valor do P com valores acima dos 17% e uma diminui¢do dos valores de Ca,
inferiores a 37%, resultando num valor de Ca/P mais inferior ao tedrico.

Associada a esta limitacdo existe uma outra limitacdo associada ao método de quantificacdo do
WinAXIL. Este método compara o volume de cada espécime com o volume dos padrdes. Dado que as
amostras apresentam uma geometria diferente dos padrdes, que é plana, no momento de
quantificacdo existe uma subvalorizacdo dos elementos medidos. Estas limitacdes sdo muito dificeis
de ultrapassar sem se danificar as amostras. Muitos estudos, relatam esta razdo superior ao que se
obteve porque na maior parte das vezes desgastam os dentes para obterem amostras o mais planas

possiveis e porque os equipamentos utilizados sdo diferentes (Berger, et al., 2014).

8.3.1 Protocolo 1
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Figura 8.2: Razdo Ca/P t incerteza do valor para o espécime de dente A3 referente ao produto A.
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Figura 8.3: Razdo Ca/P t incerteza do valor para o espécime de dente A6 referente ao produto B.

8.3.2 Protocolo 2
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Figura 8.4: Razdo Ca/P t incerteza do valor para o espécime de dente A21 referente ao produto B.
8.4 Grau de desmineralizagdo - pi-Raman

De modo a descrever as mudancas ocorridas no esmalte dentario, a concentracdo do grupo
fosfato (PO,*) no esmalte tem-se revelado como um bom indicador para se calcular o grau de
desmineralizacdo (GD). Além disso, a intensidade/area do PO,> v; na espetroscopia Raman é
diretamente proporcional a concentracdo do grupo fosfato da molécula de hidroxiapatite (HAp). Com

recurso a técnica de p-Raman determinou-se a evolugdo da area correspondente ao pico de PO, vy,
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apos a aplicacdo dos produtos de branqueamento, tendo sido possivel calcular o GD ao longo do

estudo para as referidas amostras.

8.4.1 Protocolo 1

A Figura 8.5, representa o GD ao longo do tempo para os espécimes A1-A3, onde o produto A foi
aplicado. Existe um maximo de desmineralizacdo 7 dias apds o inicio do branqueamento dentdrio,
havendo uma recuperacdo gradual do grau de mineralizagdo até ao dia 17 (para os espécimes A2 e
A3) e até ao dia 21 para o espécime Al. As medi¢Ges para os espécimes A2 e A3 ao dia 21, e ao dia
24 para o espécime Al mostram, no entanto, uma nova desmineralizagdo que aumenta até ao dia
35. No ultimo dia do estudo existe uma nova diminuicdo do GD mais acentuado para os espécimes
Al e A2. O GD para o espécime A3 parece manter-se similar ao do dia 35 do estudo. Apesar de estas
pequenas diferencas no que respeita a variagao do GD entre espécimes, num modo geral tendem a

apresentar resultados similares e consistentes.
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Figura 8.5: Média do GD e respetivos desvios padrdo dos espécimes A1-A3, ao longo dos 39 dias de estudo,
apos aplicagao do produto A.

Continuamente, a Figura 8.6 representa o GD ao longo do tempo para os espécimes A4-A6, onde
o produto B foi aplicado. Para os espécimes A5 e A6, até ao dia 17 os resultados sugerem nao haver
uma desmineralizacdo significativa no esmalte dentdrio, mas a partir do dia 21, o GD tende a
aumentar até ao término do estudo, alcancando um maximo entre os 41 e os 45 %. Os resultados
negativos no espécime A4 ndo tém significado fisico, no entanto variam ligeiramente sugerindo
haver um remineralizagdo até ao dia 21, uma desmineralizacdo entre os dias 24 e 31, e uma nova

diminuicdo do GD a partir do dia 35 até ao dia 39.
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Figura 8.6: Média do GD e respetivos desvios padrdo dos espécimes A4-A6, ao longo dos 39 dias de estudo,
apos aplicagdo do produto B.

8.4.2 Protocolo 2
No que concerne ao protocolo 2, onde somente o produto B foi aplicado, os resultados sugerem
haver um aumento progressivo do GD das amostras estudadas. Este aumento tende a ser mais

acentuado nos espécimes A8 e A21, sendo que nos espécimes A17 e A20 tende a ndo haver grande

variagdo dos resultados comparando os dias 2 e 5 (Figura 8.7).
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Figura 8.7: Média do GD e respetivos desvios padrdo dos espécimes A8, A17, A20 e A21, ao longo dos 39
dias de estudo, apds aplicagdo do produto B.

