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Ribeiro GCA. Avaliagcdo do esmalte dental bovino apds clareamento em baixas
concentracbes e remineralizacdo por meio de microdureza [Dissertacao de
mestrado]. Taubaté: Universidade de Taubaté, Departamento de Odontologia, 2014.
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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos do clareamento com peréxido de hidrogénio (PH) 9,5%,
com e sem a adi¢édo de Célcio, e de agentes remineralizantes no esmalte bovino por
meio dos ensaios de microdureza Knoop. Metodologia: Blocos de esmalte bovinos
(5mm?) foram preparados e divididos aleatoriamente em seis grupos experimentais
(n=16) e submetidos a diferentes tratamentos. Os grupos G1, G3 e G5 foram
clareados por trinta minutos/dia durante 14 dias com PH 9,5% e os grupos G2, G4 e
G6 foram clareados com PH 9,5% com a adicao de Calcio, pelo mesmo tempo. Ap6s
o clareamento os espécimes dos grupos G3 e G4 foram remineralizados com Clinpro
XT e os grupos G5 e G6 foram remineralizados com Desensibilize Nano P por sete
dias, de acordo com as recomendagdes dos fabricantes. Todos os espécimes foram
submetidos ao ensaio de microdureza superficial Knoop antes do clareamento
(leitura inicial), apdés o tratamento clareador (leitura intermediaria) e apds a
remineralizagcao (leitura final). Em seguida, a microscopia eletrénica de varredura
(MEV) foi realizada em duas amostras de cada grupo para ilustracées da morfologia
superficial do esmalte antes e apds os tratamentos. Analise Estatistica: Os dados
foram analisados estatisticamente por meio do teste de Shapiro-Wilk para se
verificar a normalidade das amostras e em seguida analise de Variancia com
Medidas Repetidas (0=0,05) e Teste de Tukey (a=0,05). Resultados: Os resultados
mostraram haver diferengas significativas entre os geis testados, sendo que o gel
com a adicdo de Calcio apresentou valores de microdureza superiores em
comparagdo ao gel sem Calcio. Houve diferenga estatistica significativa entre as
leituras iniciais e intermediarias para todos os grupos estudados. Observou-se
aumento da microdureza do esmalte para todos os grupos independente do tipo de
remineralizacdo. Conclusao: Concluiu-se que os agentes clareadores estudados
diminuiram a microdureza Knoop do esmalte apds o clareamento, sendo que o
clareador com Calcio promoveu menor alteracdo de microdureza. Concluiu-se
também que a remineralizagdo foi efetiva e promoveu um aumento nos valores da
microdureza independente do agente remineralizante utilizado.

Palavras-chaves: Clareamento Dental; Perdxido de Hidrogénio; Remineralizacdo
Dentaria; Esmalte Dentario; Microscopia Eletronica de Varredura.



Ribeiro GCA. Evaluation of bovine enamel after bleaching at low concentrations and
remineralization with different agents using microhardness [Thesis]. Taubaté:
University of Taubaté, Graduate Program in Dentistry, 2014. 48p.

ABSTRACT

Objective: To evaluate the effects of bleaching with hydrogen peroxide (HP) 9.5%,
with and without the addition of calcium, and remineralizing agents in enamel through
the Knoop microhardness tests. Methodology: bovine enamel blocks (5mm?) were
prepared and randomly divided into 6 experimental groups (n=16) and subjected to
different treatments. The groups G1, G3 and G5 were bleached for thirty minutes/day
for 14 days with 9.5% PH and G2, G4 and G6 were bleached with 9.5% PH with the
addition of calcium at the same time. After bleaching specimens of G3 and G4 were
remineralized with Clinpro XT and G5 and G6 were remineralized with Desensibilize
Nano P for seven days, according to the manufacturers' recommendations. All
specimens were subjected to testing Knoop microhardness before the treatment
(initial reading), after the bleaching treatment (intermediate reading) and after
remineralization (final reading). Then, the scanning electron microscopy (SEM) was
performed on two samples from each group of graphics enamel surface morphology
before and after treatments. Statistical Analysis: Data were analyzed statistically
using the Shapiro-Wilk test to verify the normality of the samples and then Variance
analysis with repeated measures (a=0.05) and Tukey's test (0=0.05). Results: The
results showed no significant differences between the tested gels, wherein the gel
with addition of calcium had higher hardness values compared to the gel without
calcium. There was a significant statistical difference between the initial and
intermediate readings for all groups. There was an increase of enamel hardness for
all independent groups of the type of remineralization. Conclusion: We conclude
that the studied bleaching agents decreased enamel microhardness Knoop after
bleaching, and bleaching with Calcium promoted minor variation of microhardness. It
is also concluded that the remineralization was effective and promoted an increase in
the values of the independent microhardness remineralizing agent used.

Keywords: Tooth Bleaching; Hydrogen Peroxide; Tooth Remineralization; Dental
Enamel; Microscopy, Electron, Scanning.
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1 INTRODUCAO

A busca por um sorriso harmonioso e saudavel tem sido uma constante
preocupacao dos profissionais da odontologia e principalmente dos pacientes, que
estimulados pelos meios de comunicagdo associam estética e saude a dentes
brancos. Tonalidades mais claras dos dentes, sua forma de contorno e alinhamento
sd0 associados a um padrao de beleza e saude (Cavalli et al., 2004; Alves et al.,
2007; Basting et al., 2007).

As alteragbes cromaticas dos dentes representam um importante fator na
estética do sorriso. Em vista disso, tém sido desenvolvidos novos produtos, como
agentes clareadores e novas técnicas restauradoras adesivas. Dentre os agentes
clareadores e técnicas mais comumente utilizadas para dentes vitais, pode-se
utilizar peréxido de hidrogénio e carbamida em baixas concentra¢des para a técnica
caseira supervisionada; e géis de altas concentra¢des para técnica de consultério.

