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Para 0s meus pais

“It takes courage to grow up and become who you really are”.
E. E. Cummings
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Resumo

Objetivos: (1) Determinar a quantidade de peroxido de hidrogénio (PH)
presente em dois géis de branqueamento dentario e (2) avaliar a cinética de libertagdo de
PH dos mesmos.

Materiais e métodos: Testaram-se dois produtos de branqueamento dentéario, de
utilizacdo diurna em ambulatorio. Dividiram-se as amostras em dois grupos: Grupo DW
PH9,5% e Grupo DW PC38%, correspondendo aos produtos DayWhite ACP 9,5% e
DayWhite ACP 38% (Discus Dental, USA). Determinou-se a concentracao inicial de
PH mediante titulacdo baseada no sulfato de cério IV. Para o estudo da cinética de
libertacdo do PH, aplicaram-se as amostras de gel de acordo com as instrucfes do
fabricante, até ao dobro do tempo indicado (n=13-20).

A quantidade de PH libertado foi determinada por um método colorimétrico
previamente estabelecido baseado na peroxidase.

Os resultados séo indicados como média + intervalo de confianca (IC) a 95% da
percentagem de PH presente no gel (w/w) e da quantidade de PH libertada, expressa em
mg de PH por 100 mg de produto ou como percentagem de PH libertado.

Os resultados foram analisados pelos testes correlacdo de Pearson entre as
varidveis tempo e concentracdo de PH libertada, t-Student emparelhados ou ANOVA,
conforme apropriado. Consideraram-se significativos valores para P< 0,05.

Resultados: As percentagens tituladas de PH foram superiores as indicadas pelo
fabricante, com diferencas estatisticamente significativas nos dois casos (P<0,05).

A cinética de libertacdo de PH foi semelhante nos dois produtos; no entanto, aos
tempos estipulados pelo fabricante, 0 DW PH9,5% libertou aproximadamente 11,42mg
enquanto o DW PC38% apresentava uma libertacdo de aproximadamente 6,17mg.

Conclusao: No tempo advogado pelo fabricante, o0 DW PH9,5% libertou todo o
seu conteldo em PH enquanto o DW PC38% nao libertou a totalidade de PH presente
Serdo necessarios mais estudos de cinética de libertacdo de PH in vivo dos produtos

testados.

Palavras-chave: branqueamento dentario, peroxido de hidrogénio, peroxido de

carbamida, cinética de libertacao.
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Abstract

Objectives: (1) To determine the initial hydrogen peroxide (HP) content of two
whitening products and (2) to assess the in vitro HP release kinetics of these products.

Materials and methods: Two external at-home bleaching products, for day use,
were tested. The samples were divided into two groups: Group DW PH9,5% and Group
DW PC38%, matching the products DayWhite ACP 9,5% and DayWhite ACP 38%
(Discus Dental, USA). Each product was titrated for its HP content using a Cerium
sulfate-based titration technique. To assess the in vitro HP release kinetics, the samples
were applied according to the manufacturer’s instructions and over twice the
manufacturer’s recommended application times (n=13- 20).

Using a previously described peroxidase-based colorimetric method, samples
were analyzed, immediately after being collected.

The results are indicated as mean = 95% Confidence Interval for mean of the
percentage of HP present in the whitening product (w/w) and as milligrams of HP and
expressed as milligrams of HP per 100 milligrams of whitening product or the
percentage of HP.

To test variables time, percentage and milligrams of HP release, Pearson
correlation analysis was used, Paired Student t-test or ANOVA, as appropriate. A
significance level of P<0,05 was used for statistical comparisons.

Results: The bleaching products’ titrated concentration values were higher than
the ones claimed by manufacturer, with significant differences in both products
(P<0,05). The results show that these products reveal a similar release of HP. However,
at respective recommend manufacturer’s time, DW PH9,5% released about 11,42mg of
HP, and DW PC38% released about 6,17mg of HP.

Conclusions: At the manufacturer’s established application time, DW PH9,5%
released all HP amount. Nevertheless, DW PC38% did not release the total amount of
HP during the entire procedure. More studies of HP release kinetics in vivo for these

two products are needed.

Key-words: tooth bleaching, hydrogen peroxide, carbamide peroxide, release

kinetics.

Vi
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1. Introducéo

A estética corresponde a uma das principais preocupacfes da sociedade atual,
estando intimamente relacionada com regras e padroes bem definidos (Mata et al.,
2009). Estas normas séo-nos trazidas diariamente pelos meios de comunicacao e afetam
diretamente a nossa imagem corporal, enquanto construgdo multidimensional.

Particularmente na area da Medicina Dentaria, o interesse publico e a exigéncia
da sociedade por procedimentos estéticos tem vindo a aumentar consideravelmente
(Paravina et al., 2007). Com efeito, a maioria dos pacientes encara um sorriso bonito,
com dentes saudaveis, como a caracteristica mais importante de um rosto atraente e a
existéncia de dentes brancos é frequentemente associada a uma imagem de saude (Matis
et al., 2009b). Assim, o desejo consensual de possuir dentes mais brancos conduziu a
um desenvolvimento muito acentuado no que diz respeito as técnicas e materiais que
apoiam este proposito (Wetter et al., 2009).

Apesar da primeira referéncia ao branqueamento dentario remontar a Grécia
Antiga, as descricdes iniciais deste tratamento ocorreram na decada de 1890. Contudo, o
interesse publico e profissional por este procedimento s6 se manifestou cerca de cem
anos mais tarde, apdés a sua introducdo formal por Haywood e Heymann em 1989
(Paravina et al., 2007; Swift et al., 1999; Haywood & Heyman, 1989).

O branqueamento dentdrio é o tratamento menos invasivo para dentes
escurecidos, quando comparado com outras opg¢des terapéuticas, nomeadamente a
aplicacdo de resinas compostas, facetas de ceramica e coroas, pois nao requer qualquer
reducdo da estrutura dentaria (Cardoso et al., 2010; Fugaro et al., 2004). Sendo um
tratamento considerado eficaz, duradouro e relativamente economico, este é
provavelmente o procedimento estético contemporaneo mais popular (Paravina et al.,
2007).

1.1 Etiologia das pigmentacdes dentarias

As descoloracBes dentarias variam no que diz respeito a etiologia, aparéncia,
localizagdo, severidade e aderéncia a estrutura dentaria. Estas podem ser categorizadas
em intrinsecas e extrinsecas.

As manchas intrinsecas sdo causadas pela incorporacdo de material
cromatogénico na dentina e esmalte, durante a odontogénese ou apds a erupcao,

podendo resultar de uma multiplicidade de fatores que inclui traumatismos, uso de
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antibidticos (nomeadamente tetraciclinas) e fluorose (Al Machot et al., 2010). Apos a
erupcdo do dente, as causas mais comuns de descoloracdo intrinseca sdo o
envelhecimento, a necrose pulpar e procedimentos iatrogénicos (Bizhang et al., 2009).
A pigmentacdo intrinseca relaciona-se ainda com as propriedades do esmalte e dentina
na reflex&o e dispersdo da luz (Meireles et al., 2008a).

A descoloragdo extrinseca esta relacionada com a deposicdo de pigmentos no
esmalte e na pelicula adquirida (Zantner et al., 2006). De um modo geral, as manchas
extrinsecas estdo associadas a compostos organicos de alto peso molecular,
denominados cromoforos, estruturados a partir de cadeias complexas de carbono com
ligacGes duplas (Gomes et al., 2009). Pigmentos de café, ch4, vinho tinto, cenoura,
laranja e tabaco constituem alguns exemplos de causas da descoloracdo extrinseca do
dente (Bizhang et al., 2009).

Algumas pigmentagbes resultam ainda da combinagdo dos dois tipos de
manchas (Zantner et al., 2006).

Na remocdo da maioria das manchas extrinsecas, a destartarizacdo e o polimento
profilatico sdo os tratamentos mais comuns. Contudo, para remover descoloracbes
intrinsecas ou extrinsecas mais dificeis, podem ser realizadas varias técnicas de

branqueamento (Bizhang et al., 2009; Benbachir et al., 2008).

1.2 Mecanismo de acdo dos agentes brangueadores

Apesar do aparecimento constante de novas formulacdes e outras inovacdes no
mercado, estd bem documentado que a eficacia do procedimento branqueador depende
da concentragdo do produto, tempo de contacto com a substancia ativa, natureza dos
radicais livres libertados, taxa de libertacdo, da sua difusdo através dos tecidos dentarios
e da capacidade de reacdo com as moléculas croméforas (Matis et al., 2009a; Gomes et
al., 2009).

Atualmente, os agentes branqueadores encontram-se frequentemente na forma
de géis, contendo diversas concentracfes de perdxido de carbamida (PC) ou perdxido de
hidrogénio (PH), dependendo do meio de aplicagdo. Apresentam-se ainda combinados
com outras substancias, nomeadamente modificadores de consisténcia, estabilizadores,
catalisadores, aromatizantes e agentes dessensibilizantes (Benbachir et al., 2008). A
adicdo de alguns agentes espessantes, tais como o carbopol e a glicerina, melhora a
adesdo do gel branqueador a superficie do esmalte, permitindo prolongar o tempo de

contacto e libertacdo do principio ativo (Cardoso et al., 2010).
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Efetivamente, o PH permite a remogdo eficaz da pigmentacdo intrinseca, pelo
que a maior parte dos agentes branqueadores contém PH, per si ou estabilizado sob a
forma de PC.

