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RESUMO DO PROJETO PROPOSTO

Resumo: As pesquisas sobre as terapias clareadoras tém ganhado grande
espaco, diversificando técnicas com intuito de amenizar os danos que este
tratamento pode causar no tecido pulpar. Neste contexto, o uso do LED violeta
sem o uso de géis clareadores tem obtido resultados positivos, porém sem a
conhecida eficacia das técnicas tradicionais. Além disso, o uso de catalisadores,
como 0s nanotubos de diéxido de titdnio (TiO2-nts) tem proporcionado maior
eficacia clareadora por acelerar a reacdo de oxidacdo dos procedimentos
clareadores. Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia da
incorporacao de TiO2-nts na composicdo de géis clareadores contendo diferentes
concentracfes de peréxido de hidrogénio (PH) (35%, 17,5% e 9%), associando
ou ndo com a irradiacdo com o LED violeta, no efeito clareador no substrato
dentario e na resposta inflamatoria do tecido pulpar e estresse oxidativo. Para
tanto, discos de esmalte/dentina bovinos foram distribuidos aleatoriamente nos
grupos (n=10): Gl-placebo (controle negativo); GlI-PH 35% (controle positivo);
GllI-PH 17,5%; GIV-PH 17,5%-nts; GV-PH 17,5%+vio; GVI-PH 17,5%-nts+vio;
GVII-PH 9%; GVIII-PH 9%-nts; GIX-PH 9%-+vio; GX-PH 9%-nts+vio. Foram
avaliados a alteracdo de cor (T1l-apds 12 sessdo, T2-22 sessdo, T3-32 sessao e
T4-14 dias ap6s finalizacdo do tratamento), difusdo do perdxido de hidrogénio,
degradacdo do peréxido e analise do pH (Tl-inicial, T2-15 minutos, T3-30
minutos e T3-45 minutos apoOs ativacdo do gel) (fase 1). Em seguida, foram
selecionadas as 4 terapias mais efetivas do estudo, e entdo foi realizada a
andlise in vivo da resposta inflamatoria e celular especifica ao estresse oxidativo
ap6s o tratamento clareador em molares de ratos, por meio da analise
histopatolégica e imuno-histoquimica (fase 2). Os momentos de eutanasia dos
animais foram: imediatamente ap0s e 24 horas apés o tratamento clareador. Os
resultados foram submetidos a testes estatisticos especificos. Analisando o pH
observou que 0s grupos que receberam na composi¢cao os nanotubos de TiO2
apresentaram pH mais préximo do neutro além da maior estabilidade, enquanto
gue o gel PH35% apresentou pH préximo ao nivel critico da cavidade bucal. Em
relacdo a degradacdo do PH foi possivel observar que incorporacdo dos
nanotubos nos géis clareadores (PH9-N e PH17,5-N) mantiveram o0s géis mais

estaveis durante toda a aplicacdo do gel clareador. Analisando a eficacia



clareadora observou-se que os grupos PH9-N-V, PH9-V e PH17,5-V se
assemelharam ao grupo PH35% na segunda sessao clareadora e em relacdo a
difusdo do PH, o grupo PH9-N apresentou a menor taxa de difusdo trans-
amelodentinaria de H202, diferenciando-se de todos os demais grupos que
receberam gel clareador. Na fase 2 foi possivel observar que o grupo recebeu
apenas 0s nanotubos na composicdo (PH17,5-nts) apresentou um infiltrado
inflamatério mais brando do que os demais grupos analisados no tempo
imediatamente apds o tratamento clareador, além de promover menor
imunomarcacdo para os marcados de TNF-a e oxido nitrico sintse. A partir dos
dados analisados, a incorporacdo de nanotubos de TiO2 na composicdo de
agentes clareadores com concentragfes menores tem mostrado ser uma técnica
promissora por se apresentar ser uma técnica altamente eficaz com menores

danos aos tecidos pulpares.
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Este projeto foi dividido em duas fases principais, descritas a seguir:

FASE 1 — Incorporacéo do TiO,-nts aos géis clareadores e caracterizacéo:

» As andlises de alteracdo de cor, penetracdo trans-amelodentinaria, degradacao
do peroxido e valores do pH foram finalizados e estéa em fase de edi¢cdo para

publicacédo do artigo.

FASE 2 — Analise in vivo dos géis clareadores com TiO»-nts incorporados:

= Analise histolégica com a coloracdo de Hematoxilina e Eosina foram finalizados
= A andlise de imunohistoquimica para os marcadores de TNF-a e oxido nitroso ja

estao prontos.



DESCRICAO DAS METODOLOGIAS DESENVOLVIDAS

2.1.FASE 1: INCORPORACAO DO TiO2-NTS AOS GEIS CLAREADORES E
CARACTERIZACAO

2.1.1. OBTENCAO DOS TIO2-NTS E INCORPORACAO NO GEL
CLAREADOR

Os TiO,-nts foram formados a partir de uma Unica folha laminada (10 nm de
diametro e 200 nm de comprimento) e foram produzidos em estruturas espirais; eles
foram sintetizados pelo método alcalino. (37) Os TiO,-nts foram preparados pela
mistura de 12 g da fase TiO, anatase, pureza de 99%, com 200 mL de NaOH 10 M.
Esta mistura foi mantida a 120 ° C durante 24 h em um recipiente de Teflon aberto,
colocado em um banho de glicerina e aquecido com um aquecedor de manto. As
sinteses foramm realizadas a pressao ambiente, onde apenas 0s reagentes
precursores foram submetidos ao tratamento alcalino. Apos o tratamento, a mistura
foi lavada repetidamente com &cido cloridrico 0,1 M e agua deionizada para remover

0s ions de sodio. Em seguida, o pH da solucao foi ajustado para 7. (37)

2.1.2. OBTENCAO DAS AMOSTRAS

Foram utilizados incisivos bovinos obtidos a partir de animais com idade
entre 24 e 36 meses. ApGOs a extracdo e obtencdo dos dentes, os mesmos foram
limpos mecanicamente através de curetas periodontais e em seguida foram
submetidos a profilaxia com auxilio de pedra pomes e agua. Para evitar a
proliferacdo bacteriana os dentes limpos foram armazenados em solucdo salina
fisiolégica contendo timol a 0,1% e mantidos em refrigerador em temperatura
aproximada a 4°C até o inicio da fase experimental.

Em seguida, foram obtidos discos de esmalte/dentina com 5,7mm de
didmetro a partir do terco médio da face vestibular de cada dente com auxilio de
uma furadeira de bancada (modelo FGC-16, Ferrari, Sdo Paulo, SP, Brasil) com
uma ponta diamantada para corte de vidro acoplada (8 mm em diametro, Dinser
Diamond Tools Ltda, Sacoma, SP, Brasil), sob constante irrigacéo. Inicialmente,

todos os discos foram submetidos a regularizacdo da superficie dentinaria por



meio de movimentos giratorios manuais sobre lixas de Oxido de aluminio de
granulacao 400 e 600 (T469-SF-Noton, Saint-Gobam Abrasives Ltda, Jundiai, SP,
Brasil), até que apresentassem a espessura de 3,7 mm (1,3 mm de esmalte e 2,4
mm de dentina +0,2mm), medidos em paquimetro digital (modelo 500-144B,
Mitutoyo Sul América Ltda, SP, Brasil). Para remocao da smear layer, foi aplicada
solucédo de EDTA 0.5M, pH 7,2 por 30 segundos30, seguido de lavagem com
agua deionizada.