Na técnica caseira supervisionada descrita inicialmente por Haywood &
Heyman (1989), o uso do gel clareador era de oito horas, durante quatro semanas,
com o aprimoramento da técnica, hoje este tempo foi reduzido por um periodo de
quatro horas. Outros agentes podem ser utilizados no periodo de trinta minutos a
duas horas, dependendo de sua concentragdo (Mokhlis et al.,, 2000).
Independentemente da técnica ou do produto utilizado, o mecanismo de acao dos
agentes clareadores ocorre através de um complexo processo de oxidacdao que
libera radicais livres resultantes das moléculas do peroxido de carbamida e do
peréxido de hidrogénio. Por fim, estes radicais livres atingem a dentina, através dos
prismas de esmalte, e quebram as moléculas organicas responsaveis pela cor dos

dentes (Kwon et al., 2002; Tredwin et al., 2006).
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O clareamento é considerado um procedimento seguro, eficaz e conservador
desde que seja realizado um correto diagnéstico e um plano de tratamento
adequado (Faraoni-Romani et al., 2008). No entanto, apesar de bons resultados
clinicos, o uso do clareamento tem sido associado com a diminuicao da resisténcia
ao desgaste, aumento da rugosidade superficial, diminuicdo dos valores de
microdureza e alteragbes morfolégicas nas estruturas mineralizadas dos dentes
(Pinto et al., 2004; Lewinstein et al., 2004 Basting et al., 2007). Possiveis alteragcbes
superficiais podem ser atribuidas a alteragdes na composicdo mineral, esmalte e
dentina, apdés o tratamento clareador com agentes a base de peroéxido,
provavelmente pela diminuicdo de calcio e de fosféro (McCracken & Haywood,
1996).

Tem-se sugerido alteracbes na composicdo de agentes clareadores, como
inclusdo de caélcio, melhorando assim seu efeito remineralizador, ou tratamentos
mineralizantes pds-clareamento a fim de minimizar possiveis efeitos no esmalte e
dentina, diminuindo assim a desmineralizacdo e aumentando a remineralizacao
(Manton et al., 2008).

Alguns estudos tém relatado que a adicdo de calcio nos agentes clareadores
poderia minimizar os possiveis efeitos no esmalte dental, porém os resultados ainda
sao conflitantes (De Oliveira et al., 2005; Borges et al., 2010). Em vista disso, este
estudo pretende avaliar os efeitos do clareamento com perdxido de hidrogénio a
9,5% com e sem a adicao de Calcio e de agentes remineralizantes por meio dos

ensaios de microdureza e microscopia eletrénica de varredura.



2 REVISAO DA LITERATURA

Bistey et al. (2007) realizaram um estudo in vitro com o objetivo de determinar
a alteracdo no esmalte humano apds o tratamento com peréxido de hidrogénio a
10%, 20% e 30%, por meio da espectroscopia FT-IR. Os espécimes (n=10) foram
divididos em trés grupos de acordo com a concentragdo do peréxido. O tempo total
do clareamento foi de 120 min. e a espectroscopia foi realizada antes e apos trinta,
sessenta e 120 minutos. Outra analise foi realizada uma semana depois. Os
resultados indicaram a presenca de alteracbes no esmalte e estas foram
proporcionais ao tempo de tratamento e a concentragcdo do peroxido. Nao foi
detectada a reversdo espontanea da estrutura do esmalte na espectroscopia
realizada uma semana ap6és. Os autores concluiram que os agentes clareadores
contendo peroxido sdo capazes de provocar alteragdbes no esmalte em
concentragdes baixas e elevadas e recomendam que o clareamento seja realizado
com baixa concentracao de peroxido de hidrogénio e carbamida por um curto tempo
de tratamento.

Sasaki et al. (2009) analisaram a microdureza e a morfologia de superficie do
esmalte dental humano submetido ao clareamento caseiro com peroxido de
carbamida a 10% e per6xido de hidrogénio a 7,5%. Os blocos de esmalte (n=10)
receberam os agentes clareadores 1h por dia durante um periodo de 21 dias.
Concluiu-se que com este protocolo o per6xido de carbamida a 10% e o perdxido de
hidrogénio a 7,5% podem conduzir a altera¢cdes na micromorfologia superficial do
esmalte, porém sem alterar a microdureza.

Ushigome et al. (2009) analisaram a influéncia do tratamento com peroxido de

hidrogénio a 30% e perdxido de carbamida 10%, durante trinta ou 180 minutos, na
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superficie do esmalte bovino. Foram preparados 67 dentes bovinos e destes, 27
foram utilizados para a avaliagdo da morfologia e rugosidade de superficie e os
outros quarenta dentes foram utilizados para os ensaios de nanodureza e
observagao da morfologia de secgao transversal. Os autores puderam concluir que a
rugosidade superficial aumentou devido a dissolugdo dos componentes do esmalte e
também que, a erosdo aumentou com o aumento do tempo de imersdao em perdxido
de carbamida ou hidrogénio. Com relagdo a nanodureza os autores também
puderam concluir que uma diminuicdo parcial na nanodureza foi observada a 20pm
abaixo da superficie mais externa do esmalte, porém nenhuma diminuicdo da
nanodureza foi observada a 50um, independentemente do tipo, da concentragéo e
do tempo de imersao nos peréxidos estudados.

Borges et al. (2009) investigaram o efeito da adi¢do de calcio e fluoreto no gel
de peroxido de hidrogénio a 35% na microdureza superficial e subsuperficial do
esmalte. Vinte terceiros molares foram extraidos e seccionados para obtencao dos
fragmentos de esmalte. Os fragmentos foram divididos aleatoriamente em quatro
grupos (n=20) de acordo com o tratamento clareador. O grupo 1 nao recebeu
nenhum tratamento clareador (controle). O grupo 2 foi clareado com perdxido de
hidrogénio a 35% (Total Bleach). Os grupos 3 e 4 foram tratados com Total Bleach
com a adicdo de fluoreto e cloreto de calcio, respectivamente. O ensaio de
microdureza da superficie do esmalte foi realizado com o microdurometro Vickers,
imediatamente apdés o clareamento. Para a avaliagdo da microdureza da
subsuperficie as amostras foram seccionadas na porcao central, polidas e avaliadas
na profundidade de 125um com 25um de distancia entre as medidas. Os autores
concluiram que o clareamento com peréxido de hidrogénio a 35% resultou na

diminuicdo dos valores de microdureza superficial e subsuperficial do esmalte e que
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a adicdo de agentes remineralizantes, como o fluoreto e o célcio, no agente
clareador aumentou os valores de microdureza do esmalte clareado.