As solugdes de PC sdo instaveis e dissociam-se facilmente em contacto com os
tecidos orais ou com a saliva (Auschill et al., 2005). O PC (CHgN,O3) a 10%
decompde-se em 3,4% de PH (H.0,) e 6,6% de ureia (Ca[NH],), a partir da qual se
forma amédnia (NH3) e dioxido de carbono (CO,) (Auschill et al., 2005; Matis et al.,
2009b). O agente ativo (H,O;) deve estar em contacto com a superficie externa do
esmalte durante um periodo adequado de tempo para desenvolver o seu potencial
branqueador (Auschill et al., 2005).

A capacidade do PH parabranqueara cor dos dentesndo é totalmente
compreendida, embora se saiba que este se difunde através do esmalte e dentina de
forma relativamente facil, devido ao seu peso molecular.

A forma ativa deste composto decompBe-se em agua (H,O) e oxigénio (O,),
formando um radical livre intermediario, o hidroperdxido (HO,), por um curto periodo
de tempo. Designa-se por radical livre qualquer molécula que, devido a presenca de um
ou mais eletrbes desemparelhados na dltima camada de valéncia, é altamente reativa. Os
radicais livres séo capazes de reagir com pigmentos ricos eletronicamente, situados no
interior da estrutura dentaria (Mata et al., 2009; Kaya et al., 2008). O seu elevado poder
oxidativo permite a decomposicdo das macromoléculas que formam as pigmentacdes
(Matis et al., 2009b; Jones et al., 1999). A teoria quimica que explicaa acdo de
branqueamento do PH, a mais aceite atualmente, defende que os radicais livres
libertados conseguem clivar os anéis de carbono das moléculas de pigmentacdo com
alto peso molecular, através da destruicdo de uma ou mais ligacGes duplas,
transformando as moléculas, inicialmente ciclicas, em moléculas lineares, mais simples
de remover (Sasaki et al., 2009; Gomes et al., 2009; Matis et al., 2009b). Estas
moléculas, por sua vez, condicionam uma maior reflexao da luz, pelo que, desta forma,
o0 dente é percecionado como sendo mais claro. (Mata et al., 2009; Matis et al., 2009b;
Gomes et al., 2009).

1.3 Técnicas de brangueamento dentéario

O branqueamento dentario abrange duas areas principais, o branqueamento de
dentes vitais e o branqueamento de dentes ndo vitais, que diferem ao nivel do

prognostico, previsibilidade, estabilidade e recidiva. Estas sdo duas situagdes clinicas

3
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distintas, que implicam uma abordagem terapéutica diferente, adequada a condigdo
existente (Mata et al., 2009).

1.3.1 Branqueamento de dentes vitais

Atualmente, a ampla gama de produtos branqueadores disponiveis para dentes
vitais é classificada em trés categorias: branqueamento em consultério (administrado
profissionalmente), em ambulatério (dispensado profissionalmente) e de venda livre ao
publico (autoadministrado) (Kossatz et al., 2011; Paravina et al., 2007). Nestas
categorias h& diversas variaveis a considerar, nomeadamente o tipo de agente
branqueador, a sua concentracdo e o tempo de aplicagédo (Bernardon et al., 2010). As
solucdes branqueadoras sdo comercializadas a partir das varias apresentacOes e
preparacdes galénicas disponiveis, aplicadas com ou sem ativacdo por dispositivos

luminosos (Kossatz et al., 2011).

1.3.1.1 Branqueamento em ambulatério (ou at-home)

O branqueamento em ambulatorio € um método no qual o paciente preenche
uma moldeira feita em consultério com o agente branqueador, que é utilizada durante
varias horas por dia ou noite (Auschill et al., 2005). Esta técnica envolve tipicamente
uma concentragéo relativamente baixa de agente branqueador durante pelo menos duas
semanas (Bizhang et al., 2009).

O agente branqueador mais comummente utilizado é o gel de PC (10% a 20% de
PC, equivalente a 3,35% a 7% de PH) devido a sua facil aplicacdo, baixo custo, ampla
aceitacdo por parte dos pacientes, baixa incidéncia de efeitos adversos e maior
estabilidade do principio ativo, quando comparado com o PH.

A técnica original de Haywood e Heymann envolvia a aplicacdo de um gel de
PC a 10% numa moldeira individual (Cardoso et al., 2010). Mais tarde, foram
introduzidas alteracdes a esta técnica, nomeadamente diferentes concentracdes de PC
(10% a 22%), bem como de PH (5,5% a 7,5%), com o intuito de reduzir o tempo de
tratamento. Assim, o protocolo classico que envolve o contacto direto do agente
branqueador com a superficie da estrutura dentaria durante um extenso periodo de
tempo (aproximadamente oito horas/dia durante seis semanas), foi substituido por
protocolos mais rapidos, que exigem a utilizacdo uma a oito horas diarias, durante uma
a doze semanas continuas, dependendo do nivel de branqueamento desejado. Esta

exposicao reduzida é possivel na medida em que a libertacdo do contetdo do principio
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ativo dos géis da-se quase na sua totalidade nas primeiras horas de aplicacdo, tal como
sugerido por estudos in vitro prévios (Marques, 2008). Esta libertacdo foi demonstrada
igualmente por Wattanapayungkul e colaboradores, que observaram uma taxa de
degradacdo do agente branqueador substancialmente mais elevada nos cinco primeiros
minutos de aplicacdo (Wattanapayungkul et al., 1999).

Atualmente, ap0s as varias alteracdes de que foi alvo, o branqueamento em
ambulatorio é considerado um método eficiente e seguro para branquear os dentes
(Auschill et al., 2005). Segundo Leonard e colaboradores, para dentes com pigmentacao
que ndo esteja relacionada com tetraciclinas, o nightguard vital bleaching é eficaz e
estavel em 95% dos casos, sendo que em 63% dos casos 0s resultados mantém-se por
um periodo superior a 3 anos (Leonard et al., 1999; Leonard et al., 1998).

Esta técnica é vantajosa, uma vez que requer menor tempo passado em
consultério, sendo geralmente mais econdmica e produzindo niveis minimos de
sensibilidade. Contudo, as suas principais desvantagens incluem a necessidade de
esperar mais tempo para obter os resultados desejados e a necessidade do paciente em
manter uma compliance adequada durante todo o procedimento (Jones et al., 1999).
Assim, apesar do sistema branqueador em ambulatério ser o mais frequentemente
recomendado para dentes vitais, alguns pacientes ndo se adaptam a esta técnica, pois
preferem néo utilizar moldeira ou simplesmente ndo querem esperar duas a trés semanas
para observar os resultados do seu tratamento. Como tal, estes podem exigir um método
que produza resultados mais imediatos, o branqueamento em consultério (Marson et al.,
2008).

1.3.1.2 Branqueamento em consultério (ou in-office)

O branqueamento em consultério é ja amplamente utilizado, sendo reportado
como uma técnica fiavel para um branqueamento rapido de dentes descolorados. Este
produz uma alteracdo significativa na cor dentaria, sem ser necessario estar no
consultério muito tempo, pelo que se tem tornado muito popular (Zekonis et al., 2003).

As principais vantagens desta técnica incluem o controlo total do procedimento
pelo médico dentista, a prevencdo da ingestdo de material e de lesdes quimicas dos
tecidos moles, tempo global de tratamento reduzido e maior potencial para resultados
imediatos, o que pode aumentar a satisfacdo e motivagdo dos pacientes (Gurgan et al.,
2010).
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O brangueamento in-office tem-se mostrado Gtil na remog¢do de manchas através
da utilizacdo de concentracfes de PH por norma mais elevadas do que as utilizadas no
regime em ambulatério (22% a 50%) (Mata et al., 2009; Auschill et al., 2005).

Varios artigos advogam ainda uma combinacdo do branqueamento em
consultério e em ambulatério para potenciar o efeito branqueador e aumentar a
estabilidade da cor. Este implica uma primeira sesséo de branqueamento em consultorio,
seguida da utilizacdo de um agente branqueador numa moldeira individual, que é usada
até se obter a cor pretendida (Bernardon et al., 2010).

Desde a introducdo do branqueamento em consultério, a utilizacdo de
dispositivos luminosos (incluindo halogéneos, plasma, LED, LED com lasers e lasers)
tem sido recomendada para promover um aumento subito da temperatura do PH,
acelerando a acdo do gel branqueador (Gomes et al., 2009; Marson et al., 2008).

