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CARMINATTI, M. Avaliagao in vivo e in vitro do Biosilicato® frente
ao estresse oxidativo, penetracdo do peréxido de hidrogénio e eficacia
clareadora. 2019. 99 f. Dissertacdo (Mestre em Endodontia) - Faculdade de

Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

RESUMO

Novos produtos estdo sendo desenvolvidos com o proposito de atenuar
os efeitos dos compostos utilizados em procedimentos clareadores. O objetivo do
presente estudo foi avaliar in vivo o potencial terapéutico do gel de Biosilicato®
(BS) sobre o tecido pulpar de molares de ratos Wistar, por meio das analises
histoldgica e imunoistoquimica, assim como analisar in vitro, a penetracdo do H,0,
e a eficacia clareadora em dentes bovinos. Para isso, este estudo foi dividido em 2
partes. Parte 1: Segmento in vivo: 50 hemi-maxilas de 25 ratos foram divididas
aleatoriamente em 5 grupos (n=10): Controle- ndo recebeu qualquer tratamento;
CLA- recebeu 30 min do gel clareador H,O, 35%; BS-CLA- recebeu 20 min do gel
de BS, seguido de 30 min do H,O, 35%; CLA+BS- recebeu 30 min de uma mistura
do H,O, 35% com o gel BS (1:1); CLA+H,O- recebeu 30 min de uma mistura do
H,O, 35% com &gua destilada (1:1). Apos 2 dias, os animais foram mortos e as
hemi-maxilas separadas para analise histologica em H.E. Foram atribuidos escores
a inflamacédo e os dados submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Dunn e teste
de Mann-Whitney (p<0,05). Segmento in vitro: 50 discos de dentes bovinos foram
acoplados em camaras pulpares artificiais, e divididos em 5 grupos (n=10) que
receberam os mesmos tratamentos que o segmento in vivo. A penetracdo do H,0,
por esmalte e dentina foi quantificada baseada na reacdo deste com o corante
violeta leucocristal. A alteragcdo de cor foi analisada pelo sistema CIELab, nos
periodos: antes da sessao clareadora — (T0), imediatamente ap6s (T1), e 24 horas
apos (T2), e os dados submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste
Tukey (p<0,05). Parte 2: 40 hemi-maxilas de 20 ratos foram divididas
aleatoriamente em 4 grupos (n=10): Controle, CLA, BS-CLA e CLA+BS. Apés 2
dias, os animais foram mortos e as hemi-maxilas separadas para analise

histolégica em H.E. e imunoistoquimica para PCNA, HO-1, TNF-a e Substancia P.



Foram atribuidos escores a inflamacdo e a imunomarcacdo de TNF-a, e
submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). Para andlise da area
correspondente a imunomarcacdo obtida através da densidade Optica de
imunomarcacdo da Substancia P foi realizada a analise da variancia (ANOVA)
seguida do teste de Tukey para comparacéo entre as médias. Foram realizadas as
contagens das células imunomarcadas para HO-1 e PCNA, e foram submetidas ao
teste de normalidade de Shapiro-Wilk para definir o teste estatistico (p<0,05). Na
analise histologica, o grupo CLA apresentou predominantemente necrose no terco
oclusal e médio da polpa coronaria, enquanto o BS-CLA apresentou inflamacéo
severa no ter¢o oclusal e moderada no terco médio, ambos diferentes do Controle
(p<0,05). O grupo CLA+BS apresentou inflama¢do moderada no ter¢o oclusal, sem
diferenca para o grupo BS-CLA (p>0,05), inflamacdo leve no terco médio, e
auséncia de inflamagé&o no tergo cervical sem diferenca para o Controle (p>0,05). O
grupo CLA+ H,O apresentou inflamacéo leve no terco oclusal e ausente nos
demais tercos, sem diferenca para o grupo CLA+BS e Controle (p>0,05). No terco
cervical, o grupo CLA apresentou inflamacdo moderada, diferente do grupo
Controle (p<0,05). Os grupos CLA e BS-CLA, apresentaram maior penetracédo de
H,O, (p<0,05). Na alteracdo de cor imediata e ap6s 24 horas, os grupos CLA, BS-
CLA e CLA+BS, apresentaram alteracao de cor semelhante (p>0,05). Conclus&o: O
Biosilicato® é capaz de reduzir o processo inflamatoério causado pelo gel clareador
e auxilia no processo de reparo. O protocolo de aplicacdo do BS misturado com o
gel clareador apresentou melhores resultados, uma vez que reduz a penetracdo do

gel clareador e mantém a eficacia clareadora.

Palavras Chave: Clareamento Dental. Per6xido de Hidrogénio. Pulpite.



CARMINATTI, M. In vivo and in vitro evaluation of Biosilicate® against
oxidative stress, hydrogen peroxide penetration and bleaching efficacy.2019. 99 f.
Dissertacdo (Mestre em Endodontia) - Faculdade de Odontologia de Aracatuba,

Universidade Estadual Paulista, Aracatuba, 2019.

ABSTRACT

New products are being developed with the purpose of mitigating the
effects of the compounds used in bleaching procedures. The objective of the
present study was to evaluate in vivo the therapeutic potential of Biosilicate® (BS)
gel on the pulp tissue of Wistar rats by means of histological and
immunohistochemical analysis, as well as to analyze in vitro, the penetration of
H,O, and bleaching efficiency in bovine teeth. For this, this study was divided into 2
parts. Part 1: In vivo segment: 50 hemi-maxilla of 25 rats were randomly divided into
5 groups (n = 10): Control- received no treatment; CLA- received 30 min of the 35%
H.O, bleaching gel; BS-CLA- received 20 min of BS gel, followed by 30 min of 35%
H,O,; CLA+BS- received 30 min of a mixture of 35% H,O, with the BS gel (1:1);
CLA+H20- received 30 min of a mixture of 35% H,O, with distilled water (1:1). After
2 days, the animals were killed and the hemi-maxils separated for histological
analysis in H.E. Inflammation scores and data submitted to the Kruskal-Wallis and
Dunn tests and Mann-Whitney test (p<0.05) were assigned. Segment in vitro: 50
discs of bovine teeth were coupled in artificial pulp chambers, and divided into 5
groups (n=10) that received the same treatments as the in vivo segment. The
penetration of H,O, by enamel and dentin was quantified based on the reaction of
this with the leucocrystal violet dye. The color change was analyzed by the CIELab
system, in the periods: before the bleaching session - (T0), immediately after (T1),
and 24 hours after (T2), and data submitted to analysis of variance (ANOVA)
followed by the test Tukey (p<0.05). Part 2: 40 hemi-maxillae of 20 rats were
randomly divided into 4 groups (n=10): Control- received no treatment; CLA-
received 30 min of the 35% H,O, bleaching gel; BS-CLA- received 20 min of BS gel,
followed by 30 min of 35% H,0,; CLA+BS- received 30 min of a mixture of 35%



H.O, with the BS gel (1:1). After 2 days, the animals were killed and the hemi-
maxilla separated for histological analysis in HE and immunohistochemistry for
PCNA, HO-1, TNF-a and P-Substance. Scores were assigned to TNF-a
inflammation and immunostaining, and submitted to the Kruskal-Wallis and Dunn
tests (p<0.05). For the analysis of the area corresponding to the immunostaining
obtained through the optical density of the Substance P, an analysis of the variance
(ANOVA) was performed, followed by the Tukey test for comparison between the
means. We counted the immunolabellated cells for HO-1 and PCNA and were
submitted to the Shapiro-Wilk normality test to define the statistical test (p<0.05). In
the histological analysis, the CLA group presented predominantly necrosis in the
occlusal and middle third of the coronary pulp, whereas the BS-CLA presented
severe inflammation in the occlusal third and moderate in the middle third, both
different from the Control (p<0.05). The CLA+BS group presented moderate
inflammation in the occlusal third, with no difference for the BS-CLA group (p>
0.05), slight inflammation in the middle third, and absence of inflammation in the
cervical third without difference for Control (p>0,05). The CLA+H,O group had mild
inflammation in the occlusal third and absent in the remaining thirds, with no
difference for CLA+BS and Control group (p>0.05). In the cervical third, the CLA
group had moderate inflammation, different from the Control group (p<0.05). The
CLA and BS-CLA groups presented higher penetration of H,O, (p<0.05). At the
immediate color change and after 24 hours, the CLA, BS-CLA and CLA+BS groups
presented similar color changes (p>0.05).Conclusion: Given the results obtained in
both studies, it can be concluded that Biosilicate® is able to reduce the
inflammatory process caused by the bleaching gel and helps in the repair process.
The application protocol of BS blended with the bleaching gel showed better results

as it reduces the penetration of the bleaching gel and maintains bleaching efficacy.