ApOs a obtencgéo dos discos, os mesmos foram submetidos a uma leitura
inicial prévia do valor de L*, utilizando o aparelho espectrofotdmetro de Reflexdo
Ultravioleta Visivel*, Modelo UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Jap&o), que utiliza o
sistema de cores CIEL*a*b*. Para realizacdo da leitura foram confeccionados
suportes de silicone preto com o diametro (5,7mm) e espessura (3,5mm) para
gue os discos de esmalte/dentina possam se encaixar perfeitamente no suporte,
padronizando a posicdo do espécime e fazendo com que o feixe de luz atinja
sempre o mesmo local. Obtidos os valores das coordenadas, foi calculada a
média de toda a amostragem, sendo selecionados blocos dentais que
apresentarem valores de L* mais préximos do valor médio, respeitando a
tolerancia de 5%. Em seguida, as amostras foram divididas para cada um dos

experimentos.

2.1.3. CONCENTRACOES DOS GEIS CLAREADORES E DIVISAO DOS
GRUPOS EXPERIMENTAIS

Neste estudo foi utilizado o gel clareador a base de peroxido de hidrogénio
(PH) a 35% (Whiteness HP Maxx - FGM Produtos Odontoldgicos, Joinville, SC,
Brasil), como grupo controle positivo. Este produto se apresenta comercialmente
em dois frascos, um contendo o perdxido de hidrogénio e o outro, o agente
espessante, sendo estas substancias misturadas na propor¢ao de 3:1, de acordo
com as instrugdes do fabricante.

A segunda concentracdo do gel clareador, foi obtido através da diluicdo do
gel clareador a 35%, imediatamente antes do procedimento clareador. Para
realizar esta diluicdo foi adicionado 3 gotas de agua destilada no gel obtido a
partir das recomendacdes do fabricante (3:1), obtendo assim um gel clareador a

base de peréxido de hidrogénio a 17,5%. (22)



Para o gel de menor concentracéo, foi realizado a diluicdo do gel clareador
a 35%. Para isso, seguiu 0s mesmos passos para diluicdo e obtencdo do gel a
17,5%, porém neste momento foi feito a mistura de 6 gotas de 4gua destilada, 3
gotas de peréxido de hidrogénio e 3 gotas de agente espessante, obtendo assim
um gel clareador a base de peroxido de hidrogénio a 9% aproximadamente. Apds
a homogeneizacdo da solucdo, a mesma foi coletada com a micropipeta para
liguidos viscosos e foi aplicado 0,4mL da solugdo na superficie do esmalte,
permanecendo no local por 45 minutos.

Para obtencéo do gel placebo, foi solicitado a empresa para fornecimentos
dos géis sem o principio ativo (peroxido de hidrogénio) com intencéo de obter um
gel com a mesma consisténcia e coloracao do gel clareador, sendo manuseado e
aplicado da mesma maneira como foi explicado para os géis clareadores.

Para fabricacdo dos geéis contendo os TiO,-nts na composicao, os TiO,-nts
foram pesados em uma balanca de precisdo (BEL Engineering, Monza, Mildo, Italia)
e adicionados manualmente aos agentes clareadores, a uma concentracdo de 1%.
(34, 35) Os TiO»-nts foram incorporados aos agentes clareadores por 1 minuto. Em
seguida, o conteudo foi aspirado por uma micropipeta para liquidos viscosos
(Microman M100E, Gilson, Middleton, WI, EUA), e foi aplicado 0,04 ml na superficie
do esmalte por 45 min. O TiO; foi incorporado ao gel clareador de forma manual, por
meio de espatulagéo, imediatamente antes de cada aplicagéo.

Para a irradiacdo, a ponteira acrilica do LED foi ativada por 12 minutos a
uma distancia de 1,5cm seguindo as orientacdes fornecidas pelo fabricante.

Os blocos dentais foram aleatoriamente divididos em 09 grupos
experimentais, de acordo com o protocolo de clareamento a ser realizado,

conforme apresentado no Quadro 1 e descrito a seguir.

Quadro 1 — Divisdo dos grupos experimentais segundo a terapia clareadora

adotada.
Grupos Luz Gel Protocolo
- B Gel placebo (controle 1 aplicacao de 45 minutos do
negativo) gel placebo
- B PH 35% (controle 1 aplicacéo de 45 minutos do

positivo) gel clareador



G3 PH 17,5%

SEM LUZ _
G4 PH 17,5% + TiO2-nts
G5 LED PH 17,5%
VIOLETA
G6 (400- PH 17,5% + TiO2-nts
405mn)
G7 PH 9%
SEM LUZ
G8 PH 9% + TiO2-nts . . .
12 minutos de irradiacdo e 1
G9 LED PH 9% L .
aplicacao de 45 minutos do
VIOLETA
_ clareador
G10 (400- PH 9% + TiO2-nts
405mn)

2.1.4. CARACTERIZACAO FiSICA E QUIMICA DOS GEIS CLAREADORES

a) Analise de pH: Os valores de pH foram obtidos em triplicata para cada gel

clareador, de acordo com os respectivos periodos de medicdo. Sera
realizada a mensuracao dos valores de pH inicialmente (apds a mistura do
gel clareador), 15, 30 e 45 minutos ap6s a ativacao do gel clareador em
contato com a coroa dentaria por meio de papel indicador de pH (Whatman®
indicator papers, Sigma-Aldrich, MO, USA).

b) Andlise da liberacdo e degradacao de PH por permaganatometria: a medi¢ao

da degradacdo de PH antes, durante e apds o procedimento clareador foi
adotado o método titulométrico, baseado permanganometria da solucdo
analisada. (38, 39)

Inicialmente foi feita a titulacdo de uma solucédo de peréxido de hidrogénio de
200 volumes. Para isso, devera ser feita a padronizacdo da solucdo de
KMnO4 utilizando um padrao primario a base de oxalato de sédio, pelo fato
de o permanganato de potassio ndo ser um reagente primario padrao e ser
instavel. Em seguida, a solugdo de permanganato foi gotejada em um
recipiente contendo 25mL do padrdo de oxalato de so6dio e 20 mL de &cido

sulfirico. Somente ap0s a solucdo do oxalato de sodio (transparente)



apresentar uma coloracao roxa constante € que a reacéao foi finalizada. Apos
verificar o gasto de solucdo de permanganato gasto, foi entdo calculado o
fator de correcdo, que sera utilizado para calcular a concentragdo de peroxido
dos géis posteriormente. O fator de correcdo foi calculado pela seguinte

p: 25 P ~ ~
formula: Fc = > sendo que Fc & o fator de correcdo da solucdo de

permanganato de potassio; e V é o volume gasto de permanganato de
potassio. Apos a verificacdo do volume de solucdo de permanganato de
potassio, iniciou a titulacdo para analise da concentracdo de peroxido
presente nos diferentes geis clareadores.

Para isso, os géis clareadores foram manipulados e em uma balanca
analitica foi pesado 0,02g de cada gel. Em seguida essa quantia foi diluida
em 20mL de agua deionizada em agitador magnético a 3500 RPM por 30
segundos. Apés a diluicdo, a mistura foi dispensada em um Becker de 50mL
contendo 15mL de acido sulfarico. Em seguida iniciou o processo de titulacdo
através do gotejamento da solucdo de permanganato de sodio (coloracéo
roxa) sobre a solucéo inicial at¢é o0 momento em que a reacdo atingia o seu
pico (solucé@o de peroxido de hidrogénio e acido sulfurico na coloracéo résea
irreversivel). Entdo, a concentracdo do peroxido foi calculada a partir da

Vx1,701x Fcx 100

seguinte formula: C = , sendo que C é a concentra¢édo do PH,

V é o volume de permanganato de sédio 0,1N gasto na reacdo em mL, Fc é o
fator de correlacdo da solucdo de KMnO4 0,IN, e m € a massa da
amostragem em mg. Por fim a degradacdo do peroxido foi calculada

comparando a concentracao final e com a inicial.