As intensidades das bandas Raman encontram-se correlacionadas com as concentracGes, de
forma a permitir que andlises quantitativas dos minerais incorporados sejam descritas. Visto que
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cada molécula possui a sua prdpria vibracdo molecular, o espetro Raman de um espécime em
particular consistird numa série de bandas, cada uma relacionada com a sua frequéncia vibracional
caracteristica, fornecendo assim, a identificacdo para a molécula que estda a ser estudada. Os
resultados obtidos pela técnica analitica podem ser explicados por trés teorias distintas mas
complementares.

Em primeiro lugar, poder-se-a hipotetizar que estas oscilacdes podem ser explicadas pelo facto de
a saliva ndo ter sido renovada ao longo do estudo, perdendo o seu efeito de remineralizacdo. Nao
obstante, a saliva humana foi responsavel pela reversao da desmineralizagdo nos primeiros tempos
de estudo.

Em segundo lugar, é possivel que ao longo do tempo o produto tenha perdido as suas
propriedades iniciais devido a uma conserva¢ao pouco adequada ou devido ao tempo alargado que
permaneceu aberto. Assim, para o Protocolo 1 — Produto A, conjugando estas duas teorias, os
resultados sdo sugestivos que existe um ataque agressivo ao esmalte aprismatico devido a elevada
concentragao do produto e, principalmente, devido ao pH acido, possivel de se observar durante os
primeiros 7 dias. Por conseguinte, uma degradac¢do do produto ao longo do estudo, e a consequente
acdo remineralizadora da saliva, permite que os valores de PO,> retomem os valores iniciais. Ainda
qgue, o produto tenha perdido a sua agressividade, este continua a ser aplicado nas amostras de
esmalte, apesar de que muito provavelmente a saliva tenha perdido a capacidade de remineralizar
este tecido, contribuindo para o aumento do GD observado a partir do dia 17.

No que respeita ao produto B do protocolo 1, com uma concentra¢do de PH menor e com
um pH menos acido, o ataque ao esmalte aprismdtico ndo é tdo pronunciado e a saliva consegue
remineralizar esta estrutura nos momentos iniciais. No entanto, e em semelhanca ao que acontece
com o produto 1, dado que a saliva ndo foi renovada, a sua a¢ao de remineralizacdo diminui e o GD
tende a aumentar.

Em relagdo ao protocolo 2, onde somente o produto B foi aplicado, considerando estas duas
teorias; o crescente aumento do GD pode ser explicado devido ao facto de a saliva nesta fase ter
perdido grande parte das suas propriedades iniciais (o protocolo 2 foi realizado 50 dias apés o inicio
do protocolo 1), e também porque o produto ao ser aplicado trés vezes ao dia, o tempo para
remineralizar o dente de cada vez que o produto é aplicado acaba por ser bastante inferior. Assim, o
ataque ao esmalte aprismatico é superior a capacidade que a saliva tem de remineralizar.
Comparando a Figura 8.6 com a Figura 8.7, pode-se observar que o GD aos 5 dias da Figura 8.7,
correspondem aproximadamente, ao GD aos 14 dias da Figura 8.6; jd que o produto foi aplicado

neste protocolo trés vezes ao dia.
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Ainda assim, estas duas teorias ndo explicam as varia¢cdes no GD que ocorrem no final do estudo,
especialmente no protocolo 1, nem as diferentes variagdes entre espécimes. Existe uma terceira
teoria anteriormente estudada por Albers cit in Santini et al (Santini, et al., 2008), postulando que a
aplicacdo continua do produto de branqueamento dentdrio causa uma progressiva desmineralizacao
do esmalte que ocorre com concomitante degradacdo da matriz de esmalte da camada aprismatica,
em provavelmente alguns um de profundidade. Esta hipdtese permite uma interpretacdo mais
completa dos resultados obtidos no presente estudo. Analisando o espécime A3 (Protocolo 1 —
Produto A), a aplicagdo de 38,6 % de PC resulta num aumento do GD (diminui¢do da intensidade do
pico do fosfato), aumento esse que ocorre numa maior percentagem aos 7 dias. E de se esperar que
guantas mais aplicagdes do produto de branqueamento se realizarem, maior sera a alteragdo
ocorrida nas estruturas inorganicas e organicas do dente. Contudo, aos 17 dias, existe uma
diminuicdo do GD (aumento do pico do fosfato). Esta diminuicdo poderd ser devido a degradagdo
superficial do esmalte que ocorre apds a escovagem, de acordo com o protocolo experimental, antes
de se obter os espetros Raman, removendo a camada superficial alterada pelo produto com uma
elevada concentragao e baixo pH, expondo uma camada menos afetada contendo uma concentragao
do grupo fosfato mais elevada. A subsequente aplicagao do produto até aos 35 dias permite observar
o fendmeno ocorrido aos 7 dias. Novamente aos 39 dias, ultimo dia do estudo, existe uma nova
diminuicdo do GD em consequéncia da remoc¢do de mais uma camada de esmalte em alguns um de
profundidade. Os restantes espécimes deste protocolo (Al e A2), demostram ter um
comportamento semelhante no que respeita ao GD, contudo os tempos a que ocorre a remogdo da
camada de esmalte expondo a camada menos afetada parece divergir, ocorrendo nestes casos nao
aos 17 dias mas sim aos 21 dias. Foi registada uma diferenca muito significativa (p <0,01) nos
resultados obtidos entre os produtos aplicados no protocolo 1. Tendo em consideragao os valores
medidos no controlo, todos os tempos de medicdo apresentam valores estatisticamente muito
significativos (p <0,01) com excec¢do dos dias 17 para o produto A do protocolo 1 e para o dia 21 para
o produto B do protocolo 1.