Key words: Tooth Bleaching. Hydrogen Peroxide. Pulpitis.
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1 INTRODUCAO GERAL

Em um estudo piloto sobre a associacdo do Biosilicato® com a clareacao
dentaria, com o intuito de verificar sua acado sobre o tecido pulpar de molares de
ratos Wistar clareados através de diversos protocolos de aplicacdo adaptados de
estudos ja relatados na literatura, observamos que apo6s o periodo de dois dias, o
grupo que recebeu apenas o gel clareador (CLA) apresentou inflamacéo grave e
necrose no terco oclusal da polpa coronaria. Ja o grupo que recebeu aplicacéo
prévia do BS (BS-CLA) e o0 grupo que teve o BS misturado ao agente clareador
(CLA+BS) demonstrou inflamacdo moderada, sendo este ultimo semelhante ao
grupo controle (p>0,05). Com esse estudo, podemos concluir que a aplicacao previa
do BS ao gel clareador ou misturado a ele, poderia minimizar o dano causado a

polpa dentéaria de ratos Wistar pés-clareacao (processo FAPESP n° 2015/22996-6).

A partir deste estudo surgiram duvidas relacionadas com o mecanismo de
acado do BS que poderiam ser solucionadas através de um estudo in vivo realizado
em molares de ratos Wistar por meio da analise histolégica em H.E e da marcacao
imunoistoquimica para os marcadores PCNA, HO-1, TNF-a e Substancia P e de
uma investigacgédo in vitro em blocos de dentes bovinos a fim de avaliar penetragao
trans-amelodentinaria do H,O, e sua eficacia clareadora em funcdo do uso do

Biosilicato® antes ou misturado ao gel clareador.

A hipétese final € que o Biosilicato® é capaz de atuar durante o
procedimento clareador como um anti-inflamatério e dessensibilizante, sendo capaz
de reduzir o processo inflamatério e a penetracdo do peroxido de hidrogénio

mantendo a eficacia clareadora, e auxiliando no processo de reparo.



19

2 CAPITULO 1 -

Biosilicato® minimiza danos causados pelo gel clareador no tecido
pulpar, reduzindo a penetragdo trans-amelodentinaria do H,O, sem

alterar a eficacia clareadora
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2.1 RESUMO

Este estudo teve como objetivo investigar in vivo o potencial terapéutico
do Biosilicato® (BS) em diferentes protocolos de aplicacao, sobre o tecido pulpar de
molares de ratos Wistar clareados e avaliar in vitro a penetragcdo trans-
amelodentinaria do H,O, a 35% e a eficacia clareadora em blocos de dentes
bovinos. Segmento in vivo: 25 ratos tiveram suas hemi-maxilas divididas
aleatoriamente em 5 grupos (n=10): Controle- ndo recebeu qualquer tratamento;
CLA- recebeu 30 min do gel clareador H,O, 35%; BS-CLA- recebeu 20 min do gel de
BS, seguido de 30 min do H,O; 35%; CLA+BS- recebeu 30 min de uma mistura do
H.O, 35% com o gel BS (1:1); CLA+H,0O recebeu 30 min de uma mistura do H,O,
35% com agua (1:1). Ap6s 2 dias, os animais foram mortos e as hemi-maxilas
separadas para analise histolégica em H.E. Foram atribuidos escores a inflamacéo e
os dados submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Dunn e teste de Mann-Whitney
(p<0,05). Segmento in vitro: 50 discos de dentes bovinos foram acoplados em
camaras pulpares artificiais, e divididos em 5 grupos (n=10) que receberam os
mesmos tratamentos do segmento in vivo. A penetragcdo do H,O, por esmalte e
dentina foi quantificada baseada na reacdo deste com o corante violeta leucocristal.
A alteracao de cor foi analisada pelo sistema CIELab, nos periodos: antes da sesséo
clareadora — (T0), imediatamente apos (T1), e 24 horas apés (T2) e os dados
submetidos a analise de variancia (ANOVA) seguida do teste Tukey (p<0,05). Na
analise histolégica, o grupo CLA apresentou predominantemente necrose no terco
oclusal e médio da polpa coronaria, enquanto o BS-CLA apresentou inflamacao
severa no tergo oclusal e moderada no terco médio, ambos diferentes do Controle
(p<0,05). O grupo CLA+BS apresentou inflamacdo moderada no tergco oclusal, sem
diferenca para o grupo BS-CLA (p>0,05), inflamacéao leve no terco médio, e auséncia
de inflamacéo no terco cervical sem diferenca para o Controle (p>0,05). O grupo
CLA+H,0 apresentou inflamagéao leve no terco oclusal e ausente nos demais tercos,
sem diferenca para o grupo CLA+BS e Controle (p>0,05). No terco cervical, o grupo
CLA apresentou inflamacdo moderada, diferente do grupo Controle (p<0,05). Na
analise de penetracdo do H,O,, os grupos CLA e BS-CLA, apresentaram maior
penetracdo, diferentes do grupo controle (p<0,05), enquanto os grupos CLA+BS e

CLA+H,O apresentaram menor penetragdo quando comparados ao grupo CLA
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(p<0,05). Na alteracéo de cor imediata e apds 24 horas, os grupos CLA, BS-CLA e
CLA+BS, apresentaram alteracdo de cor semelhante (p>0,05), sendo diferentes do
grupo controle (p<0,05). Conclusdo: O BS aplicado antes do gel clareador ou na
mistura € capaz de minimizar o processo inflamatério causado pela clareacao
dentéria. Além disso, o BS misturado ao gel clareador reduziu a penetracdo do H,O,

e manteve a eficacia clareadora.

Palavras Chave: Clareamento Dental. Peroxido de Hidrogénio. Pulpite.
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2.2 ABSTRACT

This study aimed to investigate in vivo the therapeutic potential of
Biosilicate® (BS) in different application protocols on the pulp tissue of whitened
Wistar rats and to evaluate in vitro the trans-amelodentinase penetration of 35%
H,O, and the efficacy bleaching machine in bovine tooth blocks. Segment in vivo: 25
rats had their hemi-maxillae randomly divided into 5 groups (n = 10): Control-
received no treatment; CLA- received 30 min of the 35% H,O, bleaching gel; BS-
CLA- received 20 min of BS gel, followed by 30 min of 35% H,0,; CLA+BS- received
30 min of a mixture of 35% H,O, with the BS gel (1: 1); CLA+H0 received 30 min of
a mixture of 35% H,O, with water (1: 1). After 2 days, the animals were killed and the
hemi-maxils separated for histological analysis in H.E. Inflammation scores and data
submitted to the Kruskal-Wallis and Dunn tests and Mann-Whitney test (p<0.05) were
assigned. Segment in vitro: 50 discs of bovine teeth were coupled in artificial pulp
chambers, and divided into 5 groups (n = 10) that received the same treatments of
the in vivo segment. The penetration of H,O,by enamel and dentin was quantified
based on the reaction of this with the leucocrystal violet dye. The color change was
analyzed by the CIELab system, in the periods: before the bleaching session - (T0),
immediately after (T1), and 24 hours after (T2) and the data submitted to analysis of
variance (ANOVA) followed by the Tukey test (p<0.05). In the histological analysis,
the CLA group presented predominantly necrosis in the occlusal and middle third of
the coronary pulp, whereas the BS-CLA presented severe inflammation in the
occlusal third and moderate in the middle third, both different from the Control
(p<0.05). The CLA+BS group presented moderate inflammation in the occlusal third,
with no difference for the BS-CLA group (p>0.05), slight inflammation in the middle
third, and absence of inflammation in the cervical third without difference for Control
(p>0.05). The CLA+H,0O group had mild inflammation in the occlusal third and absent
in the remaining thirds, with no difference for CLA+BS and Control group (p>0.05). In
the cervical third, the CLA group had moderate inflammation, different from the
Control group (p<0.05). In the H,0O, penetration analysis, the CLA and BS-CLA
groups presented higher penetration, different from the control group (p<0.05),
whereas the CLA+BS and CLA+H,O groups presented lower penetration when