Atualmente sdo utilizadas diversas fontes luminosas para atingir esses propdsitos,
com varias poténcias e espectros de emissdo (Gomes et al., 2009). Existem ja varios
procedimentos branqueadores em consultdrio que utilizam lasers de argon ou dioxido de
carbono como fonte de luz e uma combinagdo de catalizador/PH, ativada pelo laser
(Jones et al., 1999). A ativacdo através da luz e calor é utilizada para acelerar e
aumentar a taxa de decomposicdo do PH e para a formacdo de radicais livres,
aumentando deste modo a eficacia do processo (Gurgan et al., 2010; Jones et al., 1999).

Contudo, existem algumas consideracdes importantes a ter em conta,
nomeadamente no que diz respeito a0 aumento da temperatura intrapulpar, devido a
associacdo entre a agdo do dispositivo luminoso e do agente branqueador, pois o
aquecimento excessivo pode lesar irreversivelmente a polpa (Gomes et al., 2009). E
conhecido que o aumento de temperatura da cdmara pulpar pode facilitar a difusdo do
peroxido para a polpa e causar inativacdo de diversas enzimas pulpares importantes para
a manutencdo de func@es celulares fisioldgicas (Kina et al., 2010).

Apesar destes dispositivos luminosos terem sido introduzidos no procedimento
branqueador com o propdsito de acelerar o branqueamento, sdo escassos 0s estudos que
comprovam a sua eficacia (Marson et al., 2008). O efeito benéfico da utilizagdo de
dispositivos luminosos ndo é percetivel quando se utilizam concentracdes elevadas de
PH (35%), pois a quantidade de radicais livres produzida pela degradagdo quimica do
PH é, per si, suficiente para reagir com os pigmentos incorporados na dentina, pelo que
qualquer aumento nesta quantidade ndo ira acelerar a reacdo. Nesta situacdo, o fator

limitante ndo € a quantidade de reagente, mas sim o tempo de reacao.
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Como tal, a utilizacdo de uma fonte luminosa durante o procedimento
branqueador em consultério com elevadas concentracdes de PH devera ser considerada
opcional (Kossatz et al., 2011).

Neste sentido, os investigadores tém vindo a desenvolver produtos que utilizam
dispositivos luminosos com concentracdes de PH substancialmente mais baixas em
associacdo com outros componentes, nomeadamente dioxido de titanio (Suyama et al.,
2009).

O didxido de titanio tem como beneficios a alta estabilidade quimica, nédo
toxicidade e custo relativamente baixo. A sua principal desvantagem consiste na sua
ativacdo através de dispositivos luminosos, que tera que ser exclusivamente na gama da
radiacdo ultravioleta para propiciar a reacdo fotocatalitica, 0 que impede a sua aplicacao
na cavidade oral (Nosaka et al., 2005).

Assim, a procura de meios para estender o espectro de absor¢do do didxido de
titnio a luz visivel, sem causar uma reducdo na sua atividade fotocatalitica, tem
constituido um desafio de grande interesse. Uma das alternativas a considerar envolve a
utilizacdo de didxido de titanio nitrogenado.

Com efeito, o dioxido de titdnio nitrogenado demonstra uma alteragdo
significativa no limiar de absorcdo, sendo sensivel a radiagbes menos energéticas na
regido da luz visivel (Nosaka et al., 2005).

O branqueamento com PH a 3,5% e didxido de titanio nitrogenado apresenta um
efeito branqueador significativo. Este é potenciado pela producdo do radical hidroxilo
através da acdo catalitica do didxido de titdnio, mediante a irradiacdo com luz visivel na
gama do violeta/azul (Suemori et al., 2008).

Vérios estudos consideram que esta técnica é segura e facil de utilizar.
Adicionalmente, estes concluiram que o dispositivo luminoso mais adequado para esta
técnica corresponde ao laser diodo com espectro de a¢do nos 405nm, embora outros
indiguem a lampada de halogéneo de alta intensidade como uma alternativa eficaz. Ha
estudos que advogam ainda a utilizacdo de dispositivos luminosos com comprimentos

de onda que atinjam os 520nm (Suyama et al., 2009; Suemori et al., 2008).

1.3.1.3 Branqueamento de venda livre (ou over-the-counter)

O branqueamento de venda livre, modalidade com larga penetracdo no mercado
dos EUA, compreende a utilizagdo de PH com uma concentracdo de 5,3% a 5,6%,

sendo vendida como cosmético (Auschill et al., 2005). E um tratamento branqueador
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ndo aprovado pela American Dental Association (ADA) (Jones et al., 1999). De acordo
com o Diario da Republica n.° 74, de 28 de marco de 2001, a concentragdo maxima de
PH (na 12 parte do Anexo Ill, n.° 12, do Decreto-lei n.° 100/2001 de 28 de marco
relativo a Cosméticos) para a utilizacdo destes produtos em Portugal é de 0,1%
(Ministério da Saude, 2001). Este valor estd em concordancia com o advogado pelo
Council of European Dentists (Dentists, 2011).

Atualmente, ha uma vasta gama de produtos branqueadores, incluindo géis,
pincéis, dentifricos e bandas, disponiveis em farméacias, supermercados e pela Internet,
que tém sido considerados métodos alternativos para branqueamento at-home (Meireles
et al., 2008b). Contudo, esta técnica é menos fidvel, na medida em que o dentista ndo
monitoriza a sua utilizacdo. Além disso, a concentracdo de agente branqueador utilizada
é substancialmente inferior, 0 que levanta algumas duvidas quanto a sua eficacia clinica.
E, portanto, necessaria mais investigacio acerca desta tematica, ja que a sua eficacia e
efeitos secundarios ndo foram ainda estudados adequadamente (Auschill et al., 2005).

Dietschi e colaboradores verificaram que as técnicas de brangueamento em
consultério e ambulatério apresentam um semelhante poder branqueador do esmalte,
embora o branqueamento em ambulatdrio seja mais eficiente na remocdo de manchas
impregnadas na dentina. O mesmo estudo reportou que o efeito branqueador dos
sistemas em consultério e em ambulatorio foi mais consistente do que o obtido com

produtos de venda livre (Dietschi et al., 2006).

1.3.2 Brangueamento de dentes nao vitais

Esta técnica envolve o tratamento de pigmentacdes intrinsecas em dentes ndo
vitais, decorrentes da incorporacdo das mesmas na estrutura dentaria antes, durante ou
apos a erupcao (Mata et al., 2009).

Atualmente, o branqueamento de dentes ndo vitais é uma técnica minimamente
invasiva gue, se executada corretamente, apresenta apenas riscos ligeiros (Zimmerli et
al., 2009).

A técnica mais utilizada consiste na walking bleach technique, na qual o0 médico
dentista coloca o agente branqueador na cémara pulpar e restaura o dente
provisoriamente. O procedimento € repetido a cada cinco ou oito dias, até se obter a
estabilidade da cor (Mata et al., 2009).
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Os agentes utilizados sdo diversos, sendo os mais comuns o PH e a combinagéo
de perborato de sddio com PH ou perborato de sodio com agua (Suemori et al., 2008).

De um modo geral, o branqueamento interno é uma alternativa estética a outros
tratamentos menos conservadores, com o qual se obtém normalmente resultados
satisfatorios. Contudo, a descoloracdo pode ocasionalmente recidivar, devido a difuséo
de substancias cromatogénicas e de bactérias através das fendas marginais entre a

obturacéo e o dente (Plotino et al., 2008).

1.4 Efeitos adversos do branqueamento dentario

Todas as técnicas descritas apresentam beneficios e inconvenientes, cabendo ao
médico dentista escolher a que melhor se adequa as necessidades do paciente (Auschill
et al., 2005).

A maioria das pessoas consegue tolerar facilmente o processo de branqueamento
dentério (Browning et al., 2007). Contudo, este pode afetar adversamente os tecidos
mineralizados e ndo mineralizados da cavidade oral, embora os efeitos sejam ligeiros e
transitdrios se a técnica for executada adequadamente (Jorgensen & Carroll, 2002).

Os efeitos adversos mais comummente associados a estes agentes incluem a
irritacdo pulpar, alteracfes na estrutura dentéria, infiltragdo marginal das restauracoes,
reabsorcéo radicular externa e reducédo da forca adesiva de resinas compostas (Nour El-
din et al., 2006).

Segundo Haywood e colaboradores, aproximadamente 52% dos pacientes
sujeitos a tratamentos branqueadores reportaram sensibilidade dentaria e 31% referiram
irritacdo gengival (Browning et al., 2008; Haywood et al., 1994). Tais efeitos podem
ocorrer precocemente no tratamento, embora desaparecam rapidamente e ndo retornem

guando este ¢ suspenso (Pohjola et al., 2002).

1.4.1 Sensibilidade dentaria

A sensibilidade dentéria parece advir da facil passagem do peroxido através do
esmalte e dentina para a polpa e demora cerca de cinco a quinze minutos a ocorrer.
Alguns estudos defendem que a sensibilidade resulta do dano provocado pelo peréxido
ao nervo dentario, conduzindo a uma pulpite reversivel (Kossatz et al., 2011).

Leonard e colaboradores investigaram os fatores que poderiam ser utilizados

para prever a probabilidade de um individuo em particular experienciar sensibilidade
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durante o branqueamento e concluiram que a sensibilidade prévia ao tratamento é um
elemento importante de previsdo (Leonard et al., 1997).