Da mesma forma, os espécimes do produto B do protocolo 1 (A4-A6) parecem diferir nos tempos
a que ocorre a remocdo da camada de esmalte, em comparacdao com o produto A. Inclusive, existe
uma discrepancia entre o espécime A4 e A6.

O protocolo 2 por comparagdo com o protocolo 1, parece evidenciar uma certa analogia. Tal
como no produto B do primeiro protocolo existe uma progressdo do GD dos 7 aos 14 dias, que é
similar ao ocorrido entre os 2 aos 5 dias do protocolo B. Os resultados sugerem ndo haver uma
diferenca significativa entre branquear os dentes durante 14 dias, 1 vez ao dia, ou branquear durante

5 dias, 3 vezes ao dia, pois ndo foram registadas diferencas estatisticamente significativas (p> 0,05).
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Contudo, para haver confirmacdo desta hipotese dever-se-ia ter realizado medicdes apds cada
branqueamento no protocolo 2.

O esmalte aprismatico é a camada de esmalte mais mineralizada e consequentemente mais
resistente a desmineralizacdo (Sun, et al.,, 2011). Inicialmente, a erosdo acida ocasionada pelos
produtos de branqueamento, causa um desgaste suave na superficie do esmalte, sendo que o
impacto pode variar de acordo com o tempo de exposicdo ao produto e do pH. Se esta primeira
camada nao sofrer nenhuma remineralizacdo, por exemplo por um agente remineralizante como a
saliva, ou se a capacidade remineralizante da saliva for inferior a desmineralizagdo ocorrida, ficara
mais fragil perdendo volume e serd mais vulneravel a acdo mecanica (escova de dentes), havendo
por fim uma remoc¢do adicional da restante camada de esmalte aprismatico. Se o tratamento
persistir, existe uma dissolugdo consecutiva das camadas subjacentes de esmalte, levando a uma
perda permanente do esmalte superficial. O processo de erosdo pode revelar uma aparéncia do
dente mais lisa e suave (West & Joiner, 2014).

Existe uma grande verossimilhanca de que as duas primeiras teorias suportem a terceira teoria
influenciando os resultados. Podera supor-se que se a saliva tivesse uma renova¢dao mais assidua e o
pH do produto fosse maior, talvez ndo houvesse valores tdo elevados do GD bem como da constante
remocgao das camadas de esmalte mais superficiais.

A dissolugdo do esmalte num meio acido ocorre como o resultado da interacdo de ides de
hidrogénio e HAp — Equacdo 2.1 (sub-capitulo 2.1.1 - Esmalte). O baixo pH presente em ambos os
produtos afetam a dissolucdo do conteddo mineral do esmalte. Todavia Santini et al (Santini, et al.,
2008), salientam que em in vivo, os produtos contendo PC tendem a aumentar o pH acima dos 7, ndo
provocando assim a decomposicdio do esmalte. Esta aparente contradicdo, realca o pouco
conhecimento em relacdo ao exato mecanismo envolvido no branqueamento dentdrio, destacando a
necessidade de se investigar todos os aspetos destes mecanismos e ndo apenas o aparente efeito
clinico estudado isoladamente (Santini, et al., 2008).