compared to the CLA group ( p<0.05). In the immediate color change and after 24
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hours, the CLA, BS-CLA and CLA+BS groups presented similar color changes
(p>0.05), being different from the control group (p<0.05). Conclusion: BS applied
before the bleaching gel or in the blend is able to minimize the inflammatory process
caused by tooth whitening. In addition, BS® mixed with the bleaching gel reduced
H.O, penetration and maintained bleaching efficacy.

Key words: Tooth Bleaching. Hydrogen Peroxide. Pulpitis.
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2.3 INTRODUCAO

A clareacdo dentaria atrai cada vez mais olhares de pacientes
insatisfeitos com a aparéncia de seu sorriso. Este procedimento é considerado ainda
o método mais conservador e eficaz para obtencdo de uma estética dentéria
agradavel (DAHL & PALLESEN 2003, SAMORODNITZKY-NAVEH et al., 2007).

Entretanto, foi visto através de alguns estudos realizados em molares de
ratos que a aplicacdo do gel clareador pode gerar danos sobre a estrutura dentaria
(CINTRA et al., 2013; 2016). Esses danos se devem ao principal componente dos
géis clareadores, o peroxido de hidrogénio (H.0,), que ao entrar em contato com a
estrutura dentaria, se dissocia em espécies reativas de oxigénio que difundem-se
por esmalte e dentina alcancando a polpa dentaria e danificando esses tecidos
(BENETTI et al., 2004, CAMPS et al., 2007, CAMPS et al., 2010, HANNIG et al.,
2011, MARSON et al., 2015, CINTRA et al., 2016a).

A acdo destes radicais livres pode induzir efeitos adversos no contetdo
mineral e matéria organica do esmalte dentario (ROTSTEIN et al., 1996, HEGEDUS
et al., 1999, JIANG et al., 2008) causando alteracdes na morfologia de sua superficie
(TURKUN et al., 2002, EFEOGLU et al., 2007), como redugido na microdureza,
aumento da rugosidade e um certo grau de eroséao (XU et al., 2011). Na estrutura
dentinaria, também foram encontradas alterac6es na dureza e no contetdo de calcio
e fésforo (ENGLE et al., 2010), o que nos permite confirmar o alto poder de
penetracdo das espécies reativas de oxigénio, principalmente apds o aumento da
permeabilidade dos tecidos mineralizados causado pelo H,O, (BENETTI et al.,
2004, MENA-SERRANO et al., 2015).

Assim, a busca por produtos que possam inibir a penetracdo do H,O;, no
complexo dentino-pulpar, por meio do fortalecimento das estruturas mineralizadas,
atuando como remineralizante e protetor destas estruturas, tem sido constante
(CHEN et al., 2008, DA COSTA SOARES et al., 2013, BORGES et al., 2014).

O vidro bioativo tem se destacado por possuir a propriedade de
reconstituir a concentracdo de célcio e fosfato (GJORGIEVSKA & NICHOLSONT
2011) e precipitar a apatita, sendo capaz de ocluir tibulos dentinarios, inibir a

desmineralizagcdo, e promover remineralizagdo do esmalte e dentina
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(VOLLENWEIDER et al., 2007, CURTIS et al., 2010). Quando aplicado antes, apos,
e durante a clareacdo dentaria, mostrou resultados satisfatérios como
remineralizante e protetor das estruturas dentarias, sem prejudicar a eficacia do

procedimento clareador (DENG et al., 2013).

Por ser um produto desenvolvido a base de vitroceramica bioativa, o
Biosilicato® mostrou-se como um agente remineralizante com excelentes
propriedades bioativas (RENNO et al., 2013, CHINELATTI et al., 2017). A partir de
um estudo anterior com o BS em diferentes protocolos de aplicacdo sobre molares
de Ratos clareados onde foi possivel concluir que a aplicacdo prévia do BS ou
misturado ao gel clareador poderia minimizar o dano causado a polpa dentaria pos-
clareacdo (CARMINATTI et al.,, 2017), surgiram algumas duvidas frente aos
beneficios do uso do BS associado a clareacdo dentaria. Assim, a proposta deste
estudo foi avaliar a penetracdo do H,O, pelo complexo dentino-pulpar, a possivel
interferéncia do Biosilicato® na eficacia clareadora e sua agdo junto ao tecido pulpar

apos a clareacao dentaria em diferentes protocolos de aplicacao.
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2.4 OBJETIVO

Investigar in vivo o potencial terapéutico do Biosilicato® em diferentes
protocolos de aplicagédo sobre o tecido pulpar de molares de ratos Wistar clareados,
por meio da analise histologica em H.E.

Investigar in vitro, apés o procedimento clareador, a penetracdo trans-
amelodentinaria do H,O, a 35% e a eficacia clareadora em blocos de dentes bovinos

em funcdo do uso do Biosilicato®.
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2.5 MATERIAIS E METODOS

Experimento in vivo

- Animais

Foram utilizados 25 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
pesando aproximadamente 280g, provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas
escuro) e em gaiolas coletivas, quatro ratos por gaiola, alimentados durante todo o
periodo experimental com dieta sélida e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 24
horas apdés a intervencdo. Os procedimentos realizados neste estudo foram
aprovados no comité de ética local (Processo FOA n° 00229-2017).

- Drogas empregadas

Para anestesia dos animais foi utilizado via intramuscular um sedativo a
base de Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin, Syntec do Brasil LTDA — Cotia, Sao
Paulo, Brasil) na dosagem de 10mg por quilograma de peso corporal, e um
anestésico a base de Cloridrato de Cetamina a 10% (Ketamina Agener, Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A — Embu-Guagu, Sao Paulo, Brasil) na dosagem
de 80 mg por quilograma de peso corporal. Para eutanasia, foi utilizado um
anestésico via intraperitoneal a base de tiopental sodico (Thipentax, Cristalia —
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda — Itapira, Brasil) na dosagem de 150mg por

guilograma de peso corporal.

- Agente Clareador

Foi utilizado o produto clareador disponivel no mercado, a base de
peroxido de hidrogénio a 35%, Whiteness HP Maxx (FGM Produtos Odontoldgicos).
Este produto apresenta-se comercialmente em dois frascos, um contendo o peréxido
e 0 outro, 0 agente espessante, sendo estas substancias misturadas na proporcao
de 3:1.
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- Agente remineralizante

Foi utilizado um gel experimental a base de Biosilicato®, produzido a
partir do po de BS diluido em agua destilada na proporcao (1:10), desenvolvido e
cedido pelo Laboratorio de Materiais Vitreos, da Universidade Federal de Sdo Carlos
(TIRAPELLI et al., 2010, TIRAPELLI et al., 2011, PINTADO-PALOMINO et al., 2015).