Andlise da alteracdo cromaética superficial

- Pigmentacdo das amostras: Apds a selecdo dos espécimes, 0S mesmos
foram armazenados em eppendorfs contendo 1ml de infusdo de cha preto a
temperatura ambiente. A infuséo foi feita empregando 1,6g de cha preto (Cha
Matte Ledo, Curitiba, PR, Brasil) para cada 100 ml de agua destilada.(40) O
processo de pigmentacao foi monitorado durante 6 dias, sendo realizado a
troca da solucdo diariamente. Os tubos contendo a solugédo e os espécimes

foram mantidos em temperatura ambiente durante todo o processo.



d)

Concluido o tratamento pigmentante, foi realizada a segunda selecdo das
amostras, de forma semelhante a descrita anteriormente. Nesta
oportunidade, permaneceu no estudo 90 blocos dentais pigmentados (n=10).
As selecdes acima descritas objetivaram padronizar a cor inicial, bem como a
intensidade de pigmentacdo dos blocos dentarios.a capacidade clareadora

dos espécimes.

- Mensuracdo da alteragcdo de cor superficial: Os espécimes foram
submetidos a mensuracdo de suas cores em espectrofotbmetro de Reflex&do
Ultravioleta Visivel*, Modelo UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Japdo), a cada
sessao de consultério, bem como ap6s o término do tratamento. As leituras
foram realizadas na superficie vestibular dos espécimes, e comparadas a
leitura inicial, através do comprimento de onda versus reflexdo. Os tempos de
analise dessa parte do estudo foram: TO- leitura inicial; T1- apds a primeira
sessdo clareadora; T2- ap0s a segunda sessdo clareadora; T3- apls a
terceira sessdo de clareamento. Objetivando analisar a estabilizacao
cromatica, os espécimes ainda serdo analisados em T4- quatorze dias ap6s o
término do tratamento. Os valores do parametro do CIELab foram anotados e
posteriormente o whitenessindex (WID), diferengas whiteness index (AWID),
mudanga de cor (AE) e CIEDE2000 (AEOQ) foram determinados de acordo

com as seguintes equacdes:

WID =(0.511 x L*) — (2.324 x a*) — (1.100 x b¥)

AWID = WIDfina — WIDpaseline

AE = [(AL*)Z + (Aa*)2 + (Ab*)2]1/2

AEO00 = [(AL/KLSL)®> + (AC/KCSC)® + (AH/K HSH)* +
RT*(AC'/KCSC)*(AH /K HSH)]¥?

Andlise da permeacdo trans-amelodentinaria do PH:

- Preparo da CPA: Os discos destinados para esta analise foram adaptados a
um dispositivo desenvolvido no Laboratério de Patologia Experimental e

Biomateriais da Faculdade de Odontologia de Araraguara-Unesp. Cada CPA



apresenta 2 compartimentos: o da porcao superior, apresenta uma abertura
de 8 mm de diametro, e outra abaixo com 6 mm de abertura, permitindo o
posicionamento e travamento adequado do espécime; a porgdo inferior
apresenta perfuragdes laterais que permitem a circulagao da solugao utilizada
para quantificar o peroxido penetrado no espécime. Os espécimes foram
posicionados nas CPAs entre dois anéis de silicone com diametro interno de
4,47 mm e espessura de 1,78 mm (Rodimar Rolamentos Ltda, Araraquara,
SP, Brasil). Em seguida foi realizado vedamento adicional com cera rosa
fundida n°® 7 (Wilson®,Polidental, Cotia, SP, Brasil). Com as camaras
pulpares artificiais montadas, os tratamentos clareadores foram realizados,

conforme a descrigdo realizada no item 3.1.4, para cada grupo experimental.

- Quantificacdo da penetracdo trans-amelodentinaria de PH: Para quantificar
o PH que penetra através dos discos de esmalte e dentina, 1 ml de solucéo
tampao de acetato foram despejados em casulos (placas de cultura celular)
que também receberdo as CPAs. A superficie dentinaria permaneceu em
contato com essa solucdo e o peroxido de hidrogénio difundido através da
estrutura dental fez parte da mesma. Apds o clareamento foi entdo
adicionada a solugdo de corante violeta leucocristal e a solugdo contendo
enzima peroxidase.(41) A coloracdo dessa mistura varia sua intensidade de
acordo com a quantidade de peroxido. Assim, como a absorbéancia é
proporcional a concentracdo do peroxido, foi possivel avaliar indiretamente a
quantidade de peroxido que difundiu da superficie dental para a solucao
contida na CPA. A leitura da solucao foi realizada com o Espectrofotometro
de Reflexdo Ultravioleta Visivel*, Modelo UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Jap&o),

30 minutos apds cada sessao clareadora.

Quantificacdo das EROs: Para quantificacdo do total de radicais livres

produzido, foram depositadas aliquotas de 0.2ul de gel clareador preparado
em placas flat black e adicionados 0.25 uL de sonda carboxy-H2DCFDA
(Invitrogen, Eugene, OR, EUA) na concentracdo de 50 uM, sendo a emissao
de fluorescéncia avaliada com excitacdo de 492 nm e emissao de 517 nm
(Synergy H1, Biotek) imediatamente, apdés 15, 30 e 45 minutos, sendo

realizado o blank em todos os grupos de analise (n=5).



2.2. FASE 2: ANALISE IN VIVO DOS GEIS CLAREADORES COM TiO2-
NTS INCORPORADOS

O objetivo desta fase experimental foi avaliar o efeito da incorporacédo dos
TiO2-nts em géis clareadores associando ou ndo com a irriadiacao da luz violeta
na resposta inflamatéria e celular especifica ao estresse oxidativo apos o
tratamento clareador. A hipétese nula a ser testada € que o emprego do LED
Violeta e a incorporacdo dos TiO2-nts nos géis clareadores ndo interferiria na
resposta inflamatéria e na capacidade de resposta celular especifica ao estresse
oxidativo apds o tratamento clareador. O projeto foi submetido ao comité de ética

do uso de animal local recebendo sua aprovacgéo (Processo FOA n° 821-2023)

2.2.1. Delineamento experimental

Os fatores estudados foram: 1- Tratamento clareador em 4 niveis (G1:
técnica 1 selecionada com luz, G2: técnica 2 selecionada com luz, G3: técnica 1
selecionada sem luz e G4:. técnica 2 selecionada sem luz); 2- Tempo de
avaliacdo em 2 niveis (TO: imediatamente apos o término do tratamento
clareador, T1l: 24 horas apdés o término do tratamento clareador). Serdo
consideradas 2 varidveis de resposta: resposta inflamatéria pulpar e resposta

celular ao estresse oxidativo

2.2.2. Animais

Foram utilizados 72 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250g, provenientes do biotério da Universidade Estadual
Paulista (UNESP). Os animais foram mantidos em ambiente com temperatura
entre 22 e 24°C e com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro),
permanecendo em gaiolas coletivas, sendo 4 ratos por gaiola. Os animais serdo
alimentados durante todo o periodo experimental com dieta sélida e agua a

vontade.

2.2.3. Distribuicdo dos lotes experimentais




Nesta fase, foram analisadas as 4 técnicas que apresentarem os melhores
resultados na fase 1 do estudo. Os animais foram distribuidos em 2 lotes
experimentais (com luz e sem luz) de acordo com as técnicas clareadoras

selecionadas e subdivididos em 4 grupos de forma randomizada.

2.2.4. Protocolo sedativo e anestesia

Antes dos procedimentos clareadores, 0s animais receberam, via
intramuscular, uma associacdo do sedativo Cloridrato de Xilazina (Syntec do
Brasil LTDA, Cotia, S&o Paulo, Brazi) na dosagem de 10 mg/kg e Cloridrato de
Quetamina (Unido Quimica Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, Sao Paulo,

Brazil), na dosagem 80 mg/Kg, para causar efeito anestésico.