Em estudos prévios foram reportados casos em que quanto maior for a concentracdo de perdxido
menor é o pH do produto de branqueamento (Kwon, et al., 2014)(Sun, et al., 2011). Sa et al (Sa, et
al., 2012), estudaram os efeitos na superficie do esmalte, de dois produtos de branqueamento in-
office com diferentes valores de pH. Concluiram, que o branqueamento dentario com produtos com
um pH acido e com um pH neutro, tiveram a mesma eficacia no branqueamento in vitro, no entanto
o esmalte humano tratado com o produto de branqueamento com um pH 4cido foi suscetivel a uma
maior desmineralizacdo. Esta constatacdo indica que a desmineralizacdo ocorrida na superficie do
esmalte pode ser principalmente causada pelo baixo valor do pH, em vez do PH per se. O grupo de

investigadores chegou também a conclusdo de que os efeitos adversos causados pelo pH baixo do
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produto podem ser minimizados aquando a conservacao em saliva humana. Este fluido natural
revelou efeitos protetores mais elevados na estrutura do esmalte humano do que em a 34gua
destilada. Em estudos anteriores, foi postulado que a presenca de uma pelicula de saliva rica em ides
de Ca, P e F na cavidade oral humana, podera ser responsavel pela manutencdo do conteddo mineral
do esmalte, através da incorporacao destes ides na sua superficie. A pelicula de saliva podera cobrir a
camada subjacente da superficie de esmalte, e assim compensar os efeitos adversos derivados da
erosdo acida (inibir a desmineralizagdo) (Godinho, 2013) (Sa, et al., 2012). Da mesma forma, também
o grupo de investigadores de Sun et al (Sun, et al., 2011), estudaram a diferenga entre produtos de
branqueamento dentario com a mesma concentragdo diferindo entre um pH neutro e um pH &acido;
tendo chegado as mesmas conclusées que Sa et al. A desmineralizagdao ocorrida potenciada pela
erosao acida derivada do produto de branqueamento pode resultar em alteragdes significativas na
morfologia do esmalte e numa diminuicdo da microdureza (Salehi, et al., 2007) (Sun, et al., 2011)
(West & Joiner, 2014).

Para além das diferentes concentra¢des do agente ativo e do valor de pH em ambos os produtos
estudados, os diferentes resultados obtidos podem ser devido a diferente cinética de liberta¢gdo do
PH em meio aquoso. Comparando os valores obtidos no protocolo 1, o produto A podera ter uma
maior cinética de libertagcdo do PH (totalidade do conteddo de PH libertado para o meio) do que o
produto B, no tempo de aplicagdo praticado, tal como investigado anteriormente por Silveira
(Silveira, 2015).

N3o foram observados os picos nas bandas de 880 e 1400 cm™ indicando a presenca de PH nem
aos 1552 cm™ caracteristicos do grupo oxigénio (O,), tal como observado nos estudos de Silveira et al
(Silveira, et al., 2012) (Silveira, 2015). A escovagem apds cada aplicacdo do produto de
branqueamento terd eliminado o PH a superficie do dente e o O, residual terd sido removido
facilmente devido as propriedades antioxidantes da saliva. Ainda assim, para medir qualquer um
destes picos o tempo necessario de aquisicdo teria de ser prolongado para varias horas ou dias, tal
como realizado pela equipa de Silveira et al (Silveira, 2015).

Tendo em conta os resultados obtidos, in vitro, pela espetroscopia Raman existe plausibilidade
biolégica de que a camada aprismatica dos varios espécimes tenha sofrido erosdo permanente
expondo as sucessivas camadas de esmalte, sendo que a saliva humana utilizada apesar de minimizar
o GD ndo preveniu a desmineralizagdo na sua totalidade. Deverao ser efetuados futuros estudos com
uma renovagdo da saliva didaria de modo a se investigar se a cinética de remineralizacdo é
influenciada pela constante renovacao deste fluido bioldgico. De modo complementar, dever-se-a

estudar também o branqueamento dentdrio com agentes remineralizantes extrinsecos (ricos em

68



minerais como o F) de modo a compreender-se como é que estes poderdo prevenir o desgaste

ocorrido durante o processo.

8.5 Alteragoes do contetido da matéria organica no esmalte
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Figura 8.8: Conjunto de espetros obtidos antes, aos 7 dias e aos 39 dias apds o branqueamento dentario
para o espécime A3 (Protocolo 1 - Produto A).
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Figura 8.9: Conjunto de espetros obtidos antes, aos 7 dias e aos 39 dias apés o branqueamento dentario
para o espécime A6 (Protocolo 1 - Produto B).
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Figura 8.10: Conjunto de espetros obtidos antes, aos 2 dias e aos 5 dias apds o branqueamento dentario
para o espécime A21 (Protocolo 2- Produto B).