- Divisao em grupos

Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o tratamento

realizado, e podem ser visualizados na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o tratamento

realizado
Procedimento pré- . -
Grupos . Clareagao dentaria
clareacao
Controle - -
1 aplicacédo de 30 minutos do gel
CLA -

clareador

30 segundos de fricgéo + 20 ) _
) _ 1 aplicagéo de 30 minutos do gel
BS-CLA minutos de permanéncia do

gel de BS

clareador

1 aplicagéo de 30 minutos do gel
CLA+BS - clareador misturado com o gel de
BS (1:1)
1 aplicagao de 30 minutos do gel
CLA+H,0 - clareador misturado com agua
(1:1)

- Sessdao clareadora
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Todos os animais foram anestesiados via intramuscular com uma associagao
do sedativo a base de Xilazina 2% (10mg/Kg) e o anestésico a base de cloridrato de
Ketamina 10% (80 mg/Kg).

Distribuidos de forma aleatoria, os molares de cada lado receberam os
tratamentos como se segue:

e Grupo Controle: ndo recebeu qualquer produto;

e Grupo CLA: foi realizada a aplicacdo e fotoativacdo da barreira gengival
resinosa (Top Dam — FGM Produtos Odontoldgicos), e em seguida, foi aplicado
aproximadamente 0,01 mL de H,0, 35% (KRAIGHER et al., 2006, CINTRA et al.,
2013), que permaneceu em contato com o esmalte por 30 minutos (CINTRA et al.,
2016b);

e Grupo BS-CLA: foi realizada a aplicacdo do BS friccionado com microbrush
sobre a superficie do esmalte por 30 segundos, e repousou por 20 minutos
(adaptado de TIRAPELLI et al., 2011 e DENG et al., 2013). Em seguida foi realizado
o procedimento clareador como no grupo CLA;

e Grupo CLA+BS: foram aplicados 0,01 mL da mistura do gel clareador com o
gel de BS, na proporcao de 1:1, que permaneceu em contato com o esmalte por 30
minutos (adaptado de DENG et al., 2013).

e Grupo CLA+H,0: foram aplicados 0,01 mL da mistura do gel clareador com a
agua destilada, na proporcao de 1:1, que permaneceu em contato com o esmalte

por 30 minutos.

ApoOs cada tratamento realizado, a superficie do dente foi limpa com algodao
e papel absorvente e lavada abundantemente com agua, e a barreira gengival

retirada.

- Eutanasia e processamento laboratorial

Decorrido o periodo pré-determinado de 2 dias apds o0 procedimento
clareador (KINA et al., 2010, COSTA et al., 2010, CINTRA et al., 2013), os animais
foram mortos com 150mg/Kg de Tiopental sédico. Apds morte, foi removida toda a
pele correspondente a face direita do animal e com dois cortes realizados com
tesoura no angulo da boca, foi realizada a separacdo da mandibula e maxila.

Empregando uma lamina intercambiavel n°15, montada em cabo de bisturi, foi
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realizada uma incisdo em profundidade no palato do animal ao nivel do plano sagital
mediano acompanhando a sutura intermaxilar, separando a maxila direita da
esquerda. Separadas as maxilas e, empregando-se novamente uma tesoura, foi
realizado outro corte de modo a tangenciar a face distal dos molares superiores

direito e esquerdo, possibilitando a obteng&o das hemimaxilas direita e esquerda.

As hemimaxilas foram colocadas imediatamente em frascos individuais
devidamente identificados, contendo solucéo formalina a 10%, tamponada com pH
neutro, durante as primeiras 20 horas e depois lavadas em agua corrente por um
periodo de 12 horas. Apoés a fixagdo, as pecas foram desmineralizadas em solucéo
de EDTA 10%.

As hemimaxilas foram entéo lavadas em agua corrente, desidratadas em
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A orientacdo no momento da
inclusdo permite a realizacdo de cortes teciduais dos molares superiores e
estruturas de suporte em seu sentido longitudinal. Apés inclusédo, as pecas foram
cortadas com cortes semi-seriados, com 5 pm de espessura, realizados em
micrétomo (Leica - RM 2045). Para fins de padronizacdo, foi selecionada a raiz
mesial do primeiro molar superior em cortes que proporcionaram a visualizacao
desta raiz em seu sentido longitudinal pleno. Esta raiz serviu de orientacdo durante a
realizagdo dos cortes, e foram selecionados os cortes centrais da camara pulpar.
Para cada espécime, 02 laminas com 3 cortes teciduais da polpa dentaria cada,

foram preparadas e coradas com Hematoxilina e Eosina.

- Analise dos resultados para a coloracao de H.E.

Andlise Descritiva: A analise microscopica descritiva da reac¢do do tecido
pulpar frente ao processo de clareacdo dentaria consiste na descricdo dos
fendmenos histopatologicos, procurando caracteriza-los globalmente em funcéo das

variaveis experimentais.

Andlise Qualitativa: A analise qualitativa dos cortes teciduais corados por
H.E. foi realizada por meio da atribuicdo de escores. Esta andlise consistiu na
avaliacdo das condi¢cdes histopatologicas das estruturas examinadas, em itens

distintos, atribuindo magnitudes registradas sob a forma de escores de 1 a 5 para
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resposta inflamatéria (BENETTI et al., 2017) (Tabela 2), possibilitando dados para
uma andlise estatistica, por meio do Software SigmaPlot 12.0 (Chicago, IL, USA).

A intensidade do processo inflamatorio foi analisada em conformidade
com o numero médio aproximado de células inflamatérias presentes em diferentes

campos, de um mesmo espécime, examinados em aumento de 400X.

Tabela 2. Escores atribuidos para a resposta inflamatoéria.

Escore Descricao

1 Células inflamatodrias ausentes ou em numero desprezivel;

2 Infiltrado inflamatorio discreto (menos de 25 células por campo);

3 Infiltrado inflamatério moderado (entre 25 e 125 células por campo);
4 Infiltrado inflamatdrio severo (mais que 125 células por campo);

5 Necrose.

A avaliacdo microscopica das laminas coradas em H.E. foi efetuada por
um observador cego calibrado que determinou os escores para cada espécime. Os
resultados de cada grupo experimental foram apresentados por meio de uma andlise

comparativa.

De posse dos dados obtidos na forma de escores foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis e quando observada alguma diferenca significante, foi realizado o
cruzamento entre os grupos, pelo teste de comparagcdes multiplas de Dunn.
Também foi empregado o teste de Mann Whitney para comparacao entre dois

grupos isoladamente.

Experimento in vitro

- Obtencéo dos blocos de dentes bovinos

Foram utilizados inicialmente 100 incisivos bovinos obtidos a partir de

animais com idade entre 24 e 36 meses (CINTRA et al., 2016a). Os procedimentos
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realizados neste estudo foram aprovados no comité de ética local (Processo FOA n°
00229-2017).

ApoOs a extracdo e obtencdo dos dentes, os mesmos foram limpos com
curetas e, para evitar a proliferacdo bacteriana, os dentes foram armazenados em
solucéo salina fisiologica contendo timol a 0,1% e mantidos em refrigerador em
temperatura de 4°C, até o inicio da fase experimental.

Os dentes foram submetidos a profilaxia com auxilio de pedra-pomes e
agua e em seguida, tiveram as raizes separadas da coroa na juncdo amelo-
cementaria. As coroas foram fixadas em um dispositivo acoplado a plataforma de
uma furadeira de bancada (modelo FGC-16, Ferrari, Sdo Paulo, SP, Brasil). Com
auxilio de uma ponta diamantada para corte de vidro (8 mm em diametro, Dinser
Diamond Tools Ltda, Sacoma, SP, Brasil) e sob constante irrigacdo, foram obtidos
discos de esmalte/dentina com 5,7mm de diametro, a partir do terco médio da face
vestibular de cada dente (CINTRA et al., 2016a).