Para controlo dos efeitos adversos decorrentes do branqueamento, este
procedimento é realizado sem recorrer a utilizacdo de qualquer anestésico. O paciente
deve suspender o0 processo se experienciar mais do que sensibilidade moderada (Matis
et al., 2007).

1.4.2 Irritagdo gengival

A irritacdo gengival causada por agentes branqueadores € também amplamente
reportada. Esta est4 frequentemente relacionada com a forma da moldeira ou aplicacéo
indevida dos agentes branqueadores (Jorgensen & Carroll, 2002). Contudo, a irritacdo
gengival pode ser prevenida, desde que o agente branqueador tenha um contacto
minimo com os tecidos moles, 0 que pode ser assegurado em consultdrio, mediante a
utilizacdo do dique ou protetor gengival e em ambulatério, através o uso da moldeira
bem adaptada (Auschill et al., 2005; Jorgensen & Carroll, 2002).

Na presenca de irritacdo gengival ja instalada, o ajuste da moldeira ou
modificacdo da técnica de aplicacdo do agente geralmente eliminam este efeito
(Jorgensen & Carroll, 2002).

1.5 Efeitos do brangueamento nos tecidos dentarios

A eficacia do branqueamento dentario tem sido validada por numerosos estudos
in vitro e in vivo. Contudo, uma das principais preocupac¢des aguando a aplicacdo destes
procedimentos reside no potencial enfraquecimento da estrutura do esmalte causada
pelos agentes branqueadores (Sun et al., 2011).

E bastante controverso se 0 branqueamento resulta em lesdes permanentes ou
temporéarias do esmalte ou dentina. Outra questdo que ainda ndo foi completamente
esclarecida é se o PH, mesmo em baixas concentra¢des, causa dano a polpa (Pugh et al.,
2005).

1.5.1 Efeitos do branqueamento na superficie do esmalte e dentina

Segundo Attin e colaboradores, o branqueamento dentario é uma préatica segura
no que diz respeito a potenciais riscos de alteracdo da estrutura dentaria mineralizada, o
que se reflete na literatura mediante a auséncia de danos visiveis macroscopicamente ou
clinicamente (Attin et al., 2004).

10
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No entanto, existem numerosos estudos que exibem alteragdes microestruturais
dos tecidos dentarios mineralizados induzidas pelos agentes branqueadores,
especialmente quando o perdxido € aplicado em elevadas concentracBes. As mais
comuns incluem a alteragdo dos aspetos histolégicos e da composicéo do esmalte (Dahl
& Pallesen, 2003).

1.5.1.1 Alterac6es micromorfoldgicas

As variagdes na micromorfologia superficial podem ser observadas através de
andlise ao microscopio eletronico de varrimento (MEV) (Sasaki et al., 2009).

Perdigdo e colaboradores observaram no seu estudo ultramorfolégico que o
procedimento branqueador resulta numa diminuicdo significativa nas concentracfes
relativas de calcio e fésforo no esmalte. Reportaram igualmente alteracdes morfologicas
no esmalte aprismatico superficial (Perdigdo et al., 1998).

No estudo de Sasaki e colaboradores, as analises ao MEV mostraram alteracdes
no esmalte, designadamente a presenca de erosdes que podem ser justificadas pela
extensdo de tempo de contacto entre o agente e a estrutura dentaria (Sasaki et al., 2009).

A presenca de erosbes e porosidades no esmalte tem sido relacionada com a
presenca de subprodutos, sobretudo ureia e oxigénio, da reacdo de oxidacdo dos agentes
branqueadores. A ureia tem a propriedade de desnaturar proteinas presentes na porcao
organica da estrutura dentaria, com o potencial de penetrar através do esmalte e afetar
ndo s6 a superficie, mas também a porcdo interprisméatica do esmalte. Como tal, a
penetracdo da ureia pode contribuir para o aumento da permeabilidade do esmalte e
alteracdes microestruturais.

Adicionalmente, Hegedus e colaboradores verificaram que a libertacdo de
oxigeénio a partir da decomposicdo do PC é também suscetivel de aumentar a porosidade
da dentina (Hegedus et al., 1999).

Outra caracteristica dos agentes branqueadores que pode influenciar a
morfologia superficial dos tecidos dentarios é o seu carater acido. Os produtos de
branqueamento dentario apresentam geralmente um pH inferior a sete, para assegurar a
estabilidade do PH (Weiger et al., 1993). Varios autores observaram um pH mais acido
em agentes que apresentam concentracGes mais elevadas de PH.

Segundo Price e colaboradores, um dos efeitos adversos decorrentes da

exposicdo dos dentes e tecidos orais a um pH baixo por um periodo extenso de tempo
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(como o advogado em alguns produtos) consiste na desmineralizagdo superficial do
esmalte (Price et al., 2000)

No entanto, Chng e colaboradores, de forma pouco objetiva, descrevem estes
efeitos como sendo minimos e ndo relevantes, desde que o agente branqueador seja
aplicado sensatamente e de acordo com as instrucdes do fabricante (Chng et al., 2002).

Existe alguma controvérsia quanto a concentragdo de PH e ao tempo de
exposicdo que podem provocar alteracdes substanciais no esmalte (Gomes et al., 2009).
De acordo com Sasaki e colaboradores, a micromorfologia da superficie do esmalte
pode ficar comprometida com a utilizacdo de PC a 10% ou PH a 7,5%. Contudo, estas
alteracbes ndo sdo clinicamente percetiveis e é dificil determinar se sdo reversiveis
microscopicamente (Sasaki et al., 2009). Outros estudos revelam que produtos com
concentracdes de 3,35% a 15% de PH provocam dano no esmalte, sendo este maior
quanto maior o tempo de tratamento (Grobler et al., 2010)

No que diz respeito a modalidade de branqueamento utilizada, Faraoni-Romano
e colaboradores advogam que as técnicas in-office e at-home podem ambas provocar
alteracdes quimicas e morfoldgicas no esmalte e dentina, contudo estas sdo mais
evidentes quando séo utilizados agentes branqueadores in-office (Faraoni-Romano et al.,
2008).

1.5.1.2 Efeitos na microdureza

Os resultados descritos na literatura tém sido contraditérios quanto a esta
tematica. Enquanto alguns estudos demonstram uma redu¢do na microdureza do esmalte
e dentina apOs branqueamento at-home, outros ndo observaram quaisquer efeitos
adversos significativos (Faraoni-Romano et al., 2008). Com efeito, diversos autores
obtiveram diferencas significativas nos valores de microdureza do esmalte e dentina
apos brangueamento com 10% de PC, mesmo na presenca de saliva, fluoretos ou outras
solucdes remineralizadoras, capazes de manter o equilibrio entre os processos de
desmineralizacdo e remineralizagdo. No entanto, Sasaki e colaboradores néo
observaram alteracfes na microdureza da superficie do esmalte em individuos sujeitos a
um curto periodo de exposicao a agentes at-home (Sasaki et al., 2009).

No que diz respeito ao branqueamento in-office, existe igualmente controvérsia,
na medida em que ha estudos que reportam um decréscimo na microdureza do esmalte e
dentina, enquanto outras investigacfes observaram essa reducdo exclusivamente ao

nivel do esmalte (Faraoni-Romano et al., 2008). No estudo realizado por Gomes e

12



Branqueamento Dentario: ensaio /n vitro da cinética de Mariana Albergaria
libertacao de perodxido de hidrogénio de dois novos produtos

colaboradores ndo se observaram quaisquer alteragcfes na microdureza do esmalte
durante o branqueamento in-office, independentemente da utilizacdo de dispositivos

luminosos (Gomes et al., 2009).

1.5.1.3 Efeitos na microrugosidade

A semelhanca da secgdo anterior, os resultados dos estudos sdo contraditorios e
pouco conclusivos. Zalkind e colaboradores observaram alteracdes na superficie do
esmalte, bem como uma aparéncia rugosa na dentina apés a aplicacdo das técnicas de
branqueamento at-home e in-office (Zalkind et al., 1996).

Contudo, outros estudos reportaram que nenhuma das duas técnicas referidas
alterava a textura superficial do esmalte e que o branqueamento at-home ndo aumentava

a rugosidade da dentina (Faraoni-Romano et al., 2008).

1.5.2 Efeitos do branqueamento sobre a polpa dentaria

A informacéo acerca dos efeitos do PH e/ou PC nos tecidos dentarios pulpares é
escassa. Como tal, existe uma grande controvérsia relativamente a seguranca do
procedimento branqueador, apesar de alguns produtos terem sido aceites pela ADA
como sendo seguros e eficazes (Fugaro et al., 2004).

A maioria dos estudos laboratoriais demonstrou que a capacidade de difusdo dos
agentes branqueadores através dos tecidos dentarios até atingir a camara pulpar €
diretamente proporcional a concentracdo de PH e ao tempo de contacto do produto com
0 esmalte. Quanto maior a concentracdo de PH, mais profundas sdo as
microporosidades criadas pelo agente no esmalte, o que favorece a difusdo do perdxido
e 0s seus subprodutos através da camara pulpar (Kina et al., 2010).