Mondelli et al. (2009) avaliaram o desgaste e a rugosidade superficial do
esmalte bovino apos trés diferentes técnicas de clareamento e escovacgao simulada.
Primeiramente, as amostras foram submetidas ao ensaio de rugosidade de
superficie inicial (Ra) e foram divididas em quatro grupos (n=10). Grupo 1, controle;
grupo 2, clareado com peréxido de hidrogénio 35% (HP) ativado por luz hibrida;
grupo 3, 35% HP ativado por luz halégena e grupo 4, clareado com perdxido de
carbamida a 16%. Apds o tratamento clareador, a rugosidade de superficie foi
medida e os dentes foram submetidos a 100,000 ciclos de escovacado simulada.
Posteriormente a escovagdo simulada, a rugosidade de superficie foi avaliada
novamente. A partir da analise dos resultados, os autores concluiram que o
clareamento em si ndo aumenta significativamente a rugosidade superficial do
esmalte e também que apds a escovacao simulada, os valores da rugosidade de
superficie foram maiores para o grupo do clareamento caseiro do que para o grupo
do clareamento de consultério ativado por luz hibrida.

Martin et al. (2010) verificaram o efeito de terapias de fluor sobre a rugosidade
do esmalte dental humano exposto a agentes clareadores. Para a realizagdo do
estudo in vitro foram utilizadas 66 amostras obtidas de 33 terceiros molares. Antes
de qualquer tratamento, as amostras foram submetidas a leitura inicial de
rugosidade de superficie (baseline — RaB). Posteriormente, as amostras foram
distribuidas em 11 grupos e expostas a um dos agentes clareadores — peréxido de
carbamida 16%, quatro horas durante 21 dias (CP) ou per6xido de hidrogénio 35%,
durante trés semanas e trés aplicacées por semana (HP); e uma das terapias de

flaor — 0,05% NaF diariamente (DF); 0,2% NaF semanalmente (WF); 2% flGor tépico
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final (FTF); ou 2% fluor topico inicial e final (IFTF). O grupo controle positivo ndo
recebeu nenhum tratamento clareador e nenhuma terapia de fluor. J&4 as amostras
do grupo controle negativo foram submetidas apenas ao tratamento clareador. A
leitura final de rugosidade de superficie (RaF) foi realizada ap6s armazenamento
das amostras em saliva artificial por sete dias. Ap6s anadlise estatistica, os autores
concluiram que ambos os agentes clareadores testados aumentaram a rugosidade
superficial do esmalte e também que todas as terapias de fluor avaliadas foram
efetivas na redugédo do aumento da rugosidade superficial apds o clareamento.

Borges et al. (2010) investigaram a influéncia do pH do gel clareador, o efeito
da aplicacdo de géis remineralizantes apds o clareamento e o efeito da saliva
artificial na microdureza do esmalte. Para a realizagcdo do estudo in vitro, setenta
incisivos bovinos foram divididos em trés grupos. O grupo 1 (n=10) ndo recebeu
nenhum tratamento (grupo controle), o grupo 2 (n=30) foi clareado com um gel
neutro de perdxido de hidrogénio a 35% e o grupo 3 (n=30) foi clareado com um gel
acido de perdxido de hidrogénio. Cada grupo experimental foi subdividido em trés
grupos (n=10) de acordo com o tratamento realizado apdés o clareamento:
armazenamento em saliva artificial, aplicacdo de um gel de fluoreto e aplicacao de
um gel combinado com calcio e flior. Os espécimes foram armazenados em saliva
artificial por sete, 15 e ftrinta dias e a microdureza foi avaliada. Os autores
concluiram que o clareamento com um gel clareador acido resultou na diminui¢cdo
nos valores de microdureza em comparagdo ao grupo controle, porém a
microdureza aumentou com 0 uso de géis remineralizantes e com relagao a saliva
artificial concluiram que esta nao afetou a microdureza do esmalte.

De Abreu et al. (2011) avaliaram a influéncia do fosfato de célcio amorfo

adicionado ao per6xido de hidrogénio a 7,5% e 9,5% e diferentes concentragdes dos
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agentes clareadores caseiros e de consultorio, na microdureza e na rugosidade de
superficie do esmalte. No estudo foram utilizados sessenta blocos de esmalte
humanos divididos aleatoriamente em seis grupos e os tempos de avaliagdo foram
antes, durante (sete, 14 e 21 dias) e depois (sete e 14 dias em saliva artificial) do
tratamento clareador. Com relacdo a microdureza, concluiram que os agentes
clareadores causaram uma diminui¢do da microdureza do esmalte, porém os valores
foram recuperados apds o clareamento mostrando um importante papel da saliva na
reposicdo dos minerais perdidos. O beneficio da adigdo do fosfato de célcio amorfo
para os agentes clareadores na rugosidade de superficie pode ser apenas para
diminuir as concentragbes do peroxido de hidrogénio em associagdo com o efeito
remineralizante da saliva.

Ferreira et al. (2011) realizaram um estudo in vitro com o objetivo de avaliar
qualitativamente a morfologia de superficie do esmalte clareado com peréxido de
hidrogénio seguido pela aplicacao de agentes fluoretados. Foram utilizados quarenta
pré-molares distribuidos aleatoriamente em quatro grupos (n=10) e tratados da
seguinte forma: grupo Il (controle) permaneceu armazenado em saliva artificial,
grupo |l peréxido de hidrogénio a 35%, grupo Ill peroxido de hidrogénio a 35% e
fluoreto acidulado (1.23%) e grupo IV perdxido de hidrogénio e fluoreto neutro (2%).
Os grupos experimentais receberam trés aplicacées do gel clareador e apds a ultima
aplicagao, todos os espécimes foram polidos. Este tratamento foi repetido apos sete
e 14 dias e durante os intervalos das aplicacdes os espécimes foram armazenados
em saliva artificial. A investigacao qualitativa da microscopia eletrénica de varredura
demonstrou que o peréxido de hidrogénio a 35% afetou a morfologia do esmalte

dental humano produzindo porosidades, depressdes e irregularidades superficiais
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em varios graus. Tais alteragbes foram superiores apds a aplicacdo do gel de fluor
acidulado (1.23%).