Todos os discos foram submetidos a regularizacdo da superficie
dentinaria por meio de movimentos giratérios manuais sobre lixas de O6xido de
aluminio de granulagcdo 400 e 600 (T469-SF-Noton, Saint-Gobam Abrasives Ltda,
Jundiai, SP, Brasil), até que apresentassem a espessura de 3,5 mm
(aproximadamente 1,3 mm de esmalte e 2,2 mm de dentina, £2 mm), medidos em
paquimetro digital (modelo 500-144B, Mitutoyo Sul América Ltda, SP, Brasil)
(CINTRA et al., 2016a). Para remocao da smear layer, foi aplicada solugéo de EDTA
0.5M, pH 7,2 por 30 segundos (JACQUES & HEBLING 2005), seguido de lavagem

com agua deionizada.

- Selecdo das amostras

ApoOs a obtencéo dos discos, os mesmos foram submetidos a uma leitura
inicial prévia do valor de L*, utilizando o aparelho espectrofotdmetro de Reflexao
Ultravioleta Visivel, Modelo UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Japao), que utiliza o sistema
de cores CIE L*a*b*. Obtidos os valores L* foi calculada a média de toda a
amostragem, sendo selecionados os 50 blocos dentarios que apresentaram valores
de L* mais préximos do valor médio, respeitando a tolerancia de 5% (CINTRA et al.,
2016a).
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- Preparo das Céamaras Pulpares Artificiais (CPA) e sessao

clareadora

Os discos de dentes bovinos foram adaptados as camaras pulpares
artificiais. Cada CPA possui 2 compartimentos: a por¢ao superior, com uma abertura
de 8 mm de diametro, e a porcao inferior, com 6 mm de abertura, permitindo o
posicionamento e travamento adequado do espécime. A porcao inferior possui
perfuracdes laterais que permitiu a circulacdo da solucéo utilizada para quantificar o
H,O, penetrado no espécime. Ao redor dos espécimes posicionados nas CPAs,
foram inseridos dois anéis de silicone, com didmetro interno de 4,47 mm, e
espessura de 1,78 mm (Ref. OR 008; Rodimar Rolamentos Ltda, Araraquara, SP,
Brazil) (CINTRA et al., 2016a).

Apdés a confeccdo das CPAs, com os blocos de dentes bovinos
adaptados, foram realizados os tratamentos conforme ja descrito anteriormente no

experimento in vivo, de acordo com cada grupo experimental (Tabela 1).

- Quantificacdo da penetragcédo trans-amelodentinéaria de H,0O;

Para quantificar o H,O, que penetrou através dos discos de esmalte e
dentina, 1 mL de solucdo tampao de acetato (acetato de sédio 2M e acido acético
2M, 1:1, pH=4,5) foram despejados em pocos de placas de cultura celular, onde
estavam acopladas as CPAs durante a sesséo clareadora (Cintra et al., 2016a). A
superficie dentinaria permaneceu em contato com essa solugdo tampéo, e o H,O;
difundido através da estrutura dentaria fez parte da mesma. Apds o procedimento
clareador, foram coletados 25uL da solugdo tampao contendo o H,O, permeado, e
adicionados a solucdo do corante violeta leucocristal (0,5 mg / mL; Sigma Chemical
Co, St. Louis, MO, EUA), e a solugéo contendo enzima peroxidase (1 mg / ml, Sigma
Chemical Co, St. Louis, MO, EUA) (BRISO et al., 2014, CINTRA et al., 2016a).

A coloracdo dessa mistura varia sua intensidade de acordo com a
quantidade de H,0O,. Assim, como a absorbancia € proporcional a concentracdo do
H.O,, € possivel avaliar indiretamente a quantidade de H,O, que difundiu da
superficie dentéria para a solucao contida na CPA (Cintra et al., 2016a). A leitura da

solucdo foi realizada com o Espectrofotdmetro de Reflexdo Ultravioleta Visivel*,
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Modelo UV-2450 (Shimadzu, Kyoto, Japao), 30 minutos apds cada sessdo
clareadora (CINTRA et al., 2016a).

Os valores obtidos das leituras das soluc¢des de concentracdo conhecida,
e das obtidas das placas acrilicas apés procedimento clareador, permitiram criar um
grafico de absorbancia versus concentracdo, que foi utilizado para a determinacao
da difusdo do H20; no interior da CPA.

- Avaliacao da eficacia clareadora

Os espécimes foram submetidos & mensuracdo de suas cores em
espectrofotometro de Reflexdo Ultravioleta Visivel, Modelo UV-2450 (Shimadzu,
Kyoto, Japdo), apds a sessao clareadora. Este aparelho utiliza o modelo de cores
CIE L*a*b*, estabelecido pela Comission Internacionale de [I'Eclairage — CIE
(Comissao Internacional sobre Iluminacédo), que permite a especificagcdo de
percepcdes de cores em modelos tridimensionais. As leituras foram realizadas na
superficie vestibular dos espécimes, e comparadas a leitura inicial, através do
comprimento de onda versus reflexdo. A axial “L” € conhecida como luminosidade e

[{peet)

se estende de 0 (preto) a 100 (branco perfeito). A coordenada “a” representa a
guantidade de vermelho (valores positivos) e de verde (valores negativos), enquanto
a coordenada “b” representa a quantidade de amarelo (valores positivos) e de azul

(valores negativos).

Para realizagcdo da leitura foram confeccionados suportes de silicone
preto com o diametro (57mm) e espessura (3,5mm) para posicionamento
padronizado dos discos de esmalte/dentina com o feixe de luz. A analise de cor foi
realizada antes da sessao clareadora (T0), imediatamente ap0s a sessao clareadora
(T1) e 24 horas apos (T2) (CINTRA et al.,, 2016a). Foram realizadas trés leituras

para cada amostra, e calculada a média entre elas (CINTRA et al., 2016a).

O sistema CIE L*a*b* calcula a distancia de cor entre dois pontos atraves

da féormula:

AE = [(AL)2 + (Aa)2 + (Ab)2]1/2.
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Os valores da penetracdo de peroxido de hidrogénio, e das leituras de
cor, foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para definir o teste
estatistico a ser empregado. Todos os dados passaram no teste de normalidade,
assim foi realizada a analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para
comparacdo entre as medias. Neste caso, por se tratar de avaliagdo métrica os
dados foram expostos por meio das médias dos valores observados em cada grupo,
em funcéo dos periodos de observacdo. Foi considerado o nivel de significancia de
5% (p<0,05). Todos os valores foram analisados com o Software SigmaPlot 12.0
(Chicago, IL, USA).
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2.6 RESULTADOS

Experimento in vivo

Andlise histolégica
Grupo Controle

Os espécimes deste grupo apresentaram tecido pulpar com
caracteristicas de normalidade, apresentando camada de odontoblastos integra e
em continuidade com as camadas de pré-dentina e dentina. Todos 0s espécimes em
todos os tercos ndo apresentaram concentracdo de células inflamatorias ou em
namero desprezivel (Fig.1l; A,a — Tab.3). Este grupo serviu de controle para
comparacao e identificacdo das alteracdes do tecido pulpar nos demais grupos

experimentais.

Grupo CLA:

A maior parte dos espécimes deste grupo apresentou necrose no terco
oclusal da polpa coronaria, com algumas excec¢des que apresentaram infiltrado
inflamatorio severo em meio a desorganizacéo do tecido pulpar e/ou necrose parcial.
No terco médio, 2 espécimes apresentaram infiltrado inflamatorio moderado, com
permanéncia da desorganizacdo celular, e 0s outros espécimes apresentaram
necrose e infiltrado inflamatério severo. No terco cervical, a maior parte dos
espécimes apresentou infiltrado inflamatério moderado, com alguns espécimes

apresentando infiltrado inflamatorio leve (Fig.1; B,b — Tab.3).