A Figura 8.8, Figura 8.9 e Figura 8.10 mostram os espetros Raman sem correg¢do da linha de
base ao longo do estudo. Em todos os espetros Raman nos espécimes A3, A6 e A21 ocorre uma
diminuicdo significativa da fluorescéncia, sugerindo a perda da matéria organica, tal como observado
por Silveira et al (Silveira, et al.,, 2012). Outros estudos prévios obtiveram resultados muito
semelhantes aquando o branqueamento dentario realizado in vitro (Sa, et al., 2012) (West & Joiner,
2014). A diminuicdo da fluorescéncia pode ser explicada pelos radicais livres que oxidam os
elementos organicos da matriz, presentes entre os cristais de hidroxiapatite. A diminuicdo da
fluorescéncia pode, ainda, estar relacionada diretamente com a cinética do branqueamento
dentario, e consequentemente com o melhoramento da cor do dente; ja que as manchas presentes
nos dentes sdo materiais organicos (Sa, et al., 2012).

A diferenga no posicionamento dos espécimes a cada medi¢do podera resultar numa alteracao
dos valores da fluorescéncia medidos devido a orientacdo varidvel dos prismas de esmalte (Silveira,
2015). Contudo, devido a ndo exclusividade do equipamento foi dificil de assegurar o mesmo

posicionamento consecutivamente.
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8.6 Variagdo dos varios constituintes elementares — u-EDXRF
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Figura 8.11: Concentracdo (w/w %) e desvios padrdo dos elementos Ca e P ao longo do estudo para o
espécime A3 (Protocolo 1-Produto A).
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Figura 8.12: Concentrac¢do (w/w %) e desvios padrdo dos elementos Ca e P ao longo do estudo para o
espécime A6 (Protocolo 1-Produto B).
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Figura 8.13: Concentracdo (w/w %) e desvios padrdo dos elementos Ca e P ao longo do estudo para o
espécime A3 (Protocolo 2-Produto B).

Alteracbes na razdo Ca/P e nas concentracbes dos elementos traco indicam alteragdes nos
componentes inorganicos na matriz de HAp. No que respeita o u-EDXRF, para além do Ca e do P da
matriz de HAp, os seguintes elementos traco foram medidos e quantificados: S, Cl, K, Mn, Fe, Cu, Zn,
Sr e o Pb. Neste estudo nao foram registados os elementos H, C, O, F, Na, Mg e o Al devido a
sensibilidade da tecnologia utilizada, que apenas permite a detecdo de elementos com um nimero
atémico superior a 13. Estes elementos sdo incorporados em pequenas quantidades na matriz de
HAp durante a amelogénese, por outro lado a maior percentagem é depositada na superficie do
esmalte derivado da dieta alimentar. A titulo de curiosidade, o S é um marcador de proteoglicanos
presente na matriz de tecidos duros. Alteracdes deste elemento podem indicar alteragGes na
componente organica da matriz (Rotstein, et al., 1996).

N3o existem alteragdes significativas na composi¢cao da matriz (Ca e P) para a amostra de dentes
analisada ao longo do estudo (Figura 8.11, Figura 8.12, e Figura 8.13) contudo, como esperado de
estudo anteriores, existe uma grande heterogeneidade na distribuicdo dos elementos traco no
esmalte, enfatizado aquando o uso da micro-analise (Alomary, et al., 2013) (Silveira, et al., 2015)
(Silva, et al., 2008) (Rotstein, et al., 1996). Esta heterogeneidade encontra-se ilustrada nas seguintes
figuras: Figura 8.14 - Figura 8.22, pelos graficos boxplot obtidos para os referidos elementos para os
espécimes Al, A3, A4, A6, A8 e A21, a titulo de exemplo. Em alguns casos, ndo se verificou, no

entanto, uma uniformidade entre espécimes do mesmo grupo de estudo.
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8.6.1 Protocolo 1
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Figura 8.14: Variag¢do da concentragdo elementar do S, Cl e K nos espécimes Al e A3 ao longo de 39 dias de

estudo.
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Figura 8.15: Variacdo da concentragdo elementar do Mn, Fe e Cu nos espécimes Al e A3 ao longo de 39 dias
de estudo.
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Figura 8.16: Varia¢do da concentragdo elementar do Zn, Sr e Pb nos espécimes Al e A3 ao longo de 39 dias

de estudo.
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Figura 8.17: Variac¢do da concentragdo elementar do S, Cl e K nos espécimes A4 e A6 ao longo de 39

dias de estudo.
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de estudo.
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Figura 8.19: Variagdo da concentragdo elementar do Zn, Sr e Pb nos espécimes A4 e A6 ao longo de 39 dias

de estudo.
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8.6.2 Protocolo 2
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Figura 8.20: Variag¢do da concentragdo elementar do S, Cl e K nos espécimes A8 e A21 ao longo de 5 dias de

estudo.
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Figura 8.21: Variacdo da concentragdo elementar do Mn, Fe e Cu nos espécimes A8 e A21 ao longo de 5 dias

de estudo.
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Figura 8.22: Variac¢do da concentragio elementar do Zn, Sr e Pb nos espécimes A8 e A21 ao longo de 5 dias

de estudo.