Tschoppe et al. (2011) avaliaram os efeitos do tratamento diario com
diferentes dentifricios a base de nano-hydroxyapatita (n-HAp) sobre a
remineralizagdo do esmalte e lesdes subsuperficias de dentina bovina armazenados
em solucdo remineralizante. As amostras foram desmineralizadas, divididas
aleatoriamente em cinco grupos e expostas a uma solu¢do aquosa remineralizante a
37°C por duas e cinco semanas. As escovagOes foram realizadas com os
respectivos dentifricios/armazenados na solugdo duas vezes ao dia (2x5s; tempo de
contato total 2x120s/d): armazenados apenas em solucdo remineralizante (0);
escovacao adicional com B (20wt% carbonato de zinco nano-hidroxiapatita,
ZnCOs/n-HAp); BS (24wt% ZnCOs/n-HAp); E (0.14wt% fluoreto de amina); ou A
(7wt% n-HAp puro). As diferencas na perda mineral (AAZ) antes e apds o
armazenamento/tratamento foram avaliadas microradiograficamente. Os resultados
mostraram que os grupos de dentina 0, B, BS e A apresentaram valores AAZ
significativamente mais elevados comparados com E (p<0,05; ANOVA). Valores de
AAZ do esmalte do grupo A foram significativamente maiores em relacdo ao grupo E
(p<0,05), sendo que nao foi observada diferengas significativas entre esse grupo
comparados aos grupos 0, B e BS (p>0,05). De acordo com as condi¢des do estudo
in vitro, os autores concluiram que os diferentes dentifricios contendo nano-
hidroxiapatita revelaram efeitos remineralizantes semelhantes nas les6es de esmalte
e dentina e que efeitos remineralizantes ainda maiores poderiam ser alcangados
com dentifricios a base de nano-hidroxiapatita ou ZnCOs/n-HAp em comparagdo ao

dentifricio de fluoreto de amina. A partir dos resultados deste estudo, os autores
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sugerem que a nano-hidroxiapatita em produtos odontoldégicos pode ajudar a
promover a remineralizagao.

Dominguez et al. (2012) investigaram os efeitos sobre o esmalte humano
apo6s dois procedimentos clareadores: com agente clareador fluoretado e com a
aplicagéo de fluor tépico apds o clareamento. Quarenta e trés blocos de esmalte
foram divididos aleatoriamente em trés grupos de acordo com o tratamento
clareador: (1) grupo controle, (2) peréxido de hidrogénio a 35% e aplicagao topica de
flaor 1.23% e (3) perdxido de hidrogénio a 38% com flior na composigdo. Foram
utilizadas trés metodologias: nanoindentagdo, microscopia de forca atébmica e
microscopia eletrdnica de varredura. Os autores concluiram que a aplicagédo tépica
de fldor, ap6s o uso de um agente clareador nao fluoretado, aumentou os valores de
erosao e rugosidade do esmalte e a incorporagao de fluoreto ao agente clareador ou
a sua aplicacédo tépica ndo produziu qualquer efeito deletério na nanodureza do
esmalte.

De Arruda et al. (2012) avaliaram por meio da microdureza Knoop,
microscopia eletrbnica de varredura e microscopia de luz polarizada os efeitos do
peroxido de hidrogénio a 35% na morfologia do esmalte e interferéncia no processo
De-remineralizacdo. O estudo in situ, utilizou 44 amostras adaptadas a um
dispositivo removivel utilizado por 11 voluntérios submetidos ao desafio cariogénico.
Ap6s o desafio cariogénico, todos os grupos apresentaram uma diminuicdo da
microdureza. Ja a analise microscopica revelou que as amostras submetidas ao
desafio cariogénico associado ao clareamento tiveram alteracdes histolégicas
superficiais mais intensas, porém a profundidade das lesdes permaneceu inalterada.

Os autores concluiram que a aplicacao do gel clareador com peréxido de hidrogénio
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a 35% intensificou as alterages na superficie das amostras de esmalte bovino que
tinham sido submetidas ao desafio cariogénico neste estudo in situ.

Borges et al. (2012) avaliaram o efeito de um gel clareador a base de
peroxido de hidrogénio a 35% modificado ou nao pela adi¢cdo de calcio e fluoreto na
susceptibilidade do esmalte a erosdo. Os espécimes foram divididos em quatro
grupos (n=15): controle — sem clareamento (C), peréxido de hidrogénio a 35% (HP),
peréxido de hidrogénio a 35% coma adi¢cao de 2% de gluconato de (Célcio HP + Ca)
e perdxido de hidrogénio a 35% com a adi¢do de 0.6% de fluoreto de sédio (HP +F).
Os géis clareadores foram aplicados na superficie do esmalte por quarenta minutos
e o0s espécimes foram submetidos a desafio erosivo com Sprite Zero e
remineralizacdo com saliva artificial por cinco dias. Concluiu-se que a aplicagdo de
agentes clareadores a base de peroxido e hidrogénio a 35% n&o alteraram a
susceptibilidade do esmalte a erosdo e que a adicdo de calcio ao gel clareador
melhora a resisténcia do esmalte clareado.

Cunha et al. (2012) realizaram um estudo in vitro a fim de investigar a eficacia
de técnicas de clareamento de consultério associadas com a aplicacdo de
fosfopeptideo de caseina-fosfato de calcio amorfo (CPP-ACP) pasta (Ml Paste-MI)
em diferentes momentos e sua influéncia nas propriedades da superficie do esmalte.
Oitenta coroas bovinas foram divididas aleatoriamente em oito grupos (n=10) e
foram clareadas ou com peroxido de hidrogénio 35% (HP) ou com per6xido de
carbamida 37% (CP). O tratamento clareador foi realizado por um periodo de 14 dias
durante trés sessdes separadamente: 12, 7° e 14° dias. Quatro protocolos diferentes
de aplicacao de MI foram realizados: sem MI, Ml antes do clareamento, Ml apos o
clareamento e MI aplicado tanto antes como apds o clareamento. As leituras de

cores foram medidas no inicio do estudo, sete, 14 e 21 por meio do
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espectrofotometro VITA EasyShade utilizando o CIEL * a * b * do sistema (DE, DL *,
Da * e Db*). Os ensaios de dureza e rugosidade foram medidos no inicio do estudo
(TO) e imediatamente apds o clareamento (T14). Apds analise estatistica dos dados,
0s autores concluiram que apesar da eficacia do clareamento ndo depender do
agente clareador, as alteragbes superficiais negativas foram mais evidentes com o
peroxido de carbamida. Com relagdo a pasta CPP-ACP, os autores concluiram que
sua aplicacao antes ou antes e depois no clareamento de consultério foi capaz de
prevenir alteragdes negativas de rugosidade e na dureza do esmalte bovino sem
afetar adversamente a eficacia do tratamento clareador.