Grupo BS-CLA:

Os espécimes deste grupo apresentaram desorganizacdo do tecido
pulpar no ter¢co oclusal da polpa coronaria, com a maioria dos espécimes
apresentando infiltrado inflamatério de moderado a severo e 2 espécimes
apresentaram necrose. No terco médio foi observado tecido pulpar mais organizado,
com inflamacéo discreta a moderada. No terco cervical, a maior parte dos espécimes

nao apresentou infiltrado inflamatoério e alguns espécimes apresentaram infiltrado
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inflamatorio discreto, ficando préximo do padrdo de normalidade do tecido pulpar.
(Fig.1; C,c — Tab.3).

Grupo CLA+BS:

No terco oclusal deste grupo, 2 espécimes apresentaram infiltrado
inflamatorio severo, 4 espécimes apresentaram infiltrado discreto e outros 4
moderado, além de tecido pulpar parcialmente danificado. No terco médio, a maioria
dos espécimes apresentaram infiltrado inflamatério discreto ou ausente, com 2
espécimes apresentando infiltrado inflamatério moderado. No terco cervical apenas
2 espécimes apresentaram infiltrado inflamatério discreto, enquanto a maioria dos
espécimes apresentaram auséncia de infiltrado inflamatério com organizacéo

tecidual semelhante ao encontrado no grupo controle. (Fig.1; D,d — Tab.3).
Grupo CLA+H,0:

A maior parte dos espécimes deste grupo apresentou infiltrado
inflamatério discreto no terco oclusal da polpa coronéaria, com algumas excecdes que
apresentaram infiltrado inflamatério moderado. No terco médio, a maioria dos
espécimes apresentou auséncia de infiltrado inflamatério em meio ao tecido com
aspecto de normalidade, enquanto outros espécimes apresentaram infiltrado
inflamatorio discreto e 2 espécimes, a excecao, apresentaram infiltrado inflamatério
severo. No terco cervical, todos os espécimes apresentaram auséncia de infiltrado
inflamatorio, resultados semelhantes aos encontrados nos espécimes do grupo
controle (Fig.1; E,e -Tab.3).
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Figura 1. Fotomicrografias representativas dos espécimes dos grupos apos 2 dias.
Controle: aspecto microscopico panoramico evidenciando tecido pulpar normal; (A) regido de corno
pulpar (a). CLA: Aspecto microscopico panoramico mostrando desorganizagdo do tecido pulpar e
alteragOes severas; (B) extensa area de necrose no ter¢o oclusal (b). BS-CLA: inflamagéo severa no
terco oclusal da polpa coronaria (C) e area de necrose (c). CLA+BS: Aspecto microscopico
evidenciando organizacao tecidual (D) e aspecto de normalidade no corno pulpar (d). CLA+H,0: (E)
Aspecto microscopico evidenciando organizacao tecidual; (e€) corno pulpar evidenciando aspecto de
normalidade [H.E.; 100x, 400x].
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Tabela 3. Escores atribuidos para o infiltrado inflamatério apés 2 dias

Tercos Escore Grupos Andlise Estatistica
Controle | CLA | BS-CLA | CLA+BS | CLA+H,0O
1 10/10 0/10 0/10 0/10 0/10
2 0/10 | o/10 | 0/10 410 6/10 | <ruskal-Wallis € Dunn:
elusal 3 0/10 | 010 | 4/10 4/10 410 |0~ <0001
4 0/10 4/10 4/10 2/10 0/10 Mann-Whitney:
5 0/10 6/10 2/10 0/10 0/10 | oL AXBS-CLA: P=0.026
Mediana* 1° 5P 4 3° 2%¢
1 10/10 0/10 0/10 4/10 6/10
2 0/10 | o/10 | 410 4110 410 | Kruskal-Wallis e Dunn:
Médio 3 0/10 2/10 6/10 2/10 o0 |F = <0.001
4 0/10 4/10 0/10 0/10 2/10 Mann-Whitney:
5 0/10 4/10 0/10 0/10 0/10 | oL AXBS-CLA P = <0.001
Mediana* 1° 4° 3 2% 1°¢
1 10/10 0/10 6/10 8/10 10/10
2 010 | 410 | 410 2/10 o/10 | Kruskal-Wallis e Dunn:
. 3 0/10 | 6/10 | 0/10 0/10 o0 |7 = <0.001
Cervical
4 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 Mann-Whitney:
5 0/10 0/10 0/10 0/10 0/10 | oL AXBS-CLA P = <0.001
Mediana* 1° 3° 12° 1° 1°
*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(p<0.05).

Comparacdes entre 0s grupos

Na analise histologica, os escores atribuidos ao infiltrado inflamatério
gerado pelo procedimento clareador foram comparados entre 0S grupos, e sao
apresentados na Tabela 3. O grupo CLA apresentou necrose no terco oclusal da
polpa coronéria, enquanto o BS-CLA apresentou inflamacdo moderada a severa,
sendo semelhantes entre si (p>0,05) e diferentes do Controle (p<0,05). No terco
meédio o grupo CLA apresentou inflamacdo severa a necrose e 0 grupo BS-CLA,
inflamacdo moderada, diferentes do Controle (p<0,05). JA& CLA+BS apresentou
inflamacé&o discreta a moderada no tergco oclusal, sem diferenca para o grupo BS-
CLA (p>0,05), e discreta a ausente no terco médio, sem diferenga para o grupo BS-
CLA e Controle (p>0,05). O grupo CLA+H,0O apresentou inflamacéo leve no terco
oclusal e leve a ausente no terco médio, sem diferenca para o grupo CLA+BS e
Controle (p>0,05).
CLA+BS e CLA+H,0, sem diferenca com o controle (p>0,05), e inflamacéo leve a

No tergo cervical, havia inflamacdo ausente nos grupos com
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ausente no grupo BS-CLA, sem diferenga com os grupos CLA e Controle (p>0,05),
enquanto o grupo CLA apresentou inflamagdo moderada, com diferenca significativa
com os grupos Controle, CLA+BS e CLA+H,O (p<0,05). Na analise comparativa
entre 0s grupos que receberam o gel clareador, pode-se notar uma diferenca
significativa (p<0,05) nos tercos oclusal e médio da polpa coronaria. Os grupos
CLA+BS e CLA+H,O destacaram-se por apresentar melhores resultados
histolégicos, sugerindo que o BS misturado ao gel clareador e o peréxido de
hidrogénio diluido em menores concentracfes possam minimizar o dano tecidual a

polpa dentéria.

Experimento in vitro

Quantificacdo da penetracao trans-amelodentinaria de H,O,

Apoés a andlise estatistica, o grupo CLA, que recebeu apenas a aplicacao
do gel clareador com peroxido de hidrogénio a 35%, apresentou a maior penetracdo
de H,O, com diferenca significativa do grupo Controle (p<0,05). O grupo BS-CLA
também apresentou uma alta taxa de penetracdo, sendo semelhante ao grupo CLA
(p>0,05) e diferente do grupo controle (p<0,05). Entretanto, os grupos CLA+BS e
CLA+H,0O apresentaram menor penetracdo de H,O, sendo semelhantes ao grupo
BS-CLA (p>0,05) e com diferenca estatistica para o grupo Controle e CLA (p<0,05).
(Tabela 4.)