Os elementos S, Cl e K mantém a sua concentragdo ao longo do estudo para todos os espécimes.
Por sua vez, os restantes elementos tendem a ter grandes variagdes nas concentra¢cdes medidas quer
no mesmo espécime ao longo do tempo, quer entre espécimes do mesmo protocolo e produto. Para
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estes casos, os valores divergentes podem ser explicados pela formacdo de clusters para todos os
elementos com a excec¢do do Ca, P e Sr, sendo os clusters mais pronunciados para os elementos Mn,
Fe, Cu e Zn (Figura 8.23). Geralmente, a concentracdo dos elementos traco é maior a superficie do
dente do que no restante volume, assim sendo seria expectdvel que a medida que as camadas
superficiais fossem removidas a concentracdo ao longo do tempo fosse diminuindo
progressivamente (Oprea, et al., 2009). A titulo de estudo, no caso do Fe do espécime A3 (Figura
8.15), existe um aumento aos 31 dias que é contraditorio aos resultados obtidos na espetroscopia
Raman, onde aos 31 dias é registado um dos maiores GD. Logo, é hipotetizado neste caso que a
medi¢do realizada neste momento tenha sido numa zona de cluster onde a concentragdo do
elemento é bastante mais elevada. De modo aos resultados obtidos ndo serem influenciados pelos
clusters formados que sdo enfatizados aquando o uso da micro-andlise com um spot de 25 um, como
no presente estudo, seria importante nos préximos estudos realizarem-se as mesmas medicdes
recorrendo ao uso da micro-analise mas com um spot de 100 um, como realizado por Godinho et al
(Godinho, et al., 2014). Assim, a area estudada seria maior e os clusters ndo influenciariam tanto os
resultados finais.

Existe também alguma diferenca entre as concentrag¢des iniciais para cada elemento. Para além
da variabilidade biolégica dos espécimes testados devido a fatores como o tipo de alimentacgao,
exposicdo ambiental, etc, pode ser ainda explicado pelo tipo de dente e pela posi¢do que este ocupa
na cavidade oral (anterior ou posterior). A concentracdao de elementos traco tende a diminuir dos
incisivos para os molares e da arcada maxilar para a arcada mandibular, sendo que a maior
heterogeneidade de concentra¢des é observada na primeira arcada. Este facto pode ser explicado
pela exposicdo ao meio externo das faces vestibulares dos dentes e ainda pelas faces interproximais
(mais planas), de alguns dentes posteriores, utilizadas estarem mais resguardadas dessa exposi¢cao
(Alomary, et al., 2013).

A vista destes resultados, ndo foram registadas diferencas significativas (p> 0,05) no contetdo

dos elementos traco estudados apds os protocolos de abuso de branqueamento dentario.
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Figura 8.23: Mapeamento da superficie do dente exibindo a formagdo de clusters em varios elementos.

As diferencgas de valores quer nos valores obtidos nas concentragdes dos elementos trago quer na
razdo Ca/P podem ser justificadas pela limitacdo relacionada com a geometria dos dentes. Aquando
uma analise a nivel micrométrico, a convexidade associada a todos os dentes influencia o volume de
espécime analisado, podendo na maior parte das vezes o volume do espécime medido ndo
corresponder ao ponto focal na sua totalidade e deste modo em vez de se medir somente esmalte,
medir-se-a esmalte e ar (Figura 8.24). Esta dificuldade é ainda mais relevante quando se utilizam
métodos quantitativos como o compare mode do WinAXIL onde os espetros obtidos sdo comparados

com espetros de pastilhas (planas) de amostras padrao.

a) b)

esmalte O esmalte o

Figura 8.10: a) total do ponto focal corresponde somente a esmalte, b) ponto focal corresponde a uma

por¢ao do esmalte e a restante ar.
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Quando se comparam os resultados obtidos entre as duas técnicas, a diferenca significativa do
volume analisado deve ser tida em consideracdo. O volume investigado no p-EDXRF varia de acordo
com os elementos analisados, podendo variar desde 10 um para o P até 200 um para o Pb, devido as
diferentes energias caracteristicas, e por conseguinte ocorrendo diferentes atenuacdes na matriz do
préprio dente. Por sua vez, o volume analisado na espectroscopia confocal Raman varia tipicamente
entre 1-2 um (Gauglitz & Moore, 2014). Portanto, os resultados obtidos poderdo indicar alteragdes
muito superficiais na matriz de esmalte, aquando da analise Raman, mas ndo mensuraveis no que
respeita a analise em EDXRF.