E geralmente aceite que a observacao histoldgica dos tecidos pulpares constitui
o método mais fiavel para avaliar as reacGes pulpares aos procedimentos clinicos
(Fugaro et al., 2004). A avaliacdo da resposta pulpar apds se proceder a um tratamento
branqueador é importante na medida em que os componentes libertados pelos agentes
branqueadores sdo capazes de se difundir através dos tecidos dentarios mineralizados
até a cAmara pulpar, causando possivelmente efeitos citotoxicos permanentes. O PH e 0s
radicais livres que se originam da sua degradacdo, nomeadamente ides hidroxilo e
espéecies de oxigénio reativas, podem iniciar a cadeia de oxidacdo dos fosfolipidos

presentes nas membranas citoplasmatica e lisossomicas das células (peroxidagédo
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lipidica), com consequente perda das enzimas destrutivas e lesdo das células pulpares,
que pode variar desde stress oxidativo até a morte.

Devido ao stress oxidativo gerado pela presenca de radicais livres, o sistema de
defesa das células pulpares pode ser ativado, libertando diversos agentes antioxidantes
enddgenos, tais como as enzimas superoxido dismutase e catalase, que podem promover
a degradacéo enzimatica do PH e proteger as céelulas pulpares dos efeitos citotoxicos do
agente branqueador e evitar a lesdo tecidular excessiva (Kina et al., 2010).

Seale e colaboradores investigaram os efeitos sobre a polpa dentéria de céaes da
aplicacdo de PH a 35%, com e sem a utilizagcdo conjunta de calor durante trinta minutos.
Os principais efeitos histologicos observados consistiram na obliteracdo da camada
odontoblastica e presenca de reabsorcéo interna e infiltrado inflamatério denso (Seale et
al., 1981).

No entanto, segundo Kina e colaboradores, ndo € legitima a extrapolacdo de
resultados obtidos em estudos animais para humanos, uma vez que as caracteristicas
dentarias variam muito consoante as diferentes espécies. Entre as principais diferencas
incluem-se a espessura e as caracteristicas estruturais dos tecidos mineralizados,
nomeadamente o grau de mineralizacdo, bem como o nimero e didmetro dos tubulos
dentinarios, que podem influenciar a difusdo dos agentes através do esmalte e dentina e,
consequentemente, afetar a resposta inflamatoria pulpar (Kina et al., 2010).

Alguns estudos observaram a inibicdo das enzimas pulpares, independentemente
da presenca de calor (Pugh et al., 2005). No entanto, Kina e colaboradores, num estudo
in vivo de 2010, branquearam dentes com PH a 38% associado ou nédo a ativacao
luminosa e observaram a preservacao das caracteristicas histoldgicas normais da polpa

nos dois grupos, na maioria dos casos (Kina et al., 2010).

1.6 Efeitos do brangueamento nos materiais restauradores

Adicionalmente aos aspetos relacionados com a influéncia dos agentes
branqueadores nos tecidos dentarios mineralizados, alguns clinicos demonstram
preocupacao acerca do efeito destes agentes nos materiais dentarios restauradores (Swift
& Perdigéo, 1998).

Existe alguma controvérsia no que diz respeito aos efeitos dos produtos de
branqueamento dentario na superficie dos materiais restauradores, nomeadamente no
guanto a rugosidade. O estudo de Moraes e colaboradores observou um aumento

significativo na rugosidade superficial de ceramicas expostas a PC 10% e 35%, apds
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vinte e um dias de exposigédo. Estes investigadores reportaram igualmente um aumento
significativo da rugosidade superficial de resinas compostas expostas a PC 35%, ainda
que tais dados estejam em contradi¢cdo com os obtidos por outros estudos existentes na
literatura (Moraes et al., 2006). A analise microscopica a superficie de amostras em
resina composta realizada por Marto e colaboradores, revelou um aumento na
porosidade superficial e a existéncia de mdltiplas microfissuras. No que respeita ao
efeito do branqueamento sobre a amalgama dentaria, estes investigadores observaram
diferencas relevantes entre o grupo exposto a PC 10% e o grupo de controlo,
nomeadamente alteracdes micromorfoldgicas da superficie do esmalte, com poros e
fissuras dispersos pela mesma (Marto et al., 2012).

Por outro lado, a comunidade cientifica tem tentado compreender se 0s
procedimentos branqueadores afetardo a adaptacdo marginal dos materiais restauradores
a estrutura dentaria (Attin et al., 2004).

Nesse sentido, estudos tém demonstrado que os branqueamentos pré e pos-
operatorio ndo exercem efeitos negativos na adaptacdo marginal de restauracbes em
amalgama (Ulukapi et al., 2003). Contudo, diversas investigacbes observaram uma
reducdo na forca adesiva de resinas compostas ao esmalte, quando o procedimento
adesivo e realizado imediatamente ou até uma semana ap0s uma terapia branqueadora
com PH ou PC.

Um dos mecanismos propostos na literatura que pode ser responsavel por esta
diminuicédo € a presenca de oxigénio residual. Varios autores defendem que o oxigénio
do PH difunde-se pelo esmalte e dentina e acumula-se na estrutura do esmalte, causando
a inibicdo da polimerizacdo da resina composta, 0 que afeta a forca adesiva da resina ao
esmalte, embora esta teoria ndo tenha sido ainda comprovada (Nour El-din et al., 2006).

De acordo com Titley e colaboradores, a dentina e o fluido dentinario podem
agir como um reservatério de peroxido e oxigénio. Estes reservatorios podem persistir
até serem removidos pela microcirculacdo pulpar e difusdo da superficie externa (Titley
etal., 1993).

Torneck e colaboradores comprovaram que ha uma diminuigéo significativa na
forca adesiva de resinas compostas quando o esmalte é exposto a PH, contudo esta
reducdo é transitoria (Torneck et al., 1990).

A larga maioria dos estudos que utilizou PH com concentracGes entre 25% e
35% comprovou uma reducdo significativa simultaneamente na resisténcia ao

cisalhamento e a tracdo para todos os materiais restauradores compostos testados,
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quando a aplicagdo do compdsito (e sistema adesivo) foi feita imediatamente apos o
tratamento branqueador (menos de vinte e quatro horas depois da conclusdo do
branqueamento) (Attin et al., 2004).

Tal verificou-se independentemente do tempo de aplicagdo (cinco, trinta ou
sessenta minutos, respetivamente) da solucdo de PH a 30% durante o procedimento
branqueador. Esta reducdo na resisténcia ao cisalhamento foi relevante até decorrer um
periodo de sete dias ap6s o procedimento branqueador.

Varios estudos investigaram qual o periodo de tempo apropriado entre o
branqueamento com PH a 25%-35% e a aplicagdo adesiva de comp0ésitos e reportaram
que um desfasamento de uma semana nao é suficiente para permitir uma adesao 6tima,
apesar da libertacdo de PH a 35% estar praticamente completa em sete dias apds
aplicacdo. Vyver e colaboradores reportaram que a forca adesiva ao esmalte retomava
os valores iniciais quando o composito era aplicado nas amostras duas semanas apos 0
branqueamento (Vyver et al., 1997). Outros estudos desenvolvidos por Nour El-din e
colaboradores verificaram ser necessario um periodo superior a trés semanas antes da
forca adesiva entre resina e esmalte retomar os valores obtidos com esmalte ndo
branqueado (Nour El-din et al., 2006).

O efeito dos géis de PC na forca adesiva do compésito ao esmalte branqueado
parece depender do sistema adesivo utilizado (Attin et al., 2004). Adicionalmente, a
maioria dos estudos que investigou a influéncia dos géis de PC na adesdo ao esmalte
revelou uma reducdo na forca adesiva do compdsito ao esmalte branqueado, quando
comparado com esmalte ndo submetido a tratamentos branqueadores. As
recomendacdes existentes para a aplicacdo de compdsito em esmalte branqueado com

PC variam entre um dia a trés semanas (Cavalli et al., 2001).

1.7 Racionalizacdo

Tal como foi referido, o branqueamento at-home é geralmente mais aceite pelos
pacientes e profissionais, em comparagdo com o método in-office (Martin et al., 2007).

Para a concretizacdo desta modalidade, existe uma ampla gama de produtos
branqueadores disponivel, com apresentacbes e preparacdes galénicas diferentes.
Contudo, a escolha do gel branqueador deve ser cuidadosa e ponderada. E importante
verificar se o conteddo dos produtos coincide com as indicacbes facultadas pelo

fabricante, nomeadamente quanto ao tempo de armazenamento e controlo de qualidade.
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Adicionalmente, os fabricantes referem que as concentra¢es de PH indicadas
frequentemente ndo correspondem as concentracfes reais precisas (Matis et al., 2003).
Nesse sentido, este estudo tem como primeiro objetivo a determinacéo das percentagens
iniciais de PH contidas nos dois produtos testados e a sua comparagdo com as
percentagens indicadas pelos fabricantes.