2.2.5. Protocolo clareador

Apos realizada a analgesia dos animais, 0S mesmos receberam a
aplicacdo de uma resina polimerizavel (Top Dam - FGM Produtos Odontoldgicos
Ltda., Santa Catarina, Brasil) ao redor dos molares superiores direitos e
esquerdos, com intuito de proteger as estruturas circundantes. A barreira gengival
foi fotoativada por 20 segundos. Posteriormente, foi aplicado 4 uL de gel
clareador selecionado com auxilio de uma pipeta propria para liquidos viscosos
(Microman E M100E, Gilson, Inc, Middleton, Wisconsin, USA), permanecendo em
contato com o esmalte por 20 minutos. Para realizar a irradiagdo com a luz
violeta, a hemiarcada que nao recebeu a irradiacdo permaneceu com artefato
preto que impeca a acao fotocatalitica nos elementos dentais. A irradiacdo com o
led violeta foi realizada por 6 minutos seguidos na hemiarcada destinada a
irradiacao.

O tempo de tratamento clareador que foi empregado nesta pesquisa foi
determinados por testes piloto, que apontaram que esta posologia ndo gerarou
necrose e dissolugdo pulpar no tratamento clareador imediatamente apdés o

tratamento clareador.

2.2.6. Eutanésia e obtencdo das amostras




Os animais foram eutanasiados imediatamente apos o clareamento e 24
horas apos o término dos tratamentos clareadores. Inicialmente, os animais foram
anestesiados como mencionado anteriormente. Em seguida, as hemimaxilas
foram separadas, dissecadas e fixadas em solugcao de formalina tamponada a 4%
por 24 horas. Os espécimes foram descalcificados em solucdo de acido
etilenodiaminotetracético a 10% (pH = 7) por aproximadamente 3 meses e depois

desidratados, clarificados e embebidos em parafina. (16)

2.2.7. Processamento histoldgico

As maxilas foram mantidas na mesma solugcao fixadora durante 8 horas,
sendo em seguida lavadas em agua corrente por 12 h e depois imersas em
solucdo desmineralizadora constituida por solucdo de EDTA a 10% (Sigma-
Aldrich, MO, USA) (Figura 1).

Posteriormente, as maxilas foram novamente lavadas em agua corrente,
desidratadas em série gradativa de &lcool etilico, diafanizadas em xilol e
impregnadas e incluidas em parafina. A orientacdo no momento da inclusdo
permitiu a realizacéo de cortes histologicos de molares superiores e estruturas de
suporte em seu sentido longitudinal. Foi realizada a microtomia em micro6tomo de
deslizamento (Leica Microsystems - RM 2045 Wetzlar, Germany), resultando em
cortes seriados com 6 pm de espessura, 0s quais foram coletados em laminas
silanizadas. As laminas histologicas foram submetidas a coloracdo pelo método
da Hematoxilina e Eosina, para andlise histopatolégica, ou ao processamento

imunoistoquimico

2.2.8. Técnica histolégica

Os cortes destinados a coloracdo com H.E. foram imersos em solucéo de
hematoxilina por 7 minutos, apés desparafinizacao e reidratacdo. Em seguida, os
cortes foram lavados com agua corrente por 1 minuto, mergulhados em alcool-
acido por 2 segundos e lavados novamente em agua corrente por 5 minutos.
ApoOs a coloragdo com hematoxilina, os cortes foram imersos em solugéo de
eosina por 4 minutos e em seguida sera realizada a desidratacdo em alcool com
concentragao crescente (95° - 95° - 100° - 100°). Ao final, foram realizados dois

banhos em xilol.



2.2.9. Andlises histopatoldgica

As preparacfes histoldgicas serdo observadas em microscopio optico (DM
4000 B, Leica®, Germany). Serdo utilizados 4 cortes histolégicos equidistantes da
polpa dentaria do primeiro molar superior. Uma analise semiquantitativa da
inflamacéao sera realizada. Os escores atribuidos em cada ter¢co da camara pulpar
(oclusal, médio e cervical) serdo: 1 — Células inflamatérias ausentes ou em
namero desprezivel; 2 — Infiltrado inflamatorio discreto (menos de 25 células por
campo); 3 — Infiltrado inflamatério moderado (entre 25 e 125 células por campo);

4 — Infiltrado inflamatério severo (mais que 125 células por campo); 5 — Necrose

2.2.10. Técnica imuno-histoguimica

Os cortes histoldgicos destinados ao processamento imunoistoquimico foram
desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol. A
recuperacao antigénica foi realizada através da imersao das laminas histologicas
em tampao Diva Decloaker® (Biocare Medical, CA, USA), em camara pressurizada
Decloaking Chamber® (Biocare Medical, CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Ao
término de cada uma das etapas da reacéo imunoistoquimica foram efetuadas
lavagens em tampéo fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. Os cortes histol6gicos foram
imersos em 1% de soro albumina bovino por 12 horas para o blogueio dos sitios
inespecificos. As laminas histoldgicas foram submetidas a incubacéo com anticorpo
anti-6xido nitrico sintase e tnf-a. O anticorpo primario foi diluido em PBS acrescido
de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante 24 horas, em camara Umida. Nas etapas
subsequentes foi empregado o Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-Biotin
Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). Apos lavagens, as seccdes histologicas foram
incubadas no anticorpo secundario biotinilado, durante 2 horas, lavadas, e tratadas
com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte (HRP), por 1 hora.
Depois de trés lavagens em PBS-TX foi realizada a revelag&o utilizando-se como
cromogeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako
Laboratories, CA, USA). Ao término de uma série de lavagens em PBS, os cortes

histologicos foram contra corados com hematoxilina de Harris. Como controle



negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos descritos

anteriormente suprimindo-se a utilizacdo dos anticorpos primarios

2.2.11. Anélises imunohistoquimica

A andlise imunohistoquimica foi definida avaliando-se a presenca de
coloracdo acastanhada no citoplasma das células e na matriz extracelular, em cada

terco da camara pulpar e serdo analisadas o niumero de células por mm 2

2.2.12. Andlise estatistica

Para realizar os testes estatisticos foi utilizado o software SigmaPlot 14.0.
A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas e 0s mesmos
foram submetidos ao teste ndo paramétrico Kruskal Wallis seguido do teste de

Dunn para comparac@es individuais. Para todos os testes foi adotado o nivel de
5% de significancia



RESULTADOS OBTIDOS

1. ANALISES IN VITRO

1.1. Variacado do pH

Quanto a variacdo do pH, analisando imediatamente apds a manipulacao
apenas o gel PH 35% apresentou dados abaixo do Neutro (6.06) e os demais
grupos apresentaram valores mais alcalinos (variando de 7,97 a 8,18). Ao final do
tratamento apenas os grupos PH17,5-N, PH 9-N e PH 9-N-V apresentaram pH
neutro (7,00, 7,05 e 7,23 respectivamente). Os resultados mostraram maior
estabilidade dos valores de pH para os géis PH9-N e PH17,5-N ao longo dos
tempos de analise. Ja o grupo PH35 e PH17.5-V apresentaram maior acidificacéo,
praticamente igualando-se ao ponto critico do pH em que a saliva deixa de proteger

a estrutura mineral do esmalte (5,5), conforme descrito na tabela 1 e grafico 1.

Tabela 1 — Valores de pH de cada gel clareador durante a ativagéo do gel sob a
superficie de esmalte dentario.

0 min 15 min 30 min 45 min

PH 35 6,06 5,68 5,52 5,47*
PH 17,5 7,97 7,00 6,46 6,10
PH 17,5-N 7,84 7,50 7,20 7,00
PH 17,5-V 7,90 6,15 6,05 5,54*
PH 17,5-N-V 8,02 7,21 7,00 6,60
PH9 8,15 7,28 6,88 6,74
PH9-N 8,18 7,93 7,30 7,05
PH9-V 8,14 7,18 6,75 6,70
PH 9-N-V 8,17 8,02 7,45 7,23

* Ponto critico do pH em que a saliva deixa de proteger a estrutura mineral do esmalte.



