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INTRODUCAO

LesGes de mancha branca (LMB) sdo frequentemente diagnosticadas apds a remocdo de aparelhos
ortodonticos devido a dificuldade de higienizagdo que ocorre durante este tratamento. As LMB representam os
sinais iniciais de formacdo de cérie de esmalte incipiente e caracterizam-se por ter uma camada superficial
aparentemente intacta e uma camada inferior desmineralizada (Horuztepe, 2017; Freitas, 2018). Essa
caracteristica resulta em uma alteragdo no indice de reflexdao da luz quando comparado as superficies higidas
circundantes, explicando a aparéncia esbranquicada e mais opaca dessas leses (Zezell, 2007; Khoroushi, 2017;
Heymann, 2013; Andrade Neto, 2016; Al-Obaidi, 2018).

Em alguns casos, as LMB desenvolvidas durante a terapia ortoddntica desaparecem apds a remogao do
aparelho fixo gracas a remineralizagdo natural da saliva e/ou acdo abrasiva da escovacdo (Hochli, 2017, Philip,
2019). No entanto, a maioria delas perdura como lesGes permanentes, causando altera¢des estéticas e
funcionais (Choi, 2018; Lee, 2020). Dessa forma, diversos métodos vém sendo propostos para o manejo das
LMB com o objetivo de melhorar sua aparéncia fisica e reforcar sua sub-estrutura fragilizada de maneira nao
invasiva (Kim, 2016).

Com a finalidade estética de mascara-las, o uso de agentes clareadores com perodxidos de baixa (Berger,
2012; Kim, 2016; Choi, 2018) e alta concentrag¢do (Horuztepe, 2017; Choi, 2018) tem sido estudado e tem se
mostrado um tratamento efetivo para reduzir o contraste entre as LMB e a superficie do esmalte sadia, sem uma
deterioragdo significativa das propriedades quimicas e mecanicas da sub-superficie da lesdo (Berger, 2012; Kim,
2016).

Por outro lado, abordagens com materiais biomiméticos, como a nano-hidroxiapatita (nano-HA), tém
sido empregadas na remineralizacdo de LMB (Manchery, 2019). A nano-HA é altamente biocompativel pela sua
similaridade estrutural ao cristal de apatita (Vyavhare, 2015; Memarpour, 2019; Philip, 2019) e vem sendo
incorporada em dentifricios, enxaguantes e produtos de aplicagdo clinica com o propdsito de restaurar a
integridade do esmalte alterado pela LMB (Carrouel, 2020; Kamath, 2020).

Apesar dos resultados promissores da nano-Ha como agente remineralizante (Carrouel, 2020), pouco
tem sido estudado com respeito a seus efeitos nas propriedades éticas das LMB e, até onde se sabe, a sua
associacdo com o clareamento dental para o tratamento dessas lesGes simuladas in vitro ainda ndo foi avaliada.
Dessa forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito da associacdo do clareamento dental caseiro e a
nano-hidroxiapatita na aparéncia estética e microdureza de lesdes de mancha branca artificiais.

MATERIAIS E METODOS

Blocos de esmalte/dentina de 5 x 5 x 2,2mm (1,2mm de esmalte e Imm de dentina) foram obtidos do
terco médio de incisivos bovinos. Foi realizada a retificacdo e polimento utilizando lixas de carbeto de silicio (600,
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1200, 2500 e 4000 grit), seguida do polimento final com feltro e pasta diamantada (1um). Entre cada utilizagdo
da lixa e apds o polimento final, os espécimes foram limpos em banho ultrassénico com agua destilada por 15
minutos.

ApOs o preparo os espécimes tiveram sua microdureza inicial (SMH) avaliada usando um
microdurémetro (FM 100, Future-Tech Corp; Kawasaki, Japdo). Na regido central de cada bloco foram realizadas
trés indentagbes (100 um de espagamento) com um indentador Knoop (25gf/5s). Sessenta espécimes com
valores médios de microdureza inicial semelhantes foram selecionados e armazenados em umidade relativa até o
inicio da fase experimental do projeto.

Em seguida, quarenta e oito espécimes foram submetidos a formacdo de LMB por meio de ciclos de pH
(05 ciclos -), enquanto as demais permaneceram em ambiente Umido. Posteriormente, os espécimes foram
aleatorizados em cinco grupos (n=12) conforme as condi¢bes experimentais: G1 — nano-HA (NanoP, FGM;
Joinville, SC, Brasil); G2 — nano-HA + Perdxido de carbamida a 10% (Whiteness Perfect; FGM. Joinville, SC, Brasil);
G3 — Perdxido de carbamida a 10%; G4 — controle negativo (LMB); G5 — controle positivo (higido).

Para o protocolo clareador realizado em G2 e G3, 0,2g do gel de perdxido de carbamida (PC) a 10% foi
aplicado sobre a superficie do esmalte da LMB com o auxilio de um microbrush. O agente clareador permaneceu
na superficie por 04 horas didrias, apds esse tempo o gel era removido e os espécimes voltavam para
armazenamento em saliva artificial a 37°C. O protocolo clareador foi realizado durante um periodo total de 14
dias consecutivos.