Outro parametro essencial a ter em conta no momento de selecdo do agente
branqueador a utilizar é o tempo de aplicacdo do mesmo. Com efeito, 0 marketing
exagerado que se observa na area da estética dentaria, onde existe uma tentativa por
parte dos fabricantes em oferecer agentes com posologias que se destaguem dos demais
produtos existentes para 0 mesmo propdsito, leva a que se observe com alguma
frequéncia a indicacdo de tempos de aplicagdo completamente diferentes para produtos
com formulacdes muito semelhantes. Desta forma, deve ser encorajada a producdo de
estudos independentes que avaliem os comportamentos observados nas diferentes
preparacOes galénicas e a sua real eficécia clinica.

Os produtos escolhidos para este estudo foram introduzidos recentemente no
mercado, pelo que ainda sdo escassos 0s estudos que os avaliam. Como tal, tendo em
conta o sucesso publico que tém apresentado, torna-se necessaria a realizacdo de, numa
primeira fase, estudos laboratoriais que averiguem a harmonizagdo do comportamento
in vitro dos produtos as indicacdes do fabricante e, numa segunda fase, de ensaios
clinicos que facam afericdio da adequacdo in vivo dos tempos de aplicacdo
recomendados. Neste estudo concentrdmo-nos na primeira fase, e procuramos realizar
uma investigacdo que contemplasse o estudo da cinética de libertacdo de PH para o
meio aquoso dos dois produtos selecionados, com o intuito de verificar se 0 seu
comportamento in vitro é consonante com as indica¢cdes do fabricante, nomeadamente

quanto ao tempo de aplicacgéo.
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2. Objetivos

Os objetivos deste protocolo experimental incluem:
e Determinacéo da quantidade de PH de dois produtos de branqueamento;

e Auvaliagdo da cinética de libertacdo de PH dos dois produtos em meio aquoso.

Hipotese nula 1: A concentracdo de principio ativo contida nos dois produtos em
teste ndo é diferente da concentragéo indicada pelo fabricante.
Hipdtese nula 2: No tempo de aplicacdo anunciado pelo fabricante, os dois

produtos em teste nao libertam a totalidade do seu conteddo em PH.

3. Materiais e Métodos

3.1 Materiais

3.1.1 Reagentes

e 2.2’-Azino-bis (3-ethylbenzothiazoline-6-sulfonic acid) diammonium salt
(ABTS); CAS #30931-67-0, produto numero 11557, foi adquirido da Sigma-
Aldrich, Steinheim, Alemanha.

e Peroxidase de rdbano CAS #9003-99-0, produto n® 77333, foi adquirida da
Fluka, Suica.

e Dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,) foi adquirido da Pancreac Quimica
AS, Barcelona, Espanha.

e Di-Sodio hidrogénio-fosfato anidro (Na,HPO,) foi adquirido da Merck,
Darmstadt, Alemanha.

e Solucdo de perdxido de hidrogénio 3% (PH) foi adquirida da Sigma-Aldrich,
Steinheim, Alemanha.

e Solucdo indicadora de ferroina; CAS # 14634-91-4, produto n° 34531, foi
adquirida da Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha.

e Sulfato de cério IV (tetrahidratado), p.A., M=404.30g/mol CAS #14634-91-4,
produto n°® 31606, foi adquirido da Sigma-Aldrich, Steinheim, Alemanha.

e Acido sulfarico p.A. (95,6%) CAS #231-639-5, produto n° 1.00731, foi

adquirido da Merck, Darmstadt, Alemanha.
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3.1.2 Agentes branqueadores

Quadro 1 — Caracteristicas dos agentes branqueadores testados

Mariana Albergaria

Agente . Principio % Principio ~ %PH
Fabricante Lote Grupos . . .
Branqueador Ativo Ativo titulado
DayWhite Discus Dental LLC, 1119 DW
) PH 9,5% 9,947%
ACP 9,5% Culver City, USA 2060 PH9,5%
DayWhite Discus Dental LLC, 1103 DwW
) PC 38% 14,221%
ACP 38% Culver City, USA 1103 PC38%

Quadro 2 — Caracteristicas dos agentes branqueadores testados (continuacao)

Concentragéo .
Agente o Outros compostos Formulacéo

Branqueador . ativos galénica
fabricante

Regime de Tempo de

aplicagéo aplicagdo

Nitrato de potassio
) Gel em o
DayWhite Fluoretos . w 2x30min/dia
9,5% ) moldeira Ambulatério
ACP 9,5% Fosfato de calcio ’ 2 semanas
adaptavel
amorfo (ACP)
Nitrato de potassio
) Gel em o
DayWhite Fluoretos . . 2x15min/dia
13,756% o moldeira Ambulatério
ACP 38% Fosfato de calcio ] 2 semanas
adaptével
amorfo (ACP)

3.2 Tarefas a desenvolver

Tarefa 1l

Determinar a percentagem inicial de PH contida nos dois produtos em teste:

Amostras: DW PH9,5% e DW PC38%

Varidveis de desfecho:

a) Concentracdo de PH presente nos lotes testados dos dois produtos, expressa em

percentagem (w/w)
b) Quantidade de PH (em mg) presente por 100mg de gel

Modelo Experimental: Titulagdo de PH com Cério 1V (Jeffery et al., 1989; Skoog, West

et al. 1992).
Tarefa 2

Determinar a cinética de libertacdo de PH em meio aquoso dos dois produtos em teste:

Amostras: DW PH9,5% e DW PC38%
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Variaveis de desfecho: Quantidade de PH libertada para 0 meio aquoso, expressa em

percentagem da concentracdo titulada e por 100mg de gel

Modelo Experimental: Cinética de libertacdo de PH em meio aquoso pelo método
colorimétrico baseado em peroxidase (Marques, 2008, adaptado de Childs & Bardsley,
1975).

3.3 Metodos
3.3.1 Titulacdo de PH com Cério IV (CeS0,4.4H,0)

Este protocolo tem como objetivo determinar a percentagem inicial de PH
existente nos produtos testados.

Pesaram-se cerca de 500mg de gel numa balanca analitica com +/- 0,001g de
sensibilidade (ABJ, Kern, Balingen-Frommern, Alemanha) num gobelé de 500ml e
registou-se o peso exato. Seguidamente, adicionaram-se 225ml de agua desionizada,
colocou-se o conjunto no agitador magnético e esperou-se a dissolucdo completa do gel.

Apos a adicdo e dissolucdo de 25ml de solucdo de acido sulfdrico (H2SO,)
diluida 1:5, juntaram-se, sob agitacdo, 10 gotas (cerca de 5ml) de solugdo indicadora de
ferroina, o que levou a alteracdo de cor da solugéo, de transparente para laranja escuro.

Cada amostra foi titulada com uma solucéo-padrdo de sulfato de cério 1V 0,1M
até ao ponto de equivaléncia, a partir do qual a solu¢do tomou a cor azul clara. Nessa
altura, procedeu-se ao registo do volume despendido e calculou-se a percentagem de PH
da amostra, a partir da seguinte formula:

VCeS04.4H20 (ml) 0,17

%H202 (w/w) = m amostra (g)

%H,0, (w/w): Concentracdo de PH expressa em % (w/w).
VVCeS0,4.4H,0 (ml): Volume da solugdo de sulfato de cério IV 0,1M utilizada para a
titulacdo da amostra até ao ponto de equivaléncia, expresso em mililitros (ml).

m amostra (g): massa da amostra, expressa em gramas (g).

Para o DW PC38%, foi ainda necessario proceder a conversao, utilizando a
seguinte férmula (Matis et al., 1999):

% PC (W/w) = % H202/0.362
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Segundo Marques, a concentragdo inicial de cada lote deve ser analisada até se
obter um minimo de trés réplicas num intervalo de variabilidade 0,5% (Marques, 2008).

Neste estudo, repetiu-se o procedimento seis vezes para cada produto.

3.3.2 Determinacdo in vitro da cinética do PH pelo método fotométrico
3.3.2.1 Preparacéo da solucéo de tampéo fosfato a 0,05mol/L, pH=6,0

A preparagdo da solucdo de tampdo fosfato (Solucdo C) envolve a realizagdo
preliminar de duas solug6es tampdes:
e Solucgéo de KH,PO,4 a 0,05mol/L (Solugédo A);
e Solucéo de Na;HPO,4.2H,0 a 0,5mol/L (Solucéo B).

A preparacéo da solucdo A envolveu a pesagem e adicdo de 13,55g de KH,PO,a
um volume de 2L de &gua desionizada num baldo volumétrico, que foi posteriormente
agitado até a homogeneizacao da solucdo.

A solucdo B foi preparada mediante a adicdo de 2,225g de Na,HPO,4.2H,0 a
250ml de &gua desionizada num baldo volumétrico e a sua agitacdo até a solucdo ficar
homogénea.

A preparacdo da solucdo C implicou a incorporacdo de 1758ml da solucdo A e
242ml da solucéo B, para perfazer um volume final de 2,0L. Procedeu-se ainda a analise
do pH da solugdo com recurso a um potenciometro (pH Meter Basic 20, Crison, Alella,
Espanha) e ajuste do mesmo quando tal se justificou (o pH aceitavel para esta solugédo
situava-se no valor 6 +/- 0,02).