Grafico 1 — Dados da variacdo de pH dos géis clareadores analisados.
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1.2. Degradacéo do perdxido de hidrogénio

Avaliando os dados obtidos da degradacdo de peréxido (Tabela 2), foi
possivel observar que a incorporacdo dos nanotubos nos géis clareadores (PH9-N e
PH17,5-N) mantiveram o0s géis mais estaveis durante toda a aplicacdo do gel
clareador (linhas vermelhas). Além disso, o uso da luz violeta isolada provocou
maior diminuicdo na concentracdo dos géis clareadores (linhas verdes), porém
guando a luz irradiou os géis com nanotubos foi possivel observar um equilibrio na
taxa de degradacdo (linhas amarelas) assemelhando numericamente com a
degradacdo dos géis sem nanotubos e sem sofrer irradiacdo da luz violeta (linhas

cinzas) (Tabela 2).

Tabela 2 — Porcentagem (%) dos géis clareadores obtidos a parti da titulacdo de
peréxido de hidrogénio durante o periodo de ativacao do gel clareador

0 min 15 min 30 min 45 min

PH 35 34,98 33,5 31,9 30,78
PH 17,5 16,62 15,95 15,50 14,31
PH 17,5-N 17,24 16,95 16,92 16,47
PH 17,5-V 16,95 15,95 15,62 15,29
PH 17,5-N-V 17,45 16,71 16,31 15,91
PH 9 10,38 10,12 9,89 9,33

PH 9-N 10,71 10,69 10,58 10,35
PH 9-V 10,92 9,61 9,37 8,68

PH 9-N-V 10,27 10,05 9,68 9,59



No grafico 2 podemos realizar a comparacao visual da taxa de degradacéo
de todos os géis clareadores analisados e observa-se que o grupo PH9.V
apresentou a maior taxa de degradacdo em relacdo aos demais grupos,
ultrapassando os 20% de degradagdo da concentracdo inicial. Os grupos que
receberam na composi¢cdo 0s nanotubos, sem receber a irradiacdo da luz violeta
(PH9-N e PH17,5-N) apresentaram as menores taxas de degradacédo, os Unicos que
nao ultrapassaram 5% de degradacao da concentracao inicial, mostrando-se ser 0os
géis mais estaveis deste estudo.

Grafico 2 — Dados da taxa de degradacao (%) dos géis clareadores analisados ao

longo do periodo de ativacé@o sob a superficie do esmalte dentério
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*Letras diferentes apontam diferenca estatistica entre os diferentes tratamentos clareadores. (p<0.05)

1.3. Andlise da alteracdo de cor

Na tabela 3 podemos observar os valores de delta E dos espécimes
submetidos aos diferentes tratamentos clareadores. Analisando os tratamentos ao
longo do tempo, todos obtiveram os tratamentos promoveram alteracdo de cor
obtendo o apice do clareamento na terceira sessdo de clareamento e somente o
grupo que recebeu PH17,5 houve um retorno da cor apos 14 dias de finalizagéo do
tratamento. O grupo controle continuo constante durante todo o experimento o que
comprova a estabilizacdo da pigmentacgéao realizada.

Em relacdo aos diferentes tratamentos o grupo que recebeu PH35%



apresentou os maiores valores, porém se assemelhou aos grupos PH9-N-V, PH9-V
e PH17,5-V. Na terceira sessdo de clareamento os grupos PH9-V e PH9-N-V

apresentaram semelhanca com os grupos que receberam PH 17,5%.

Tabela 3 — Média (desvio padrédo) dos valores referentes ao Delta E dos

diferentes tratamentos clareadores

T1 T2 3 T4
CONTROLE | 1,39(-0,59) Ad 1,87 (082) Ac 1,54 (0,89) Ae 1,70 (0,87) Ad
PH 35 8,51(2,59) Ca 12,5(3,75) Ba | 14,28(3,38) Aa 14,65 (3,38) Aa
PH 17,5 6,36 (1,62) Ca 9,93(2,76) Bab | 11,31(2,34) Ac 10,88 (2,28) ABb
PH17,5-N | 7,1(2,23) Ca 9,35(2,43) Bb | 11,53(1,99) Ac 11,31(1,89) Abc
PH17,5V | 857(2,02) Ca |11,67(1,93) Bab | 13,84(2,50) Aabc |[13,49(2,49) Aab
PH17,5-N-V | 892(2,70) Ca | 12,69(3,46) Ba | 14,64(3,62) Aa 13,18 (3,57) Aab
PH9 5,34 (1,810 Cc 6,97(1,69) Bb | 9,18(1,84) Ad 8,55(1,90) Ac
PH 9-N 527(1,03) Cc 7,88(1,65) Bb | 10,41(2,02) Ad 9,44 (2,01) Ac
PH 9-V 6,53(2,87) Ca 9,73(3,87) Bab | 12,14(4,02) Abcd |11,25(4,02) Ab
PHO-N-V | 6,25(1,52) Cb 9,63(2,26) Bab | 11,90(2,73) Abcd |10,95(2,90) Ab

*Letras maiusculas apontam diferenga estatistica entre os tempos, letras mindsculas apontam diferenca

estatistica entre os tratamentos clareadores.

Na tabela 4 é possivel observar as diferencas do indice de clareamento.
Nesta andlise todos os grupos obtiveram éxito no tratamento clareador, porém os
grupos PH9, PH9-V, PH9-N, PH9-N-V e PH17,5-N-V tiveram um retorno da cor,
assemelhando-se com a cor obtida na segunda sesséo clareadora.

Realizando uma andlise comparativa entre os grupos, foi possivel observar
gue no final do tratamento clareador (T3) o indice de clareamento dos grupos PH9-V
e PH9-N-V foram semelhantes ao tratamento do grupo controle positivo (PH35). O
mesmo aconteceu para todos os grupos que receberam PH17,5. Quando analisou
14 dias apos a finalizacdo dos tratamentos, todos os grupos com PH9 tiveram um
retorno do indice de clareamento, mantendo semelhanca significativa com os

grupos que receberam PH17,5%.



Tabela 4 — Média (desvio padrdo) dos valores referentes

diferentes tratamentos clareadores

ao Delta WId dos

T 2 3 T4
CONTROLE | -1,06(2,000 Ad | -021(222) Ac | -0,29(1,88) Ac | -1,62(1,87) Ae
PH 35 10,87(2,82) Cab | 16,06(4,44) Ba | 17,96(520) Aa | 18,80(517) Aa
PH17,5 838(2,78) Ca | 12,58(4,14) Ba | 1504(3,96) Aab | 14,73(3,79) Aabcd
PH17,5-N | 934(3,88) Ca | 1326(538) Ba | 1590(3,81) Aab | 16,22(3,47) Aabc
PH17,5-V | 12,05(2,88) Ca | 1638(2,77) Ba | 1848(3,73) Aa | 18,54(3,87) Aab
PH17,5-N-V | 10,02 (2,44) Ca | 14,88(2,31) Bab | 17,71(3,31) Aa | 1576(3,36) Babc
PHO 7,09(2,09) Cb 8,74(2,63) Bb | 1201(2,19) Ab | 1091(2,08 Bd
PH9-N 6,70(2,29) Cb 9,07(2,58) Bb | 11,29(3,73) Ab | 9,48(3,73) Bd
PHO-V 8,81(3,94) Ca | 12,58(647) Ba | 1586(678) Aa | 14,06(6,78) B bcd
PHO-N-V | 886(3,47) Cc 10,93 (4,15) Bb | 14,28(4,54)) Aa | 12,48(4,54) Bcd

*Letras maiusculas apontam diferenga estatistica entre os tempos, letras mindsculas apontam diferenca

estatistica entre os tratamentos clareadores.

Em relacdo aos dados do CIEDE 2000, foi possivel observar que todos os

tratamentos tiveram uma evolucdo gradual do tratamento clareador, porém o0s

grupos PH17,5-N-V e todos os grupos com PH9 retornaram a cor, se assemelhando
a T2 (Tabela 5).