Soares et al. (2013) compararam o efeito de um gel de peroxido de carbamida
16% (CP) e CP 10% na composicao do esmalte bovino e na morfologia. Os blocos
de esmalte foram submetidos a 14 dias de tratamento por oito horas diarias com os
géis de CP 10% ou CP 16%. O ensaio de microdureza Knoop foi realizado antes do
clareamento e um, sete e 14 dias ap6s o tratamento, com carga de cinquenta
gramas durante 15 segundos. O conteudo mineral (EDX), rugosidade de superficie e
topografia (microscopia de forga atbmica) foram avaliadas no periodo de 14 dias.
Apoés a andlise estatistica dos dados encontrados, os autores concluiram que ambos
0s géis clareadores utilizados neste estudo reduziram o conteddo mineral e
aumentaram a rugosidade de superficie do esmalte, gerando uma superficie mais
irregular e porosa. No entanto, o gel de perdxido de Carbamida 16% induziu
alteracoes mais intensas no esmalte, mesmo ap6s uma Unica aplicacao de 8h.

Carvalho et al. (2013) avaliaram o efeito de diferentes agentes
remineralizantes na microdureza do esmalte (KHN) e a topografia da superficie por
meio da microscopia de forca atdmica (MFA) apds desafio erosivo. Quarenta e oito

espécimes de esmalte humano (4x4mm) foram divididos aleatoriamente em quatro
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grupos: controle (nenhum tratamento), verniz fluoretado (Duraphat), pasta de nano
fosfato de Calcio (Desensibilize Nano P) e pasta de fosfopeptideo caseina-fosfato de
calcio amorfo (CPP-ACP). Todas as pastas testadas foram aplicadas por cinco
minutos e o verniz fluoretado por 24 horas. Quatro ciclos erosivos diarios de cinco
minutos de imersdo em uma bebida de cola e duas horas de imersdo em saliva
artificial foram realizados durante cinco dias. O ensaio de microdureza foi realizado
no inicio e cinco dias apds. A percentagem de alteragdo da dureza do esmalte foi
realizada ap6s a erosdo. Concluiram que apesar de nenhum dos produtos
investigados ter proporcionado efeito protetor contra o desenvolvimento de eroséo, a
paste de nanofosfato de Calcio reduziu a erosao, quando comparada aos outros
agentes.

Heshmat et al. (2014) compararam os efeitos da pasta de fosfopeptideo
caseina — fosfato de célcio amorfo com fluor ( Ml Paste Plus) e Remin Pro sobre a
rugosidade de superficie apos o clareamento. Trinta amostras de molares humanos
foram preparadas para este estudo. Apds a avaliacdo inicial da rugosidade de
superficie, as amostras foram clareadas com peréxido de carbamida 37% durante
vinte minutos por duas vezes e foram divididas em trés grupos com dez amostras
cada. No grupo 1, a CPP-ACPF contendo pasta ( Ml Paste Plus) e no grupo 2,
Remin Pro foram aplicadas nas amostras durante 15 dias por cinco minutos, duas
vezes ao dia. As amostras do grupo 3 (controle) foram armazenadas em saliva
artificial por 15 dias. A rugosidade de todas as amostras foi avaliada no inicio, apés
o clareamento e apdés o estudo de intervencao e analisados estatisticamente. Os
autores chegaram a conclusao de que os agentes remineralizantes como a M| Paste
Plus e a Remin Pro podem diminuir a rugosidade da superficie do esmalte que tenha

sido previamento clareado e que neste estudo, ndo houve diferenca entre a
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rugosidade de superficie nas amostras remineralizadas com Mi Paste Plus e Remin
Pro.

Carvalho et al (2014) analisaram o efeito protetor dos agentes
remineralizantes em lesdes de cérie de esmalte por meio do ensaio de microdureza
Knoop (KHN) e microscopia de forga atébmica (AFM). Quarenta e oito blocos de
esmalte humano foram distribuidos em quatro grupos (n=12): (1) controle, sem
agente; (2) verniz fluoretado (Duraphat); (3) pasta de nano hidroxiapatita
(Desensibilize Nano P); e (4) fosfopeptideo caseina — fosfato de Caélcio amorfo
(CPP-ACP) pasta (Ml Paste Plus). LesbGes de carie incipiente foram induzidas
artificialmente e o desafio cariogénico (ciclagem Ph) foi realizado durante sete dias.
As pastas foram aplicadas antes de cada imersdo em solu¢cdo desmineralizante e o
verniz foi aplicado somente uma vez. Os valores de microdureza foram obtidos no
inicio do estudo, apdés a lesdo incipiente e apdés o desafio cariogénico,
posteriormente a superficie foi avaliada por microscopia de forca atbmica. De acordo
com os resultados deste estudo os autores puderam concluir que a pasta de nano-
hidroxiapatita mostrou um efeito protetor contra o desenvolvimento in vitro da carie
em esmalte.

Shetty et al. (2014) avaliaram a remineralizacao do esmalte apés trés agentes
remineralizantes diferentes por meio da microdureza de superficie. Para a
realizacado deste estudo in vitro, cinquenta amostras de esmalte foram divididas em
cinco grupos com dez amostras cada. O grupo controle positivo apresentava
esmalte intacto e o grupo controle negativo possuia esmalte desmineralizado. Todos
0S grupos, exceto o grupo controle positivo, foram submetidos a desmineralizacao
continua, no qual trés desses grupos foram remineralizados com fosfopeptideo

caseina — fosfato de célcio amorfo (CPP-ACP), CPP-ACP com fluor (CPP-ACPF) e
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fluoreto de sédio. Os grupos tratados com agentes remineralizantes foram
submetidos a ciclagem de Ph por 28 dias e em seguida a microdureza de superficie
foi avaliada. Os autores concluiram que CPP-ACP remineraliza efetivamente o
esmalte em lesdes de caries iniciais, mas em menor escala em comparagdo com
CPP-ACPF e NaF e que a adicao de fluor a CPP-ACP demonstra uma melhoria na

remineralizacdo do esmalte em caries iniciais quando comparado a CPP-ACP e

NaF.
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3 PROPOSICAO

3.1 OBJETIVOS GERAIS
Avaliar os efeitos do clareamento com perédxido de hidrogénio a 9,5% com e

sem a adi¢ao de Calcio e de agentes remineralizantes no esmalte dental bovino.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os objetivos especificos deste trabalho foram :

1) Determinar a microdureza Knoop inicial, intermediaria e final do
esmalte dental bovino apo6s tratamento clareador em baixas concentragdes e

remineralizacdo com diferentes agentes;

2) llustrar a morfologia superficial por meio de microscopia eletrénica de
varredura inicial e final apds tratamento clareador em baixas concentragbes e

remineralizacdo com diferentes agentes.
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4 METODOLOGIA

4.1 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

O delineamento experimental deste trabalho encontra-se descrito na figura 1.