A solucédo C foi utilizada para a preparacdo das soluces de ABTS a 2,08mM e

de peroxidase de rabano a 400 U/ml.

3.3.2.2. Preparacao das amostras

Pesaram-se cerca de 500mg de gel branqueador numa caixa de Petri (Normax,
Portugal) com 60mm de didmetro numa balanca analitica com +/- 0,0001g de
sensibilidade (AB54, Mettler Toledo, Suica). Homogeneizou-se 0 mesmo por toda a
superficie da caixa, recorrendo a uma espatula, e registou-se o peso final. Adicionaram-
se 10ml de &4gua desionizada e colocou-se a amostra na placa de agitacdo (50rpm).

Seguidamente, nos tempos estipulados (minutos 0, 1, 2, 3, 4, 5, 10, 15, 20, 30,
40 e 60), foram retirados 100ul da amostra com uma micropipeta p100 (Socorex, Suica),

para serem analisados e substituidos pela mesma quantidade de agua desionizada.
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3.3.2.3 Medicéo espectrofotométrica

Envolveu a medigdo do contetdo em PH de cada amostra recolhida, através de
uma adaptacdo do método colorimétrico baseado em peroxidase de Childs e Bardsley
(Marques, 2008).

Recorrendo a uma micropipeta p100 (Gilson, Franca), colocaram-se 30ul de
cada amostra recolhida em microcuvettes (Bergamasco, Italia), as quais se adicionaram
igualmente 1,44ml de solucdo de ABTS e 30ul de solucdo de peroxidase de rabano.
Apo6s agitacdo das microcuvettes, o seu contedtdo em PH foi analisado num
espectrofotometro  (M501 Single Beam UV/Vis Spectrophotometer, Camspec,

Cambridge, Reino Unido), com comprimento de onda de 420nm.

3.3.2.4 Reta de calibragao

Foi efetuada a calibracdo do aparelho recorrendo a uma reta de calibracéo,
representando nove concentracbes conhecidas. De cada solucdo de concentracdo
conhecida, foi retirada uma amostra de 30pul e adicionada a uma microcuvette contendo
30ul de peroxidase e 1,44ml de solugdo de ABTS. Os pontos de calibragdo apresentados
representam as seguintes concentracgdes: 0, 100, 200, 400, 600, 800, 1000, 1500, 2000
uM de PH. Apenas foram aceites como validas retas de calibragéo para r>0,95.

3.3.3 Andlise estatistica dos resultados da cinética de libertacdo do PH

Para determinacdo dos resultados e da analise recorreu-se a um software de
analise estatistica adequado (SPSS v.20, SPSS Inc, Chicago, IL USA).

Os resultados sdo indicados como media e intervalo de confianga (IC) de £ 95%
da percentagem de PH libertada e as diferencas relativas as médias dos valores titulados
analisadas pelo teste de t-Student, para o qual apenas foram considerados significativos

valores para P<0,05.
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4. Resultados

Titulacdo de DW PH9,5%

Jany
o1
1

10+

Percentagem de HP no gel (w/w)

Figura 1 - Resultados obtidos na titulagho do conteddo em PH do gel de
branqueamento grupo DW PH9,5%. Os valores indicados correspondem a média (9,947)
* 1C a 95% ]9,94;10,83[, n=6. O lote testado (11192060) apresenta uma quantidade de
PH diferente da anunciada pelo fabricante, sendo esta diferenca estatisticamente
significativa (P<0,05).

Titulagcdo de DW PC38%

Percentagem de HP no gel (w/w)
=
o

Figura 2 - Resultados obtidos na titulagio do conteddo em PH do gel de
branqueamento DW PC38%. Os valores indicados correspondem a média (14,221) £ IC
a 95% ]13,78;14,71[, n=6. O lote testado (11031103) apresenta uma quantidade de PH
diferente da anunciada pelo fabricante, sendo esta diferenca estatisticamente muito
significativa (P<0,001).
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Figura 3a — Resultados da cinética de libertacdo de PH do grupo DW PH9,5% para o
meio aquoso, expresso em mg/100mg de produto aplicado. Figura 3b — Resultados da
cinética de libertacdo de PH do grupo DW PH9,5% para 0 meio aquoso, exXpressos em
da percentagem da concentracdo titulada (w/w). Observa-se a libertacdo de metade do
seu contetido ao fim de apenas 2 minutos e a partir dos 15 minutos (metade do tempo de
aplicacdo indicado pelo fabricante), o produto de branqueamento ja libertou a totalidade
do seu contetido de PH. Os resultados sdo apresentados como média + IC a 95%, n=13-
20.
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Figura 4a — Resultados da cinética de libertacdo de PH do produto DW PC38% para o
meio aquoso, expressos em mg/100mg de produto aplicado. Figura 4b - Resultados da
cinética de libertacdo de PH do produto DW PC38% para 0 meio aquoso, expressos em
percentagem da concentracdo titulada (w/w). Ao tempo de aplicacdo indicado pelo
fabricante, 15 minutos, observa-se a libertacdo de cerca de metade do seu conteudo.
Verifica-se que ao fim de 40 e 60 minutos ainda ndo ocorreu a libertagdo total de PH.
Os resultados séo apresentados como média + IC a 95% para n=13-20.
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PH libertado em funcdo da % da concentracgao titulada
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Figura 5 — Percentagem de PH libertada nos dois produtos em teste, em funcdo da
concentracdo de PH titulada: a) ao fim do tempo indicado pelo fabricante; b) ao dobro
do tempo indicado pelo fabricante. No DW PH9,5%, ndo houve diferencas
estatisticamente significativas entre o tempo indicado pelo fabricante e o dobro do
tempo (30 e 60 minutos, respetivamente). O DW PC38%, apresentou diferencas
estatisticamente significativas (P<0,05) para a quantidade de PH libertada ao tempo
indicado (15minutos) e ao dobro do tempo estipulado (30 minutos). Os resultados séo
apresentados como média + IC a 95%: DW PH9,5% - 30°: 1Cgse(1)= ]107,91;121,64];
60°: 1Cos0s(1)= ]108,60;122,99[; DW PC38% - 15°: ICoses(1)= ]40,60;46,03[; 30°:
ICos0s(11)= ]47,10; 51,10[, n=13-20.
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5. Discussao

Com o objetivo de determinar as percentagens iniciais de PH contidas nos
produtos DW PH9,5% e DW PC38%, para posteriormente ser possivel a sua
comparagdo com as percentagens indicadas pelos fabricantes, procedeu-se a titulacao
dos produtos com Ceério IV. Os resultados obtidos mediante este procedimento
laboratorial permitiram verificar a existéncia de diferencas estatisticamente
significativas (P<0,05) entre a percentagem indicada pelo fabricante e a efetivamente
existente nos dois produtos, o que permite contrariar a primeira hipotese nula formulada,
sendo muito significativa para o grupo DW PC38% (P<0,001) e significativa para o
grupo DW PH9,5% (P<0,05). Tais dados encontram-se em conformidade com o0s
obtidos por Matis e Al Shethri e colaboradores. Estes autores avaliaram a concentragdo
de agentes branqueadores industrializados e demonstraram que, geralmente, estes
apresentam concentrac@es que diferem das indicadas pelos fabricantes (Al Shethri et al.,
2003; Matis et al., 2003; Matis et al., 2000).

Os agentes de branqueamento em ambulatério utilizados a noite apresentam
geralmente como principio ativo PC, com concentragdes variaveis entre 10% e 40%,
enguanto os agentes branqueadores diurnos utilizam maioritariamente PH, em
concentracdes que variam entre 6% e 10% (Al-Qunaian et al., 2003). As concentracdes
dos dois produtos testados neste estudo encontram-se dentro dos intervalos habituais de
concentragOes relativas a cada principio ativo, no que diz respeito aos agentes com 0
mesmo tipo de posologia.

No presente estudo, os produtos titulados apresentaram uma percentagem inicial
de PH superior as indicadas pelo fabricante. A concentracdo obtida nos diferentes
ensaios foi sempre semelhante, com uma variagdo entre 9,79% e 10,14%, no caso de
DW PH9,5% e entre 14,22% e 14,23%, relativamente a DW PC38%. Segundo Martin e
colaboradores, tal pode dever-se a presenca de estabilizantes quimicos nos produtos
branqueadores (Martin et al., 2007).

Estes resultados contrariam os obtidos por Matis e Al Shethri e colaboradores,
que observaram, nos seus estudos, concentracgdes tituladas inferiores as estipuladas (Al
Shethri et al., 2003; Matis et al., 2003; Matis et al., 2000). Por outro lado, no estudo
realizado por Marques foram observados, em alguns dos produtos testados, valores

superiores aos indicados pelos fabricantes (Marques, 2008).
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As diferencas verificadas podem dever-se a uma tentativa por parte dos
fabricantes de compensar a instabilidade reconhecida dos agentes branqueadores,
particulamente do PH, que facilmente se degrada em subprodutos durante o seu
armazenamento, perdendo potencial branqueador. Com efeito, é frequente os fabricantes
aumentarem a concentracdo de principio ativo existente nos géis de branqueamento,
com o intuito de salvaguardar o tempo de conservacdo e transporte (muitas vezes
intercontinental) a que estes produtos estdo permanentemente sujeitos.