Em relacdo a analise comparativa entre 0os grupos, pode-se observar que 0s

grupos PH9-V e PH9-N-V foram semelhantes ao grupo controle positivo (PH35),

bem como os grupos PH17,5-V e PH17,5-N-V na terceira sessao clareadora.

Tabela 5 — Média (desvio padrdo) dos valores referentes ao CIEDE2000 dos

diferentes tratamentos clareadores

T1 T2 T3 T4
CONTROLE | 1,22(0,43) Ad 1,66 (0,82) Ad 1,36 (0,76) Ae 1,60 (0,73 Ae
PH 35 7,78(2,79) Cab 11,26 Ba 12,07(3,43) Aa 12,83 (3,44) Aa
PH 17,5 56(1,61) Ba 8,73 Aabc | 9,71(2,28) Ab 9,35(2,24) Aabcd
PH17,5-N 6,06 (2,41) Ca 8,16 (2,44) Bbc | 9,58(2,30) Ac 9,64(1,93) Aabc
PH17,5-V 7,55(2,20) Cab | 10,16(2,07) Bab | 11,74(2,38) Aabc | 11,47(2,39) Aabc
PH17,5-N-V | 800(2,78) Ca 11,17 (3,40) Bab | 12,69(3,49) Aab 11,71 (3,33) Babc
PHO 4,87(1,94) Cb 6,34 (1,87) Bc 8,02(1,89) Ad 7,47 (1,96) Bd
PH9-N 4,99(1,16) Cb 7,32(1,73) Bb 9,31(1,99) Ac 9,48(1,97) Bd
PH9-V 591(2,91) Ca 8,72(3,15) Ba 10,45 (3,34) Aabcd | 9,72(3,35) B bcd
PH9-N-V 5,69(1,42) Cc 8,53(2,17) Ba 10,33 (2,53) Aabcd | 9,52(2,59) Bcd

*Letras mailsculas apontam diferenca estatistica entre os tempos, letras minasculas

apontam diferenca estatistica entre os tratamentos clareadores.




1.4. Difusdo do perdxido de hidrogénio

A difus@o de peréxido de hidrogénio foi proporcional a concentracdo do gel
utilizado, ou seja, o PH35 teve a maior difusdo de PH, seguido dos grupos com
PH17,5 e por fim os grupos PH9. O grupo PH9-N apresentou a menor taxa de
difusdo trans-amelodentinaria de H202, diferenciando-se de todos os demais

grupos que receberam gel clareador (Tabela 6).

Tabela 6 — Média (desvio padréo) da quantidade de PH (ug/mL) detectado dos
géis clareadores apos a difusdo através de discos de esmalte/dentina de 3,5mm

de espessura.

PH PH PH17,5- PH17,5- PH17,5- PH9- PHO-
CONTROLE PHO
35 17,5 N v N-V N v
-0,04 5,43 3,82 2,9 3,27 3,05 1,75 1,19 1,68
(0,10) (0,3) (0,5) (0,4) (0,4) (0,2) (0,2) (0,1) (0,3)
F A B C C C D E D

*Letras maiusculas diferentes apontam diferenca estatistica entre os grupos.

Gréfico 4 — Grafico representativo das médias da difusdo de H202 através das

estruturas de esmalte/dentina com espessura de 3,5mm
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Analisando os géis separadamente, observar-se que em relacdo aos geéis
com PH17,5% (Tabela 7 e grafico 5) que nos tempos iniciais (imediato e 15
minutos), 0S grupos que receberam a incorporacdo dos nanotubos apresentaram
valores semelhantes ao grupo PH35, e no tempo de 45 minutos, o grupo PH17,5
apresentou a menor liberacdo de EROs. Em relacdo a analise dos tempos foi
possivel observar que todos 0s grupos aumentaram gradativamente a liberacdo de
EROs, sendo que o tempo de 45 minutos apresentou 0os maiores valores, porém
vale destacar que no tempo de 30 minutos, apenas 0s grupos com TiO2-NTS
(PH17,5-NTS e Ph17,5-NTS-VIO) e o grupo PH35 apresentaram liberacdo
semelhante ao tempo de 45 minutos e que apenas o grupo PH17,5-VIO apresentou

diferenca estatistica entre todos os tempos analisados.

Tabela 7 — Médias (desvio padréo) dos valores referentes a deteccéo das espécies
reativas de oxigénio (EROs) dos géis clareadores PH17,5 e PH35 nos diferentes
tempos analisados.

Imediato 15mM 30 M 45 M
PH35 2,60 (0,55) Ab 3,00 (1,00) Aab 3,60 (0,89) Aa 4,40 (0,55) Aa
PH17,5 1,32 (0,63) Bb 1,36 (0,59) Cb 1,80 (0,84) Bb 2,40 (0,55) Ca
PH17,5-NTS 2,20 (0,45) Ac 2,40 (0,55) ABbc 2,60 (0,55) Bab 3,00 (0,00) Ba
PH17,5-VIO 1,32 (0,48) Bd 2,00 (0,31) BCc 2,60 (0,53) Bb 3,20 (0,94) Ba
PH17,5-NTS-VIO 2,20 (0,45) Ac 2,40 (0,55) Abc 3,00 (0,71) ABab 3,40 (0,89) Ba

*Letras mailusculas comparam os géis clareadores em um determinado tempo (entre linhas) e as letras
minusculas comparam os tempos de um gel clareador (entre colunas) (p<0.05)

Grafico 5 — Médias representativas da quantificacdo das EROs ao longo do
tempo de ativacdo dos géis clareadores PH17,5 e PH35 nos diferentes tempos
analisados.
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Em relacdo as andlises dos grupos que receberam PH9% (Tabela 8 e grafico
6), observa-se que no tempo imediato apenas o grupo PH35 apresentou
diferenca estatistica com os demais grupos, apresentando os maiores valores de
liberacdo. A partir dos 15 minutos de ativagéo, apenas o grupo PH9-NTS-VIO se
assemelhou estatisticamente com o grupo PH35. Em relagdo aos tempos
analisados, apenas o grupo PH9-NTS os tempos de 15, 30 e 45 minutos foram
semelhantes entre si. Os demais grupos os maiores valores de liberacdo foram
observados a partir dos 30 minutos de ativacao do gel clareador. O grupo PH19-
NTS-VIO foi o Unico grupo em que o tempo imediato foi diferente estatisticamente

dos demais tempos analisados.

Tabela 8 — Médias (desvio padrdo) dos valores referentes a deteccdo das
espécies reativas de oxigénio (EROs) dos géis clareadores com PH9 e PH35 nos

diferentes tempos analisados.

Imediato 15M 30M 45 M
PH35 2,60 (0,55) Ab 3,00 (1,00) Ab 3,60 (0,89) Aa 4,40 (0,55) Aa
PH9 0,44 (0,09) Cb 0,64 (0,21) Bb 0,90 (0,07) Cab 1,08 (0,52) Ca
PH9-NTS 0,46 (0,05) Cb 0,65 (0,27) Bab 0,91 (0,04) Ca 1,19 (1,06) Ca
PH9-VIO 0,88 (0,11) Bc 0,86 (0,34) Bc 1,16 (0,26) Cb 2,00 (0,77) Ba
PH9-NTS-VIO 0,46 (0,05) Cd 1,19 (0,45) Bc 1,79 (0,45) Bb 2,40 (0,55) Ba

*Letras mailsculas comparam os géis clareadores em um determinado tempo (entre linhas) e as letras

minusculas comparam os tempos de um gel clareador (entre colunas) (p<0.05)



Grafico 6 — Médias representativas da quantificacdo das EROs ao longo do

tempo de ativacdo dos géis clareadores com PH9 e PH35 nos diferentes tempos

analisados.
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2. ANALISES IN VIVO

2.1. Analise histolégica:

Analisando as imagens da figura 2 e os dados apresentados na tabela 7
podemos observar que o grupo que recebeu PH 17,5-N apresentou um infiltrado
inflamatério mais brando do que os demais grupos analisados no tempo
imediatamente apés o tratamento clareador. Neste mesmo tempo, os grupos PH9-V,
PH175-N-V e PH17,5 apresentaram regides de necrose no corno pulpar. Analisando
apos 48 horas do tratamento clareador, os grupos Phl17,5-N e PH17,5-N-V
apresentaram grande proliferacdo celular e uma melhor organizagédo tecidual em
relacdo aos demais grupos. O grupo PH9-V, apesar de observar uma organizacao
tecidual favoravel, foi possivel observar a presenca de grande quantidade de células
inflamatérias e vasos sanguineos presentes na regido. Ja o grupo PH17,5 foi o
grupo que apresentou maior dano tecidual, com maior desorganizagdo tecidual e
presenca de células inflamatérias.