Unidade Blocos de esmalie de incisivo bovinos

experimental

Fatoresem | 1) Superficie (1 nivel) Esmalte dental bovino
estudo 2) Tratamento Clareador a. Clareamento com
(2 niveis) peréxido de hidrogénio a 9,5%
b. Clareamento com

peréxido de hidrogénio a 9,5% e

adicéao de Calcio

3) Agentes remineralizantes | a. Desensibilize Nano P
(3 niveis) b. Clinpro XT Varnish
C. Saliva artificial

Variaveis da | 1) Microdureza Knoop inicial, intermediaria e final

resposta 2) Microscopia eletrbnica de varredura

Figura 1 — Delineamento Experimental

4.2 PREPARACAO DAS AMOSTRAS

Cento e vinte incisivos bovinos, provenientes do mesmo lote de animais

(ANEXO 1) para uma padronizacdo quanto ao tratamento dos mesmos e grau de

calcificacdo de seus dentes, foram utilizados nessa pesquisa, apds aprovacao do
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Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade de Taubaté (protocolo
002/2014). Os dentes foram armazenados e desinfectados em solugao de timol a
0,1% (Vitapharma Manipulagao, Porto Velho, RO, Brasil) por 24 horas a temperatura
ambiente.

Apo6s a desinfecgdo, os debris organicos foram removidos com cureta
periodontal Macall 13/14 (Hu-Friedy Mfg.Co. Chicago, USA) e laminas de bisturi
(Two Arrows, RPC-Shangai Med SN, Shangai, China) e, posteriormente, submetidos
a profilaxia com jatos de bicarbonato de sodio. Foram lavados com agua destilada
tamponada, pH 7.0 (Vitapharma Manipulacdo, Porto Velho, RO, Brasil) e
armazenados em saliva artificial (F & A Laboratério Farmacéutico LTDA, Sao Paulo,
SP, Brasil) por um periodo maximo de trés meses.

Os espécimes foram analisados com o auxilio de uma lupa de aumento de
quatro vezes para verificar a presencga de trincas ou fraturas no esmalte. Os dentes

que apresentaram alguma alteracao foram excluidos da pesquisa.

4.3 OBTENCAO DOS BLOCOS

Para a obtencdo dos fragmentos dentais bovinos, foram realizados cortes
longitudinais e transversais na coroa com a cortadeira de precisao (Isomet 1000 -
Buehler Ltda., lllinois, USA), excluindo a porgao incisal, cervical e proximais. Para
este estudo foi utilizada somente a porgdo central da coroa bovina (5mm? de
dimensao) por se tratar de uma porcdo mais plana e também por apresentar
espessura semelhante de esmalte e dentina.

As superficies proximais, incisal, cervical, vestibular e lingual dos blocos

foram polidas e planificadas em Politriz giratéria (APL-4, Arotec, Cotia, Sp, Brasil),
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sob refrigeracao, com lixas de oxido de aluminio de granulagdo #600, #1500, #2000
e #4000, respectivamente. A cada troca de lixa de granulacao diferente as amostras
eram imersas em cuba ultrassénica com agua destilada durante 15 minutos. Apés o
polimento, os espécimes foram armazenados em agua destilada, sob refrigeracao,
até a realizagdo das leituras iniciais. Todos os espécimes foram imersos na solugao
de saliva artificial (pH=7,0) sete dias antes das leituras iniciais dos ensaios. Os
blocos dentais preparados foram divididos aleatoriamente em seis grupos (n=16)
experimentais e submetidos a diferentes tratamentos conforme tabela abaixo. Esses
procedimentos foram realizados no Departamento de Odontologia Restauradora da

Faculdade de Odontologia de Piracicaba — UNICAMP.

Figura 2 - Obtengéo dos blocos de esmalte

4.4 DIVISAO DOS GRUPOS EXPERIMENTAIS

PEROXIDO PEROXIDO
GRUPOS DESENSIBILIZE CLINPRO
HIDROGENIO HIDROGENIO
NANO P
9,5% 9,5% + CA
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4.5 ENSAIO DE MICRODUREZA KNOOP

Todos os espécimes foram submetidos ao ensaio de microdureza superficial
Knoop nos tempos inicial, intermediario e final. Os valores da microdureza da
superficie foram obtidos através da média aritmética de trés leituras na regiao
central do bloco, por meio de um microdurébmetro com penetrador tipo Knoop (HMV-
2000 Shimadzu, Tokyo, Japao), com carga estatica de cinquenta gramas por 15
segundos e com 100um de distancia entre elas, para prevenir trincas na superficie
do esmalte durante o experimento. Todas as leituras de microdureza foram
realizadas no Laboratério de Bioquimica da Faculdade de Odontologia de

Piracicaba-Unicamp.

[T —— = ‘

Figura 3:A - Microdurometro com penetrador tipo Knoop (HMV-
2000 Shimadzu, Tokyo, Japao);

3B - Esquema representativo das indentagbes na regido
central da superficie da amostra com distancia de 100um
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4.7 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

A microscopia eletronica de varredura (MEV) foi realizada em duas amostras
mais representativas de cada grupo para ilustragbes da morfologia superficial do
esmalte antes e apds os tratamentos. As amostras permaneceram em uma cuba
ultrassénica durante quinze minutos e posteriormente foram imersas em solugdes
crescentes de alcool etilico (alcool 50%, 70%, 90% e 100%), uma vez durante vinte
minutos cada, exceto a solugdo de 100%, na qual as amostras deveriam ser imersas
duas vezes pelo mesmo tempo. Apos a desidratacdo, foi realizada secagem em
recipiente com silica gel durante 24 horas a 37°C e posteriormente as amostras
foram cobertas com uma fina camada de ouro (MED 010, Balzer) em metalizador
(Denton Vacuum - Desc IlI, Moorestown, NJ, USA). Apds esse procedimento as
amostras entdo foram observadas em microscépio eletrénico de varredura (JEOL.

JSM 5600LV, Tokyo, Japao) com ampliagdes de 1000X e 4000X.