Os resultados deste estudo sugerem que a desmineralizagao causada pelos produtos é superior a
capacidade remineralizante da saliva, afetando a integridade do esmalte aprismatico. Contudo, ndo
se pode afirmar que as alteragdes micromorfoldgicas da superficie do esmalte sejam irreversiveis
pois nao se realizaram medig¢des para além do ultimo dia de aplica¢gdo do produto.

Todas estas varidveis sugerem a necessidade de se realizarem estudos que examinem as
propriedades e os comportamentos dos produtos de branqueamento, antes de se inferir quaisquer

alteragdes a nivel biolégico.

8.7 Produtos Over-The Counter estudados — Concentrag¢ao do agente branqueador

Os produtos Over-The-Counter (OTC) tém vindo a ter grande adesdo nos ultimos anos devido,
principalmente, ao baixo custo associado e facilidade de aquisicdo. Por forma a aumentar a rapidez
dos tratamentos muitos dos fabricantes tém vindo a aumentar a concentracdo do agente ativo
(Demarco, et al., 2008). Embora estes fatores sejam habitualmente determinantes para o paciente
aquando da compra do produto, ao contrario das restantes técnicas de branqueamento dentario,
nos produtos OTC ndo existe nenhuma supervisdo médica para assegurar que estes produtos tém
uma concentragdo e composicao adequadas para utilizagdo clinica, garantindo a seguranga do
paciente (Silveira, 2015).

Ambos os produtos utilizados no estudo tém concentracdes do agente ativo bastante superiores
aos valores considerados seguros pela Comissdo Europeia (CE). De acordo com o decreto de lei
portugués 142/2005 que segue as diretrizes dos decretos da CE, os produtos OTC podem conter no
maximo uma concentragdo de PH de 0,1%. Ambos os produtos comprados foram adquiridos em dois
sites acessiveis a qualquer consumidor (Figura 8.11), ndo havendo qualquer tipo de restricdo durante
a compra, apesar das concentragdes superarem em larga escala as consideradas seguras e legais para
0 uso sem a supervisdo médica necessaria. A variabilidade de resultados obtidos na concentracdo do
PH, reforca a necessidade de uma correta avaliacdo de qualquer produto antes da realizagdo de um

estudo desta natureza.
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O INFARMED, a Inspecdo Geral das Actividades em Saude (IGAS) e a Ordem dos Médicos

Dentistas tém levantado preocupa¢bes em relacdo a venda indevida destes produtos e para as

consequéncias para a saude dos pacientes. Antes do uso de qualquer produto de branqueamento

deve ser feita uma avaliagdo prévia do estado da cavidade oral por parte do MD. Sem um conjunto

de procedimentos feitos a priori podem advir riscos para a saude (OMD, 2013).

Price et al (Price, et al., 2000), relata grandes diferengas entre as concentracbes e o pH entre 26

produtos disponiveis comercialmente. Estas diferengas nas formulagdes galénicas podem ser um

fator para os diferentes efeitos dos produtos reportados para o esmalte. Assim, o impacto de um

qgualquer novo produto de branqueamento dentario na integridade do dente, deve ser totalmente

caracterizada antes do langamento e comercializagdo, com especial enfase para os produtos OTC.
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9. Conclusao

Com a realizacdo deste trabalho podem retirar-se as seguintes conclusoes:

As concentragbes observadas para ambos os produtos de branqueamento sdo diferentes
das indicadas pelo fabricante.

As concentracdes registadas sdo muito superiores as legalmente permitidas e
consideradas seguras pela Comissdo Europeia e pela legislacdo portuguesa.

Ndo existe restricdo na compra destes produtos Over-The-Counter (OTC) com elevadas
concentragoes.

A utilizagdo de produtos de branqueamento dentario com elevadas concentragdes e pH
acido induz alteragdes na superficie do esmalte.

Apds a aplicagao dos dois produtos de branqueamento dentdrio existe uma diminui¢do
bastante significativa no pico do fosfato em todos os espécimes, indicando uma
desmineralizacdo muito superficial do esmalte (esmalte aprismatico).

A desmineralizagdao causada pelos produtos é superior a capacidade remineralizante da
saliva, afetando a integridade do esmalte aprismatico.

Existe uma diminuicdo significativa da fluorescéncia apds a realizacdo dos dois protocolos
de branqueamento, indicando perda do conteuddo orgéanico do esmalte.

Observou-se a existéncia dos elementos major (Ca e P) e dos elementos traco (S, Cl, K,
Mn, Fe, Cu, Zn, Sr e o Pb) em todos os espécimes. O conteldo elementar apds a aplicacdo
dos produtos de branqueamento testados nao foi alterado de forma significativa.