Tabela 7 — Scores e medianas atribuidos no terco coronario da cavidade pulpar

do primeiro molar superior dos ratos

Oh Mediana 48h Mediana

3 2
3 2

PH 9-v 3 3 Aa 2 2 Ab
4 3
3 2
3 2
3 2

ph17,5 2 3 Aa 1 2 Ab
3 2
3 2
2 1
2 1

PH17,5-N 2 2 Aa 1 1Bb
1 1
2 1
3 2
3 1

ph17,5-N-V 3 3 Aa 1 1Bb
2 1
2 1



Figura 2- Corte longitudinal dos tercos coronarios do tecido pulpar dos grupos de
estudo, nos tempos imediato e 48 horas apds clareamento. Laminas coradas por

H.E. e observadas em Microscopia Optica Comum (50x e 400x).
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2.2. Analise de imunohistoquimica:

Analisando as imagens da figura 3 e os dados apresentados na tabela 8 e 9
podemos observar que o grupo que recebeu PH 175-N e PH17,5-N-V
apresentaram os menores padrdes de imunomarcagao para ambos os marcadores,
tanto no tempo imediato quanto apds 48h da finalizacdo dos tratamentos. Apenas
para o marcador de NOS foi observado uma diminuicdo no padrdo de
imunomarcacdo nos grupos PH9-V e PH17,5, porém mesmo ocorrendo a
diminuicdo, apresentou maior padrdo de imunomarcacao do que os demais grupos

no tempo de 48h.

Tabela 8 — Scores e medianas atribuidos ao imunomarcador de Oxido nitrico
sintase (anti-NOS) no terco coronario da cavidade pulpar do primeiro molar
superior dos ratos

Oh Mediana 48h Mediana

4 3
4 3

PH 9-V 4 4 Aa 3 3Ab
4 3
4 3
3 3
4 3

ph17,5 4 4 Aa 3 3 Aa
4 3
4 3
3 2
2 2

PH17,5-N 2 2 Ba 1 1Bb
3 1
2 1
2 2
2 2

ph17,5-N-V 3 3 Ba 2 2Bb
3 2
4 2



Tabela 9 — Scores e medianas atribuidos ao imunomarcador do fator de necrose
tumoral (anti-TNFa) no tergco coronario da cavidade pulpar do primeiro molar

superior dos ratos

Oh Mediana 48h Mediana

4 3
4 3

PH9-V 3 4 Aa 4 4 Aa
4 4
3 4
4 4
4 4

phl7,5 5 4 Aa 4 4 Aa
4 5
5 4
2 2
2 2

PH17,5-N 2 2 Ba 2 2 Ba
3 3
3 2
2 3
2 3

ph17,5-N-V 3 3 Ba 2 2 Ba
3 2
3 2



Figura 3 — Cortes histolégicos mostrando padrdes de imunomarcacdo para 0s

marcadores NOS e TNF-a nos tempos imediatamente e 48h apds os tratamentos

clareadores (1000x)
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Discusséao

A busca por procedimentos clareadores mais seguros e com menores efeitos
adversos tém sido alvo de muitas pesquisas. (26, 37) Em funcdo disso,
modificagcdes na composi¢cdo dos agentes clareadores podem favorecer a reducao
destes efeitos adversos no elemento dentario bem como aumentar a eficacia
clareadora. Estudos tem abordado a incorporacdo de agentes cataliticos nos geéis
clareadores com a intengcédo de acelerar e aumentar a liberacdo de EROS. (38, 39)
Sob esse aspecto, o TiO2 por ser um reagente com acdo catalitica, a sua
incorporacao nos geéis clareadores pode resultar na possibilidade de diminuicdo da
concentracdo do agente clareador no tecido pulpar, principalmente quando
associado a ativacdo por luz laser diodo, obtendo um clareamento eficaz (40) devido
ao maior nivel de liberacdo de EROs (41), ou ainda reduzindo o tempo do
tratamento clareador pela reducdo do numero de sessdes.

Analisando o indice de clareamento das terapias testadas, observou-se que
ao final do tratamento clareador os géis de baixa concentracdo contendo TiO2-nts
em sua composicao, associados ou nao a irradiacdo do LED violeta (PH9-V, PH9-N-
V; PH17,5-N, PH17,5-V e P17,5-N-V) apresentaram valores semelhantes a terapia
de consultério padrdao com PH 35%. Isso nos mostra que a acdo catalitica
juntamente com a acdo fotoclareadora do LED violeta intensificaram o efeito
clareador de baixas concentracdes. A incorporacao de nanotubos de TiO2 pode ter
contribuido para a maior formacdo e liberacdo de radicais reativos no inicio do
tratamento, destacando assim sua acdo catalitica, o que também pode ser
comprado neste estudo a partir das andlise da liberacdo de EROs.(42) Suyama, et
al. (2009) também indicaram que a adi¢do de TiO2 com concentracdes menores do
gue 0,1% em géis a base de PH 3,5%, ativado por luz visivel ou luz ultravioleta,
apresentaram maior eficacia quando comparado a géis que ndo continham
TiO02.(43)

Sayes e colaboradores (2016) realizaram um estudo que comprovam que as
particulas de TiO2 em nanoescala podem ser reativas, mesmo nha auséncia de
fontes de ativacdo, (44) principalmente quando associadas ao peroxido de
hidrogénio a 40%. (45) Esse achado também foi identificado no estudo de Sakai et
al. (2007), que mostrou que o gel com peréxido de hidrogénio a 3,5% e TiO2
(menos de 1%), mesmo sem ativacao do laser diodo (405 nm), gerou radicais de

hidroxila, embora em quantidades significativamente menores do que 0 grupo



irradiado.(41) A acdo catalitica do TiO2 possui forte poder oxidativo e alta
estabilidade quimica e € influenciada por reacbes com moléculas em sua superficie.
(33) No entanto, o formato oco dos nanotubos de TiO2 utilizados nesta pesquisa
proporciona maior area superficial, aumentando a quantidade de radicais superoxido
produzidos, como radicais O2 e hidroxila. (33) Em funcdo disso objetiva-se uma
maior eficacia clareadora quando associado a agentes peroxidos de hidrogénio.