4.8 CLAREAMENTO

O tratamento clareador foi realizado com o gel Poladay 9,5% (Peréxido de
hidrogénio 9,5% - SDI Limited, Australia) por trinta minutos durante 14 dias,
conforme recomendagbes do fabricante. Uma camada de 0.05mL do agente
clareador, padronizada por meio de uma seringa de insulina, foi aplicada sobre os
espécimes dos grupos G1, G2, G3, G4, G5 e G6, onde permaneceu por trinta
minutos em umidade relativa a 37°C em estufa bacteriolégica. Em seguida o gel
clareador foi removido com agua destilada e hastes flexiveis de algodao durante

trinta segundos e imersos novamente em saliva artificial.
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Nos grupos experimentais G2, G4 e G6 foi adicionado a composicao do gel
2.000ppm de sal de Cloreto de Calcio (CaCly), em farméacia de manipulagdo, com a
finalidade de saturar o gel clareador. Quando nao estavam em contato com o agente
clareador, os espécimes permaneciam armazenados em solugao de saliva artificial a

37°C que foi trocada diariamente.

|gura 4: Apliagé do peréxid de hidrogénio a 9,5% (Poladay — SDI
Limited, Australia)

Figura 5: Aplicagdo do peréxido de hidrogénio a 9,5% (Poladay — SDI
Limited, Australia) com a adicdo de Célcio

4.9 AGENTES REMINERALIZANTES

A remineralizagcdo da superficie de esmalte foi realizada de acordo com o
grupo experimental: nos grupos G3 e G4, foi utilizado o agente remineralizante
Clinpro XT Varnish (3M ESPE, St. Paul, EUA). Uma camada uniforme de 0,5mm foi
aplicada diretamente sobre o esmalte e posteriormente fotoativada por vinte
segundos, de acordo com as recomendagdes do fabricante para remineralizacao.

A pelicula que se formou apéds a aplicagdo do produto nos grupos G3 e G4 foi

removida antes da realizagdo do ensaio de microdureza.
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Nos grupos G5 e G6, foi utilizado o agente remineralizante Desensibilize
Nano P (FGM Produtos Odontolégicos Ltda.; Joinville, SC, Brasil). Seguindo as
instrucbes do fabricante, o agente foi friccionado com disco de feltro em baixa
rotagdo durante dez segundos e permaneceu em contato com a superficie do
esmalte por cinco minutos. O excesso do produto deve foi removido com algodao.
Apls a aplicagdo dos agentes remineralizantes os espécimes foram armazenados

em saliva artificial novamente.

[ p——

Figura 6: Aplicacao do agente remineralizante Desensibilize Nano P (FGM Produtos
Odontolégicos Ltda.; Joinville, SC, Brasil)

Figura 7: Aplicacdo do agente remineralizante Clinpro XT (3M ESPE, St. Paul,
EUA)
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5 RESULTADOS

Os dados foram tabulados e foi realizada a meédia aritmética das trés leituras
de todos os grupos estudados. Foi realizado o Teste de Shapiro-Wilk para se
verificar a normalidade das amostras. Em seguida foi realizada Andlise de Variancia
com Medidas Repetidas (a=0,05) e Teste de Tukey (a=0,05). Os resultados estao

descritos na tabela abaixo.

5.1 MICRODUREZA KNOOP

Os resultados da analise da microdureza Knoop (n =16) do esmalte estédo
apresentados na tabela 1.

Tabela 1 - Média (desvio padrdo) da microdureza Knoop do esmalte bovino
Tempo Final

Tempo Tempo Intermediario
Tratamentos (apbds
Inicial (controle) (apos clareamento)
remineralizag&o)

336,75 (13,85) Aa

288,94 (24,25) Ac

323,25 (10,75) Bb

2 339,21 (12,46) Aa 303,17 (19,72) Ab* 330,69 (13,18) Aba
3 344,75 (13,71) Aa 290,46 (11,25) Ab 354,46 (11,92) Aa
4 336,54 (11,25) Ab 302,63 (9,26) Ac * 351,56 (10,79) Aa
5 342,27 (10,35) Aa 284,75 (13,88) Ab 343,75 (16,62) Aa
6 344,13 (10,65) Ab 301,23 (13,57) Ac * 353,81 (11,55) Aa

Médias (desvio padrdo) seguidas de letras mailsculas diferentes apresentam diferencas
significantes (p<0,001) para comparagbes dos tratamentos remineralizadores. Médias
(desvio padrdo) seguidas de letras minusculas diferentes apresentam diferengas
significantes (p<0,001) para comparacdes do tempo. Médias (desvio padrdo) seguida de *
indicam que houve diferenca significante (p<0,001) entre os agentes clareadores
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Os resultados mostram que na comparagdo entre os tempos (inicial,
intermediario e final) houve diferenca estatistica significativa entre as leituras iniciais
e intermediarias para todos dos grupos estudados, e diminuicdo nos valores de
microdureza. Quando comparamos as leituras intermediarias e finais observa-se
aumento da microdureza para todos os grupos independente do tipo de
remineralizacao.

Na comparagao entre os grupos nos tempos inicial € intermediario nao houve
diferenca estatistica significativa entre os mesmos. Porém quando comparamos
todos os grupos no tempo final houve diferenca estatistica significativa apenas no
grupo G1, que apresentou os menores valores de microdureza.

Na comparacao ente os géis clareadores com e sem a adi¢do de Calcio, os
resultados mostraram haver diferencas estatisticas significativas sendo que os géis

clareadores com adicdo de Calcio apresentaram os maiores valores de microdureza.

Média da analise por meio da microdureza
Knoop

380
360
340
320 A
300 A
280 +
260 A
240 ~
220 ~
200 -

= INICIAL
= INTERMEDIARIO
 FINAL

Valores microdureza knoop

Figura 8 — Média dos grupos (1 ao 6) da andlise realizada por meio da microdureza
Knoop
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5.2 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA (MEV)

wrarmss

Figura 9 - MEV da superficie do esmalte bovino grupo G1 (clareado com
PH 9,5%), ampliagées de 1000X e 4000X respectivamente

34



Resultados

#1.B8088 18 km

= 15k 4,088 Sem
e

Figura 10 - MEV da superficie do esmalte bovino do grupo G2 (clareado
com PH 9,5% + Célcio), ampliacées de 1000X e 4000X respectivamente
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Figura 11 — MEV da superficie do esmalte bovino do grupo G3 (clareado
com PH 9,5% e remineralizado com ClinPro XT), ampliacées de 1000X
e 4000X respectivamente
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Figura 12- MEV da superficie do esmalte bovino do grupo G4 (clareado
com PH 9,5% + Célcio e remineralizado com ClinPro XT), ampliagcdes de
1000X e 4000X respectivamente
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Figura 13 - MEV da superficie do esmalte bovino do grupo G5 (clareado
com PH 9,5% e remineralizado com Desensibilize Nano P), ampliagées de
1000x e 4000X respectivamente
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Figura 14-MEV da superficie do esmalte bovino do grupo G6 (clareado
com PH 9,5% + Célcio e remineralizado com Desensibilize Nano P)
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1S5kY X4, BBa S am G7

ura 15 — MEV da superficie do esmalte bovino antes do tratamento

clareador e da remineralizagao
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6 DISCUSSAO

Em varios estudos, a utilizacdo de géis clareadores sugerem efeitos adversos
nas estruturas dentais como a diminuicao da resisténcia ao desgaste, aumento da
rugosidade superficial, diminuicdo dos valores de microdureza e alteracoes
morfolégicas nas estruturas mineralizadas dos dentes (Pinto et al., 2004; Lewinstein
et al., 2004 Basting et al., 2007), embora estes resultados ainda sejam conflitantes.