O procedimento remineralizante foi realizado nos grupos G1 e G2 (n®o G2 apds o tratamento clareador)
em dias intercalados (01, 03, 05, 07, 09, 11, 13), aplicando 0,2g da pasta NanoP na superficie do esmalte com o
auxilio de um microbrush. A pasta era friccionada durante 10 segundos com taga de borracha acoplada a uma
peca de mado de baixa velocidade e apds isto permaneceu sobre a superficie do espécime por um periodo de 5
minutos. Em seguida, a pasta era removida e os espécimes voltavam para armazenamento em saliva artificial a
37°C.

Para as amostras dos grupos G4 e G5 houve apenas trocas didrias de saliva artificial.

Analise de Cor

As avaliagdes de cor foram executadas em trés momentos: Inicial/antes da formagdo da LMB (inicial /
t1); apds a formagdo da LMB (LMB / t2); 24h apds a conclusdo do tratamento (final / t3). Para isto se utilizou um
espectrofotometro (Easy Shade; VITA, Bad Sackingen, Alemanha) para realizar trés leituras de cor em posicGes
distintas por espécime, determinando a média de cada um deles no tempo correspondente. A distribuigdo
espectral da cor foi quantificada no sistema de espaco de cores CIE L¥*a*b*, para calcular a variacdo de L*, a* e
b*. A mudanca total da cor (AE / AE,,) foi calculada segundo as seguintes férmulas:

AE = [(AL*) 2 + (Aa*) 2 + (Ab*) 2] * [2]
AEg, = [(AL'/KS,) >+ (AC'/KSc) * + (AH'/KSy) 2 + Ry (AC'/KSc)(AH'/K,S)] * (2]

Andlise de Microdureza Transversal (CSMH)

Depois da ultima avaliacdo da cor, os espécimes foram seccionados longitudinalmente e uma das
metades de cada amostra foi introduzida em anéis de tubo de PVC de % polegada confeccionados (04 metades
por tubo), que, posteriormente foram embutidas em resina epdxi (EpoxiCure; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA). Para
expor a superficie do esmalte das amostras, foi realizado o lixamento, polimento e banho ultrassénico como
descrito previamente.

A avaliagdo da microdureza transversal foi feita com um microdurémetro com indentador Knoop (KHN)
sob carga de 25g por 5 segundos em trés colunas (100 um de distancia entre elas) foram realizadas dez
indentagdes cada uma na area central do espécime, a 20, 40, 60, 80, 100, 120, 140, 160, 180, 200 um da
superficie do esmalte. As médias das trés colunas a cada distancia foram calculadas.

Analise de Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

Apds as andlises, duas amostras representativas de cada grupo foram selecionadas, preparadas e
posteriormente fixadas com fita de carbono dupla face e submetidas a vacuo para revestimento com ouro, e
analisadas no microscdpio eletrénico de varredura (JSM 5600LV; JEOL, Tokyo, Japdo), usando um aumento de
x4000. As dareas representativas de cada grupo foram fotografadas para comparac¢do. Na figura 01 encontra-se
uma descricao grafica das metodologias descritas nesta se¢ao.
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Figura 01. Descrigdo grafica resumida do preparo, tratamento e andlise das amostras do trabalho.

Andlises estatisticas

As analises estatisticas foram realizadas no programa R, considerando um nivel de significancia de 5%.
Inicialmente foram realizadas analises descritivas e exploratérias dos dados. Os dados de valor L, valor a e valor b
foram analisados por modelos lineares generalizados para medidas repetidas no tempo. AE e AE,, foram
analisados por modelos lineares generalizados considerando o efeito de grupo. A microdureza transversal foi
analisada por modelos lineares generalizados com os efeitos de grupo, distancia e a interacao entre eles.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analise de cor

Os resultados gerais demostram que a formagao da LMB artificial foi adequada em todos os grupos, com
uma alteracdo superior ao nivel de aceitabilidade clinica (AE> 2,7; AE,,> 1,8) (Paravina, 2019). A mudanca na cor
da LMB apds o tratamento (Tabela 01) refletiu valores de AE e AEy, mais elevados em G2 e G3 do que nos
demais grupos (p<0,05). Este fato poderia ser justificado pela efetividade do tratamento clareador nesses grupos,
com a consequente redugdo no seu valor de b* (p<0,05) (Choi, 2018). Ao contrastar os valores iniciais (esmalte
higido) e pos-tratamento, o AE e AE,, foram significativamente menores em G1 do que nos demais grupos de
tratamento, o que estaria associado ao efeito remineralizante da nano-HA (Huang, 2011; Hammad, 2020), mas
ainda considerados clinicamente perceptiveis (AE>1,2; AE,,>0,8) (Paravina, 2019). Apds o tratamento, somente o
G4 apresentou valores reduzidos de L* (p<0,05), demonstrando que a saliva artificial ndo conseguiu restaurar a
luminosidade das amostras, e que todos os tratamentos foram efetivos em recuperar, ao menos parcialmente,
esse fator tdo importante na melhora da aparéncia clinica das LMB (Kannan, 2019).