Em relacdo a difusdo de PH pela estrutura dentéria, podemos observar que
0S grupos que receberam géis incorporados com os TiO2-nts sem a irradiacdo do
LED violeta, reduziram significativamente a difusdo de PH pela estrutura dentéria,
guando comparados com 0S grupos que receberam géis na mesma concentracao,
negando assim a primeira hipotese nula. Isso possivelmente pode ser explicado
pela maior quantidade de liberacdo de ROS do gel, fazendo com que a maior
guantidade fique restrita a acdo na dentina, promovendo maior reacdes de oxi-
reducdo das moléculas pigmentantes no local e difundindo menor quantidade de
peréxido de hidrogénio para o tecido pulpar. Um estudo ex-vivo realizado por
Karaarslan e colaboradores (2018) comprovaram que a maior quantidade de EROs
liberadas estd presente na dentina e ndo no tecido pulpar, porém na ocasido 0s
autores atribuiram este ocorrido ao fato de a dentina impedir a difusdo dos
componentes do agente clareador em fungéo do fluxo de fluido dentinario produzido
pela pressao intrapulpar e prolongamentos citoplasmaticos dos odontoblastos, bem
como outros componentes intratubulares. (46)

A irradiacdo do LED violeta, potencializou o efeito catalitico dos TiO-2
presentes nos géis clareadores além de promover o efeito clareador em fungéo do
seu mecanismo de acado, (20, 22) negando a segunda hipotese nula. Os dados
obtidos neste estudo confirmam os dados obtidos em estudos que comprovaram a
eficacia do uso do LED violeta com diferentes concentracdes de géis clareadores, e
tem comprovado a eficacia desta irradiagdo na potencializacéo dos géis, (21-23, 47-
50) porém neste caso vale salientar o efeito da irradiacdo do LED violeta em géis
guando os TiO2-nts foram incorporados. Sabe-se que O TiO2 é um agente
fotossensivel, ativado pela luz visivel (com comprimento de onda na faixa de ~405
nm), (40, 51) sendo assim a irradiagdo do LED violeta ativaria 0s nanotubos
aumentando a eficacia clareadora, como foi possivel observar neste estudo.

Em relacdo as propriedades quimicas destes géis experimentais com

nanotubos incorporados constatou-se que a adi¢cao destes TiO2-nts promoveu maior



estabilidade do pH, fazendo com que permanecessem mais proximo do neutro
durante todo o tempo de ativacdo. A estabilidade dos géis de menores
concentragbes podem estar relacionado também ao fato da diluicdo ter sido
realizado com 4gua deionizada, que possui pH de 7,5 aproximadamente, elevando o
pH do gel clareador em si, porém nota-se que ao longo do tempo de ativacdo os
géis com TiO2-nts permaneceram estaveis, sem muita variagdo do pH, mesmo
guando foi irradiado com o led violeta, o que pode ter impactado na maior taxa de
liberacdo e velocidade dos radicais livres durante a reacao de oxidacao-reducéo do
agente clareador. (52, 53). A fase anatase do TiO2 pode ser transformada em
nanotubos, um potente agente catalitico e fotocatalisador, (33, 54, 55) possui
estabilidade quimica o que pode ter contribuido para a manutencdo do pH dos géis
proximos ao neutro.

Essa maior liberacdo de EROs pode ser comprovada a partir dos resultados
deste estudo, o qual constatou que géis PH17,5 que receberam a incorporacaode
1% dos nanotubos de TiO2, tiveram maior taxa de liberacdo de EROs logo apds a
homogeinizacdo do gel clareador (tempo imediato) quando comparado com 0sS
demais grupos que receberam gel a base de PH17,5%, porém sem a incorporacao
dos nanotubos. A maior liberacdo de EROs destes géis ocorreu provavelmente em
funcéo de que o TiO2 afeta de forma significativa as propriedades fisico-quimicas do
agente clareador, o que levou a rejeicdo da primeira hip6tese nula do presente
estudo. (56) A presenca de 1% de TiO2 no agente clareador foi capaz de manter o
pH préximo ao neutro ao durante todo o tempo de ativacdo do gel clareador. O
aumento do pH é capaz de acelerar a taxa de degradacdo do peroxido de
hidrogénio, desencadeando a liberacdo de radicais livres que promovem melhora na
eficacia do clareamento. (52, 53, 57, 58)

Durante os tratamentos clareadores, foi realizado a mensuracdo da
porcentagem de peroxido presente em cada gel clareador ao longo do tempo de
ativacao e verificou-se que neste caso 0s grupos que receberam a incorporacéo dos
TiO2-nts na composigcdo mantiveram-se mais estaveis, ou seja, a concentracdo do
gel clareador teve as menores alteragbes quando analisadas os demais grupos. No
entanto a irradiacdo da luz violeta foi o que mais provocou a degradacdo dos geis
clareadores no presente estudo. Essa maior estabilidade dos géis pode ser
justificada pelo alto nivel de estabilidade quimica que o didxido de titdnio apresenta,

promovendo maior estabilidade no gel clareador.



No presente estudo, os achados histologicos mostraram que a maioria dos
espécimes tratados com o gel sem a presenca dos nanotubos ou com a irradiacao
do LED violeta (ph9%, ph17,5% e ph17,5%+nts+vio) exibiram infiltrado inflamatorio,
vasos sanguineos congestionados, polpa desorganizada especialmente nos cornos
pulpares de ambos os grupos e grandes areas de necrose. Isso sugere que a
difusdo intensa e rapida do H202 no tecido duro dental pode estar além da
capacidade e velocidade do mecanismo de protecao da polpa, resultando em uma
resposta imediata a esse composto altamente agressivo. O problema esta em nao
saber exatamente a concentracdo de H202 que a polpa dentaria pode tolerar sem
danos. No entanto, nossos resultados sugerem que a irradiagdo com LED violeta,
independente da concentragdo do gel utilizado, causa intensas alteracbes nos
tecidos dentais. Quando utilizado os nanotubos de TiO2 sem a irradiagéo, foi
possivel observar uma diminuicdo no padrao inflamatorio, provavelmente se deve
ao fato deste grupo apresentar menor difusdo de H202 no tecido pulpar e menor
degradacdo do mesmo, como observado nos dados obtidos das analises in vitro.

Imediatamente apds o tratamento, a imunomarcacao de TNF-a nos grupos
ph9%-+vio e phl7,5%+nts+vio foi maior do que a observada para o grupo
phl7,5%+nts e phl7,5%. Este achado indica que o LED violeta teve um efeito
significativo quando associado ao gel. Quando comparado ao tratamento realizado
exclusivamente com géis clareadores, este severa imunomarcacdo pode estar
relacionado a capacidade da luz em aumentar a sensibilidade dos dentes. Esta
hipotese € corroborada pelos resultados relatados por Gallinari et al. (23), que
encontraram o tratamento associado (HP+LED) para tornar os dentes mais
sensiveis aos estimulos frios, permanecendo sensibilizados ap6s o término do
tratamento clareador. A duracdo da sensibilidade dentaria relatada neste estudo
clinico justifica nossos resultados, que encontraram imunocoloracdo moderada
mesmo 15 dias apoés o tratamento.

Diante do exposto, vale salientar que os dados coletados na andlise in vitro
do presente estudo nao refletem com precisdo as condicbes existentes em um
dente vital submetido a terapia clareadora. Isso ocorre porque nesta situacao
clinica, o dente apresenta movimento para fora do fluido dentinario, componentes
organicos intratubulares e mecanismos de defesa fisioldgicos, que por sua vez
podem minimizar a difusdo transamelodental do HP e seus derivados téxicos, 0s

radicais livres, que danificam a polpa. (13, 14) J& em relacdo aos dados coletados



das analises in vivo, devem ser interpretados considerando o baixo volume de polpa
e tecidos duros e o tempo de reparo, sem serem diretamente extrapolados para
uma condicdo humana, o que pode ser uma limitagdo. No entanto, apesar da
diferenca na espessura do esmalte e da dentina entre dentes humanos e de ratos,
ambos apresentam a mesma proporcao dessas estruturas (43,44). Os molares de
ratos também apresentam pequenas regides de dentina exposta na superficie
oclusal (45), o que pode influenciar no resultado final, pois pode intensificar a
penetracdo do HP, bem como a acdo da luz. No entanto, essa caracteristica
permanece para todos os grupos, permitindo a comparacao entre eles e a avaliacao

das diferentes terapias analisadas.

Levando em consideracdo as limitac6es relacionadas a metodologia deste
estudo, os resultados sugerem que a inclusdo de nanotubos de TiO2 parece ser
promissora (especialmente no clareamento de consultorio), embora a relacao ideal
entre 0os nanotubos de TiO2 e as concentragdes do agente clareador deva ser mais
investigada para proporcionar uma melhoria mais relevante no efeito clareador, e
promover um procedimento mais seguro e eficaz para os pacientes, com menos

efeitos adversos.
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