Concordantemente, os fabricantes relatam uma disparidade frequente entre as
concentracdes de PH indicadas e as concentragdes reais. Assim e, tendo em conta que a
concentracdo inicial de PH podera ser uma das variaveis mais importantes a ter em
consideracdo nos resultados espectaveis, € importante que 0s médicos dentistas
conhecam a concentracdo real dos produtos que recomendam aos seus pacientes
(Marques, 2008; Matis et al., 2003).

Com efeito, apesar do fator mais determinante para o consumidor na escolha do
agente branqueador a utilizar ser usualmente o preco, é responsabilidade do médico
dentista verificar se 0 gel branqueador que vai dispensar aos seus pacientes apresenta
consisténcia, concentracdo e composic¢do adequadas para a utilizacdo clinica (Martin et
al., 2007).

Contudo, este estudo apenas analisou 1 lote de cada produto, contrariamente ao
desenvolvido por Marques, onde foi analisada uma média de 3 lotes por produto, pelo
que a possivel variacdo entre lotes do mesmo produto ndo pode ser considerada, o que
configura uma fragilidade da presente investigacdo (Marques, 2008).

Na maioria dos produtos branqueadores utilizados em ambulatério recomenda-
se uma aplicacdo, durante o dia ou noite, num curto periodo de tempo
(Wattanapayungkul et al., 1999). Assim, torna-se essencial saber qual o tempo de
aplicacdo ideal para cada produto branqueador, no sentido de maximizar a sua eficécia,
sem descurar da seguranca que deve ser intrinseca ao procedimento.

A cinética de libertacdo de um agente branqueador, de acordo com a ADA é um
parametro importante que determina a seguranca e eficacia de um agente branqueador
at-home, utilizado durante o dia ou noite, e esta relacionada com a taxa de degradacao
de um agente ativo num periodo de tempo especifico (Al-Qunaian et al., 2003).

No que respeita a avaliacdo da cinética de libertagdo do PH em meio aquoso dos
dois produtos em teste, os resultados demonstraram que DW PH9,5% e DW PC38%

apresentam uma libertacdo muito acentuada de PH durante os 5 minutos iniciais, a partir
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dos quais a taxa de libertacdo € menos acelerada até aos 10 minutos de aplicagdo. Apos
este tempo, a libertacdo mantém valores relativamente constantes.

Estes valores encontram-se em concordancia com o estudo realizado por
Marques, que observou uma libertagdo muito acentuada de PH para 0 meio aquoso
durante os primeiros 30 minutos, apos os quais a libertagdo atenuou numa fase plateau
em trés dos produtos em teste (Marques, 2008).

Num estudo efetuado por Wattanapayungkul e colaboradores, observou-se uma
taxa de degradacdo de PC mais elevada durante os primeiros 5 minutos. Outro estudo
clinico de 1997 reportou que menos de 50% do agente branqueador original estava
presente em 9 de 13 produtos, apds a primeira meia hora de aplicagdo
(Wattanapayungkul et al., 1999). Também Matis e colaboradores observaram uma
degradacdo mais elevada do PC no inicio do ensaio (Matis et al., 1999). Contudo, estes
estudos, foram realizados in vivo, medindo a quantidade residual do principio ativo apos
utilizacdo pelos pacientes. Como tal, existem varidveis intrinsecas a um estudo in vivo,
nomeadamente a presenca de pelicula adquirida, fatores salivares (nomeadamente a
peroxidase salivar, que degrada o PH), flora oral, a alteracdo no pH do agente ativo e a
saturacdo de oxigénio no dente, que ndo podem ser consideradas no estudo in vitro,
como é o caso do presente estudo. Nao obstante estas diferencas, a cinética de libertacdo
assume o mesmo padrdo em ambas as tipologias de estudo.

No DW PH9,5% observou-se a libertacdo de aproximadamente 60% do seu
contetdo ao fim de apenas 2 minutos, correspondendo a 6,21mg de produto e, aos 15
minutos, metade do tempo indicado pelo fabricante (30 minutos), o produto de
branqueamento ja havia libertado a totalidade do seu contetdo em PH, rejeitando a
segunda hipdtese nula formulada. Ao tempo indicado pelo fabricante, o produto libertou
cerca de 115% do seu contedo, o que corresponde a 11,42mg. Valores superiores a
100% podem ser devidos a evaporacdo de agua durante o procedimento experimental e
consequente aumento da concentracdo de PH na placa (Marques, 2008).

O produto DW PC38% libertou metade do seu contetdo ao fim de 30 minutos,
no entanto, ao tempo indicado como ideal pelo fabricante (15 minutos), este produto
apenas apresentou uma libertacdo de cerca de 45% do seu conteudo, sendo
correspondente a 6,17mg, nunca chegando a libertar a totalidade do mesmo até aos 60
minutos de atividade experimental, onde se observou a libertacdo de cerca de 52% do

seu conteldo, correspondendo a 7,36mg, aceitando a segunda hipdtese nula formulada.
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Para 0 DW PC38%, existiram diferencas estatisticamente significativas (P<0,05)
para a quantidade de PH libertada ao tempo indicado (15minutos) e o dobro do tempo
estipulado pelo fabricante (30 minutos). No que diz respeito a DW PH9,5%, as
diferencas entre o tempo indicado pelo fabricante e o dobro do tempo (30 e 60 minutos,
respetivamente) ndo foram estatisticamente significativas.

Os resultados obtidos podem estar relacionados com a composicdo do principio
ativo per si, ja que o PC dissocia-se em PH e ureia, sendo que a ureia e 0S Seus
subprodutos parecem desacelerar a libertacdo do PC, segundo Al-Qunaian e
colaboradores, 0 que ndo acontece com quando o principio ativo é o PH (Al-Qunaian et
al., 2003).

Estes resultados podem ainda dever-se as diferentes preparacdes galénicas
intrinsecas aos dois produtos em teste, nomeadamente no que diz respeito a diferenca de
viscosidade observada. Com efeito, Ploeger e colaboradores concluiram que o potencial
branqueador dum gel depende grandemente da viscosidade do gel (Ploeger et al., 1991).
Durante o procedimento laboratorial, foi possivel observar que o DW PC38%
apresentava uma viscosidade bastante inferior comparativamente a DW PH9,5%.

Um estudo realizado por Betke e colaboradores defende que a glicerina,
espessante utilizado nos dois produtos de branqueamento testados como veiculo para o
principio ativo, pode absorver dgua, sendo um desidratante a altas concentracdes (Betke
et al., 2006). O DW PH9,5% podera apresentar um maior contetido em glicerina do que
DW PC38%, o que poderd contribuir para explicar a sua maior viscosidade e,
consequentemente, o seu maior potencial branqueador.

Os resultados deste trabalho parecem ainda sugerir que os tempos de aplicacédo
recomendados pelo fabricante nos dois produtos podem ndo ser os adequados. Com
efeito, a libertacdo da totalidade do conteitdo em PH ndo coincidiu com os tempos
advogados pelo fabricante em nenhum dos dois produtos. E, como tal, necessaria a
realizacdo de mais estudos que contemplem esta problematica, particularmente ensaios
clinicos com periodos de follow-up relativamente curtos (seis meses a um ano) em que
sejam testados varios protocolos, nomeadamente no que respeita ao tempo de aplicacéo,

no sentido de averiguar a adequacao desses protocolos a pratica clinica.
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6. Conclusao

O médico dentista deve ter em conta que a eficacia do procedimento
branqueador é multifatorial. Como tal, a compreensdo do mecanismo e padrdo de
degradacdo dos agentes branqueadores é essencial para potenciar os resultados, limitar
os efeitos adversos e contribuir para a determinacdo dos tempos de aplicacédo

apropriados.

Tendo em consideracdo as limitagdes deste estudo, podem retirar-se as seguintes
conclusdes:

(1) Os produtos titulados apresentaram percentagens iniciais de PH superiores as
indicadas pelo fabricante.

(2) A cinética de libertacdo de PH em meio aquoso foi semelhante nos dois
produtos testados, com um periodo inicial mais rapido, a partir do qual a taxa de
libertacdo foi menos acelerada até estagnar em valores relativamente constantes.

(3) O produto DW PH9,5% libertou todo o seu contetdo a partir de cerca de
metade do tempo indicado pelo fabricante, enquanto o DW PC38% ndo chegou a
libertar a totalidade do seu conteddo, mesmo apds ter decorrido o quadruplo do tempo
indicado pelo fabricante.

Assim, os resultados obtidos sdo sugestivos de uma desadequacdo dos tempos de
aplicacdo advogados pelo fabricante nos dois produtos, ainda que ndo seja possivel
produzir extrapolacdes clinicas a partir de um estudo in vitro.

Serdo necessarios mais estudos sobre a cinética de libertacdo de PH em meio
aquoso e in vivo em produtos de branqueamento dentario e, em particular, ensaios

clinicos dos produtos testados.
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