Tabela 01. VariacOes na cor em funcdo do grupo, nos diferentes intervalos de tempo

Intervalos de tempo

Varidvel  'Grupo LMB x Inicial Pés-tratamento x LMB Pés-tratamento x inicial
Média (desvio padrao)

G1 10,74 (3,26) a 7,82(4,00) b 4,23(2,98) b
G2 11,65 (2,51) a 14,74 (3,72) a 8,94 (3,52) a

AE G3 10,93 (2,97) a 12,06 (2,06) a 8,56 (2,08) a
G4 12,28 (3,58) a 3,84 (1,58) ¢ 10,09 (4,03) a
p-valor 0,6377 <0,0001 0,0003
G1 6,73(2,17) a 4,56 (2,80) b 2,67 (1,87)c
G2 7,31(1,88) a 7,44 (2,39) a 4,39 (1,45)b

AEO0O G3 7,03 (2,05) a 6,22 (1,73) a 4,41(1,11)b
G4 7,74 (2,35) a 1,98 (1,08) c 6,49 (2,70) a
p-valor 0,7069 <0,0001 0,0004
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!G1 — Nano-Ha (NanoP, FGM; Joinville, SC, Brasil); G2 — Nano-Ha + Perdxido de carbamida a 10% (Whiteness Perfect; FGM,
Joinville, SC, Brasil); G3 — Perdxido de carbamida a 10%; G4 — Grupo controle de LMB (mantido em saliva artificial durante 14
dias). Letras distintas na vertical indicam diferencas estatisticamente significativas (p<0,05).

Analise de Microdureza Transversal (CSMH)

Os resultados de microdureza transversal podem ser observados na figura 02. Apds o tratamento,
somente o G2 (associacdo Nano-HA com clareamento) apresentou valores médios de microdureza similares ao
G5 (grupo higido) (p>0,05). Observou-se também que, até os 100um de profundidade, houve um aumento da
microdureza (p<0,05). A nano-HA tem demonstrado ser efetiva na remineralizacdo superficial das LMB
(Hammad, 2020), todavia num meio relativamente acido este efeito é ainda mais acentuado, o que explicaria o
motivo pelo qual a associagdo com o PC (pH = 6,08) (Ribeiro, 2006) permitiu que o efeito fosse maior na
profundidade da lesdo (Huang, 2011). O grupo tratado somente com nano-HA (G1) e com PC 10% (G3) foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05). Isto poderia ser justificado porque apenas a nano-HA, sem associagao,
ndo teria sido capaz de atingir as regides mais profundas da lesdo (Zhang, 2019; Hammad, 2020). Enquanto que
o PC foi empregado em baixa concentracdo (10%) e contém fluoreto de sédio na sua formulagdo, o que poderia
ter auxiliado na remineralizagdo parcial da LMB (Cavalli, 2018), ainda, sem afetar o efeito clareador (Vieira, 2020),
como observado nos resultados da avaliagdo de cor.

B G1- NanoHA B G2- NanoHA + PC [l G3 - PC [ G4- LMB (controle) Bl G5 - Higido (controle)

o

Figura 02. Distribuicdo dos valores médios de microdureza (CSMH) das amostras nas diferentes profundidades
apos o tratamento/armazenamento.

Analise de Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

Condizendo com os resultados de espectrometria e microdureza, a andlise qualitativa das imagens do
MEV mostrou que o tratamento com nano-HA (Fig. 03.a) restaurou a superficie da LMB adequadamente e de
forma préxima ao esmalte higido (Fig.03.e). Quando associado com o clareamento (Fig. 03.b), se observaram
também dreas de depodsito mineral. Enquanto que, apenas o clareamento ndo gerou grandes altera¢des na
superficie da LMB (provavelmente devido a baixa concentracdo deste agente) e até uma superficie mais
restaurada pdéde ser observada (Fig. 03.c), quando comparada a da LMB que ndo recebeu nenhum tipo de
tratamento (Fig. 03.d).

Figura 03. Imagens para
caracterizagdo da superficie do
esmalte das amostras apos o
tratamento. MEV x4000. a)Nano-
HA; b) Nano-HA+Peroxido de
Carbamida; c) Peroxido de
Carbamida; d) Controle LMB (sem
tratamento); e) Controle higido.
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CONCLUSOES

Baseado nos resultados deste estudo in vitro, é possivel concluir que a nano-HA é efetiva como

remineralizante e consegue recuperar de forma satisfatoria a cor das LMB. Porém, quando associada ao
clareamento com perdxido de carbamida a 10%, seu efeito remineralizante na profundidade deste tipo de
lesdo aumenta expressivamente. Mais estudos sobre esta associacdo no tratamento de LMB devem ser
realizados para determinar a qualidade do tratamento sob condi¢Ges ainda mais proximas aos desafios
préprios do meio oral.
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