A reducgdo nos valores de microdureza do esmalte indica que a aplicagédo dos
agentes clareadores pode promover perda no conteudo mineral. Estudos
demonstram haver reducédo na quantidade de calcio e também na relacdo Calcio-
Fosfato, que sdo os principais componentes inorganicos dos tecidos dentais
(McCracken & Haywood, 1996; Al-Salehi et al., 2007; Tezel et al., 2007).

Nesse contexto, na tentativa de minimizar alteragcdes adversas estudos tém
sugerido a realizacao de tratamentos remineralizantes pds-clareamento e também a
adicdo de caélcio na formulacdo dos géis clareadores, a fim de saturar o gel com
ions, minimizando a perda de minerais e aumentando a resisténcia do esmalte a
desmineralizacdo causada pela acéo da aplicagdo dos peréxidos (De Oliveira et al.,
2005; Giannini et al., 2006; Manton et al., 2008).

No presente estudo, constatou-se que ambos o0s agentes clareadores
testados provocaram reducdo da microdureza do esmalte dental bovino apds o
clareamento (tempo intermediario). No entanto, esta reducdo foi estatisticamente
menor nos grupos que receberam o agente clareador com Calcio quando
comparado aos grupos que foram clareados com gel sem a adicdo de Calcio.
Estudos anteriores ja haviam obtido resultados semelhantes com o uso do peréxido

de hidrogénio em altas e baixas concentracdes (Borges et al., 2009; Borges et al.,
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2010; De Abreu et al., 2011; Borges et al., 2012). Porém, outros estudos realizados
com peroxido de hidrogénio a 7,5% demonstraram nao haver nenhum tipo de efeito
na microdureza do esmalte, de acordo com a metodologia aplicada (Maia et al.,
2008; Sasaki et al., 2009).

Estudos sugerem que a desmineralizagdo da superficie do esmalte apds o
clareamento pode ser controlada por meio da saliva e também por meio da
aplicagédo de agentes remineralizantes, como os fluoretos e pastas contendo CPP-
ACP e fosfato de Célcio na forma de hidroxiapatita (Pinto et al., 2004; Heshmat et
al., 2014).

Neste estudo, foram utilizados dois agentes remineralizantes apds
clareamento, além do armazenamento das amostras em saliva artificial. O ClinPro
XT Varnish é um selante ionomérico sitio-especifico usado como cobertura protetora
para superficies de esmalte e dentina. Possui como vantagem liberacdo de fluor,
ions calcio e fosfato além de ser altamente duravel, podendo permanecer no dente
por seis meses ou mais. (3M ESPE). O Desensibilize Nano P é uma pasta composta
por nanoparticulas de hidroxiapatita, que atuam na obliteracdo dos tubulos
dentinarios e na remineralizacao da estrutura dental (FGM).

Os resultados obtidos demonstraram que houve aumento nos valores da
microdureza final independente dos produtos utilizados, demonstrando assim a
efetividade dos agentes remineralizantes testados neste estudo.

Resultados semelhantes foram encontrados em outros estudos que também
avaliaram o uso de agentes remineralizantes apds o clareamento (Martin et al.,
2010; Cunha et al., 2012; Heshmat et al., 2014). De acordo com a metodologia
utilizada, os autores observaram aumento nos valores de microdureza e diminuigao

da rugosidade de superficie quando comparados aos valores iniciais.
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Outros estudos avaliaram o efeito protetor de agentes remineralizantes, como
a pasta de CPP-ACP e a pasta de nano hidroxiapatita, em lesdes inicias de carie e
na erosao do esmalte utilizando diferentes metodologias. Os resultados estdo de
acordo com os encontrados nesse estudo, e demonstraram que os agentes foram
efetivos na remineralizacdo das lesbes inicias de céarie e também na erosdo do
esmalte. (Tschoppe et al., 2011; Carvalho et al., 2013; Shetty et al., 2014; Carvalho
et al., 2014).

Os agentes clareadores em baixas concentracbes sao eficientes no
tratamento clareador e promovem poucas alteracdes estruturais no esmalte. Essas
alteracées nao possuem efeitos deletérios significativos no esmalte, sendo que
esses efeitos podem ser minimizados ou revertidos com o uso de agentes contendo
fldor e célcio em sua composigcédo e também fazendo uso de substancias capazes de

promover a remineralizagdo das estruturas minerais do dente.
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7 CONCLUSAO

que:

De acordo com a metodologia empregada neste estudo podemos concluir

1. Todos os agentes clareadores estudados promoveram diminuicao da

microdureza Knoop do esmalte logo apds o clareamento;

2. Os agentes clareadores com Calcio promoveram as menores

alteragdes de microdureza Knoop;

3. A remineralizacao foi efetiva e promoveu um aumento da microdureza

Knoop final independente do agente remineralizador utilizado.
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ANEXO

Anexo A - Declaracao de doacao dos dentes bovinos

DECLARACAO

Declaro para os devidos fins que os dentes bovinos obtidos neste
Frigorifico JBS S.A, unidade Porto Velh(‘)‘, - CNPJ 02.916.265/0041 — 57,
inscritc no S_ervigo' de Inspecdo Federdl sob n2 4149, supervisio do »
Responsavel Técnico Médico Veterinario Rafael Andrade Motta inscrito no
CRMV-RO 0783, foram doados e serdo utilizados para finalidade de
pesquisa, que serd realizada na Universidade de Taubaté, sob-
responsabilidade do professor Marcos Augusto do Rego.

Porto Velho 16 de Marco de 2013

Rafael Andra d;?Mot tu
__Médico Veletinario »
~ CRMV-RO 0783
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