Os resultados obtidos sdao sugestivos de alteragdes muito superficiais na matriz de
esmalte, aquando da analise Raman, mas ndo mensuraveis no que respeita a anadlise em
EDXRF.

O uso de produtos OTC poderd ocasionar riscos na cavidade oral do paciente,

questionando-se a segurancga do paciente aquando o tratamento.
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10. Trabalho Futuro

Os resultados obtidos neste estudo sdo do tipo in vitro, e apesar de serem estatisticamente
significativos, sdo somente inferidas as consequéncias possiveis in vivo. Inclusive, apesar de ter sido
utilizada saliva humana, dado que esta ndo foi renovada diariamente levantam-se a questao se esta
alteragdo minimizaria o grau de desmineralizagdo. A superficie do dente exibe uma dinamica de
continua permuta, em ambas as direc¢des, entre os iGes da pelicula adquirida/biofilme e os cristais de
hidroxiapatite, com fim a manter um equilibrio mineral adquado. Este processo fisioldgico oral
dificulta a interpretacdo da relevancia clinica das medigdes laboratoriais relativas as alteragdes da
micromorfologia, da microdureza e da microrugosidade (Kwon, et al., 2014). Seria importante
estudar in vitro o efeito de remineralizagao da saliva humana, conservando um grupo de amostras
em saliva e o outro grupo em agua destilada. Aplicando o mesmo protocolo, ao introduzir-se esta
intervencdo, poder-se-ia observar quais os resultados devido ao isolamento deste fluido e aferir a
totalidade do efeito protetor da saliva humana.

Torna-se necessaria a realizagdao de mais estudos sobre as altera¢des elementares do esmalte que
investiguem outros tipos de produtos Over-The-Counter (OTC), quer a nivel da concentragao quer no
modo de aplicagdo, utilizando um maior nimero de espécimes e realizando periodos de follow-up
guando finalizado o tratamento. Tal como estudado por Silveira (Silveira, 2015), torna-se crucial
estudar a cinética de libertacao do Peréxido de Hidrogénio (PH) para todos os produtos testados de
forma a averiguar a adequacdo dos tempos de aplicacdo indicados. Outros pontos que foram
estudados neste trabalho e que se tornam importantes de realizar é a determinag¢do da concentragao
do PH dos produtos bem como o seu pH. Seria uma mais valia realizar protocolos comparando
produtos com a mesma concentracao e pH diferentes (acido versus neutro), ou para o mesmo
mantendo pH do produtos averiguar as alteragdes ocorridas perante diferentes concentragoes.

Seria necessdrio, conjugar a técnica Microscopia Electdnica de Varrimento ou técnica Microscopia
de Forgca Atédmica com as técnicas utilizadas neste estudo, para em simultdneo verificar-se as
possiveis alteragcdes na micromorfologia superficial do esmalte. As medi¢des deviam ser prolongadas
apds o término da aplicacdo dos produtos para se aferir se as alteragGes observadas seriam
irreversiveis.

Numa fase futura, devem ser realizados estudo in vivo, onde sejam estudados os protocolos ja

aferidos in vitro, para confrontar as implicacGes destes produtos no esmalte dentdrio dos pacientes.
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Anexo A

Protocolo experimental para preparagao de Sulfato de CérioIVa 0.1 M

Material:

Baldo volumétrico 1L

Baldo volumétrico 500 mL
Gobelé 250 mL

Esguicho

Balanga analitica

Magneto

Funil de vidro

Placa de agitacdo e aquecimento
Vareta de vidro

Pipeta descartdvel de 25 mL

Reagentes:

Sulfato de Cério IV (tetrahidratado), p.a. M=404,30 g/mol
Acido sulfurico p.a (95,6 %)
Agua destilada

Protocolo:

Lavar o material com agua destilada do dia 2x e colocar a escorrer sobre o papel de filtro
Preparar solucdo de acido sulfurico para dissolucdo inicial:
= Na hotte, medir 500 mL de agua destilada com um baldo volumétrico e
transferir para um gobelé de 1L
= Com uma pipeta descartdvel de 25 mL, medir 28 mL de 4cido sulfurico
concentrado
=  Transferir para o gobelé com agua e colocar um magneto
= Colocar na placa de agitacdo, com agitacdo suave
Colocar um gobelé de 500 mL na balancga e tarar
Pesar 40,4300 g de Sulfato de Cério IV tetrahidratado
Adicionar gradualmente a solucdo de acido sulfurico, preparada sob agitacdo constante,
até dissolugcdo completa
Transferir para o baldo de 1L e prefazer o restante com agua destilada
Identificar o baldo com “Sulfato de Cério IV — solucdo padrdo 0,1M”, nome e a data de
preparagao
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