Tabela 4. Quantificacdo da penetracdo do H,O,em cada grupo avaliado

Cont CLA BS-CLA CLA+BS CLA+H,0 P

Média +

P+ 0.11+0.18°  4.18+0.42° 3.94+0.80°°  3.29+0.76° 3.24+0.83° p<0.001

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0.05).
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Avaliacao da eficacia clareadora

Na andlise da alteragcdo de cor imediata, com a varidvel AL, que
representa a alteracdo de cor que varia do preto ao branco, o grupo controle nao
houve alteracdo significativa, uma vez que as amostras deste grupo nao receberam
aplicacdo de produto, servindo como uma analise comparativa para os demais
grupos em todas as analises. Os valores dos grupos CLA, BS-CLA e CLA+BS foram
altos para esta variavel com diferenca significativa do grupo Controle (p<0,05) O
grupo CLA+H,O apresentou uma mediana menor, ndo apresentando diferenca
significativa entre o grupo controle e os demais grupos (p>0,05). Apés 24 horas, as
medianas para todos os grupos diminuiram, exceto para o grupo CLA+BS que teve
esse valor aumentado. Os grupos CLA, BS-CLA e CLA+BS continuaram
apresentando diferenca significativa ao grupo Controle (p<0,05), enquanto o grupo
CLA+H,O continuou sem diferenca significativa entre o grupo Controle e demais
grupos (p>0,05).

Na variavel Aa, que representa as cores vermelho e verde, todos os
grupos apresentaram valores de medianas baixos, sem diferengca com 0 grupo
Controle (p>0,05). ApGs 24 horas, todas as medianas permaneceram reduzidas sem

diferenca significativa entre os grupos (p>0,05).

Na andlise de Ab, todos os valores foram estabelecidos em postos
meédios, e os valores dos grupos que receberam o gel clareador foram negativos,
isso significa que ficaram em um tom mais proximo do azul apés a clareacdo. Assim,
todos os grupos apresentaram diferenca significativa com o grupo Controle (p<0,05),
gue permaneceu em um tom mais amarelado. Apos 24 horas, as meédias dos grupos
clareados foram mais altas e com valores negativos, permanecendo diferentes

estatisticamente do grupo Controle (p<0,05).

Para o AE imediato, todos 0s grupos, exceto o Controle, apresentaram
medianas altas, isso significa que houve variacdo na cor inicial. Os grupos CLA, BS-
CLA e CLA+BS apresentaram diferenca significativa com o grupo Controle e
(p<0,05) e foram semelhantes entre si (p>0,05). O grupo CLA+H,O apresentou a

mediana mais baixa entre os grupos que receberam o gel clareador, o que
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demonstra que este grupo sofreu menor alteragdo de cor, sem diferenca com o
grupo Controle e demais grupos (p>0,05). Apdés 24 horas, as alteracbes
permaneceram as mesmas, com 0s grupos CLA, BS-CLA e CLA+BS diferentes do
Controle (p<0,05) e o grupo CLA+H,O semelhante ao Controle e demais grupos

(p>0,05). (Tabela 5.)

Tabela 5. Quantificacdo da alteracdo de cor de cada grupo em diferentes periodos de

andlise.
Grupos Alteracéo de Cor
(n=10) Média (xDP)/Mediana (min-max)*
AL Aa Ab AE
Cont -0.13 (-1.04 - 0.13)* 0.06 (-0.00 — 0.44)* 0.32 (x0.67)* 1.10 (0.79 — 1.42)%
CLA 3.03(2.03-4.78)° 0.20 (-0.43 — 0.06)* -0.83 (+0.67)" 3.12 (2.65 —4.80)"
Imediata BS-CLA  2.63 (1.97 —2.90)° 0.42 (-0.07 — 1.36)* -1.28 (+0.96)° 3.10 (3.00 — 3.43)"
CLA+BS 2.34(1.51-3.17)° 0.60(0.29 —3.46)* -0.75 (+0.57)° 3.30 (2.71 — 4.35)"
CLA+H,0  1.76 (0.71-2.21)* 0.61 (0.24 — 1.80)* -0.78 (+0.97)° 2.52 (1.84 — 3.17)*
AL Aa Ab AE
Cont -0.07 (-0.77 - 0.23)* 0.01 (-0.26 — 0.52)* -0.38 (+0.69)" 0.92 (0.68 — 1.27)%
CLA 2.54 (1.30 — 4.93)° -0.04 (-0.18 — 0.34)* -2.03 (+0.69)° 3.26 (3.12 -5.20)"
24 h BS-CLA  1.81(1.1-3.09)° 0.08(-0.23 —0.41)* -2.46 (+0.87)° 3.32 (3.09 — 3.95)"
CLA+BS  2.97 (1.50 - 3.60)° 0.10 (-0.09 — 0.87)* -2.09 (+0.69)° 3.77 (3.54 — 4.21)"
CLA+H,O 0.89 (0.21 — 1.80)* -0.03 (-0.29 — 0.47)* -2.36 (x0.73)" 2.84 (1.93 —3.32)*
*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos
(p<0.05).

Comparacdes entre 0s grupos

Todos os grupos que receberam a aplicacdo do gel clareador sofreram
penetracdo do H,O, por esmalte e dentina e alteracdo de cor. Tornando-se mais
brancos e azulados imediatamente apdés a aplicacdo do gel e permanecendo
clareados apds o periodo de 24 horas. Entretanto, os grupos CLA+BS e CLA+H,0
apresentaram menor penetracdo do H,O, sendo diferentes do grupo que recebeu
apenas o gel clareador (p<0,05). Por outro lado, somente o grupo CLA+BS

apresentou alteracdo de cor imediatamente apos a aplicacdo do produto semelhante
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aos demais grupos clareados (p>0,05) e manutencdo da alteracdo de corapls 24
horas, permanecendo diferente do grupo Controle (p<0,05). Estes resultados
sugerem que o grupo CLA+BS tem uma menor penetracdo do H,O, na estrutura

dentaria sem, contudo, prejudicar sua eficacia clareadora.
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2.7 DISCUSSAO

O emprego de compostos vitreos biocompativeis vem sendo difundido em
diversas interfaces da odontologia com resultados promissores (FROUM et al., 1998,
LIN et al., 2000, AZENHA et al., 2010). A partir destes resultados iniciais, uma nova
formulacdo foi preparada a fim de ampliar os beneficios do uso deste material
altamente biocompativel e com excelentes propriedades bioativas, o Biosilicato®
(RORIZ et al., 2010, RENNO et al., 2013,).

O BS esteve associado ao procedimento clareador devido ao seu
potencial remineralizante (CHINELATTI et al., 2017, DE MORAIS et al., 2018) que
poderia atuar protegendo as estruturas dentarias da agressao causada pela difuséo
do H,O, (TRINDADE et al., 2009, SOARES et al., 2013, MELLGREN et al., 2018).

Na analise histolégica foi possivel verificar que ap6s 2 dias da aplicacdo do
gel de peroxido de hidrogénio a 35%, houve necrose na maioria dos espécimes
avaliados no terco oclusal de polpa coronaria, isto comprova o quéo agressivo é o
procedimento clareador ao tecido pulpar, corroborando os resultados de outros
estudos (CINTRA et al., 2016 a; b; c, BENETTI et al., 2017; 2018). No entanto, em
um primeiro estudo realizado com o BS misturado ao gel clareador houve menores
danos teciduais, demonstrando apenas um processo inflamatério leve a moderado
no terco oclusal da polpa coronaria, com inflamacdo até ausente em alguns
espécimes nos outros tercos. E o BS aplicado antes do gel clareador apresentou
também uma boa resposta em comparacdo a Unica aplicacdo do H,O, Estes
resultados sugeriram que ha capacidade do BS em minimizar os danos gerados pelo
procedimento clareador quando aplicado antes do gel clareador ou misturado a ele.

Entretanto, restaram duvidas quanto ao protocolo clinico ideal para o seu uso.

Esses resultados satisfatérios com o protocolo de aplicagdo da mistura do
BS geraram um questionamento se o BS realmente tem efeito terapéutico ou se na
mistura atua apenas como um diluente do gel clareador, reduzindo sua
concentracdo, uma vez que ja foi demonstrado que géis em menores concentracdes
promovem menos alteragOes estruturais (DE ARRUDA et al., 2012, DE OLIVEIRA

DUQUE et al.,, 2017). Uma alternativa para resolver esta questdo foi incluir uma
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andlise comparativa entre o gel clareador misturado ao BS e o gel clareador

misturado & 4gua como diluente.

Outra alternativa para avaliar qual o melhor protocolo de atuacdo do BS,
foi introduzir o método in vitro, ja utilizado em outros estudos sobre a clareacéo
dentéria para avaliar a alteracdo de cor e difusdo dos géis clareadores por esmalte e
dentina em diferentes protocolos e concentracdes, a fim de identificar o método mais
seguro e eficaz de clareacédo (BRISO et al., 2014; 2015, CINTRA et al., 2016), uma
vez que ja foi visto que o dano causado aos tecidos € proporcional a penetracédo do
H,O, contido no gel clareador (SOARES et al.,, 2014, DE ALMEIDA et al., 2015,
LLENA et al., 2018). Neste caso, ele responderia a duvida se o BS atua de forma
benéfica reduzindo a penetracdo do H,O, e se ha alteracdo na eficacia clareadora

com a sua aplicacao.

E importante avaliar a eficacia clareadora nestes casos porque embora
géis clareadores com menores concentracbes H,O, causem menos danos na
aplicacdo imediata, sdo necessarias mais aplicacfes do produto para que haja a
alteracdo de cor e estética desejada e ja foi demonstrado que a acao prejudicial do
gel clareador é proporcional ao numero de aplicacfes (CINTRA et al., 2013). Assim,

apenas optar por produtos menos concentrados pode néo ser a alternativa ideal.

Do mesmo modo que produtos que tem efeito protetor as estruturas mas
prejudicam a eficacia clareadora nao trazem beneficios aos pacientes, produtos que
potencializam a alteracdo de cor mas nao minimizam a toxicidade do gel clareador
também n&o tém utilidade (DUQUE et al., 2014, ACUNA et al., 2019). Deste modo, o
gue se espera de uma formulacdo para que ela seja totalmente benéfica ao paciente
€ que ela reduza a difusdo do H,O, sem interferir no branqueamento (ORTECHO-
ZUTA et al., 2018, TORRES et al., 2019). Isto ndo ocorreu neste estudo com o gel
clareador diluido em agua, que apesar de menor penetracdo do H,O, interferiu

negativamente na alteracao de cor.

Quanto aos outros resultados da analise in vitro, podemos sugerir que
eles foram compativeis com os resultados avaliados no segmento in vivo, que foi
capaz de demonstrar que o grupo que teve o BS aplicado na mistura apresentou
menor dano e mais superficial, uma vez que ele reduziu a penetracdo do gel
clareador. Outro dado importante com relagdo a este grupo € que foi possivel

verificar que mesmo reduzindo a penetragdo do gel clareador, ndo houve diferenca
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na alteracdo de cor, inclusive apos 24 horas da aplicagdo do produto. Esses
resultados fortalecem a hipétese de que o BS misturado ao gel clareador possa ser
o protocolo mais favoravel, uma vez que ele minimiza os danos causados pelo gel

clareador sem, contudo, alterar sua eficacia clareadora.
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2.8 CONCLUSAO

O BS aplicado antes do gel clareador ou na mistura reduz a inflamacéo
causada pela clareacdo dentéria. Além disso, o BS misturado ao gel clareador reduz
a penetracdo do gel clareador em esmalte e dentina sem alterar a eficacia

clareadora.
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CAPITULO 2 -

Efeito terapéutico do Biosilicato® frente ao estresse
oxidativo pulpar e sensibilidade dentaria decorrente do

procedimento clareador
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3.1 RESUMO

Este estudo investigou o0 mecanismo de acdo e a capacidade
dessensibilizante do Biosilicato®, quando aplicado antes ou misturado ao gel
clareador, sobre o tecido pulpar de molares de ratos Wistar, por meio das analises
histolégica em H.E e da marcacdo imunoistoquimica para PCNA, HO-1, TNF-a e
Substéncia P. Hemi-maxilas de 20 ratos Wistar foram divididas aleatoriamente em 4
grupos (n=10): Controle- ndo recebeu tratamento; CLA- recebeu 30 min do gel
clareador H,O, 35%; BS-CLA- recebeu 20 min do gel de BS, seguido de 30 min do
H,O, 35%; CLA+BS- recebeu 30 min da mistura do H,O, 35% com o gel BS (1:1).
Apés 2 dias, os animais foram mortos e as hemi-maxilas separadas para analise
histoldgica em H.E. e imunoistoquimica para PCNA, HO-1, TNF-a e Substancia P.
Foram atribuidos escores a inflamacéo e a imunomarcacéao de TNF-a, e submetidos
aos testes de Kruskal-Wallis e Dunn (p<0,05). Para analise da area correspondente
a imunomarcacdo obtida através da densidade Optica de imunomarcacdo da
Substéncia P foi realizada a analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de
Tukey para comparacdo entre as meédias. Foram realizadas as contagens das
células imunomarcadas para HO-1 e PCNA, e foram submetidas ao teste de
normalidade de Shapiro-Wilk para definir o teste estatistico (p<0,05). Na anélise
histoldgica, o grupo CLA apresentou predominantemente necrose no terco oclusal
da polpa coronaria, e inflamacdo severa no terco médio, enquanto o BS-CLA
apresentou inflamagéo severa no terco oclusal e moderada no terco médio, ambos
diferentes do Controle (p<0,05). J& CLA+BS apresentou inflamagdo moderada no
terco oclusal e leve no terco médio, sem diferenca para o grupo BS-CLA e controle
(p>0,05). No terco cervical, houve inflamacé&o leve nos grupos com BS, e moderada
no grupo CLA (p<0,05). Na andlise imunoistoquimica para o imunomarcador TNF-
alfa, foi visto que o grupo CLA apresentou padrdo alto de imunomarcacdo nos 3
tercos da polpa coronaria, sendo diferente do grupo Controle (p<0,05). Enquanto os
grupos BS-CLA e CLA+BS apresentaram padrdo baixo ou moderado de
imunomarcacao para TNF-alfa em todos os ter¢os da polpa coronaria, sem diferenca
com o grupo Controle (p>0,05). A densidade Optica de imunomarcacdo para
Substancia P foi maior no grupo CLA, comparada a todos os grupos e em todos os

tercos da polpa coronaria (p<0,05). Ainda, os grupos BS-CLA e CLA+BS
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apresentaram densidade Optica semelhante ao controle no ter¢o oclusal (p>0,05), e
inferior ao controle no terco médio e cervical (p<0,05). Quanto a proliferacdo celular,
no terco oclusal, observou-se alta proliferacdo no grupo BS-CLA seguido de
CLA+BS, sendo ambos, diferentes do controle (p<0,05). No terco médio, 0 grupo
CLA apresentou a maior imunomarcacao para PCNA seguido do grupo BS-CLA,
sendo ambos diferentes do grupo Controle (p<0,05). J& o grupo CLA+BS ndo diferiu
de nenhum grupo (p>0,05). No terco cervical, o grupo BS-CLA apresentou maior
marcacao, seguido de CLA e CLA+BS, sendo os 3 diferentes do controle (p<0,05).
Na contagem de células imunomarcadas para HO-1, os grupos CLA e BS-CLA
apresentaram grande quantidade de ceélulas imunomarcadas no terco oclusal da
polpa coronaria, sendo diferentes do grupo Controle (p<0,05), e o grupo CLA+BS
também apresentaram diferenca com o grupo Controle e CLA (p<0,05). No terco
médio, os grupos BS-CLA e CLA+BS néo apresentaram diferenca do grupo CLA e
Controle (p>0,05) e foram semelhantes entre si (p>0,05), contudo, o grupo CLA foi
diferente do grupo Controle (p<0,05) em todos os tercos da polpa coronaria. No
terco cervical, o grupo CLA+BS foi diferente dos grupos Controle e BS-CLA (p<0,05)
e semelhante ao grupo CLA (p>0,05), que ndo foi diferente também do grupo BS-
CLA (p>0,05). Conclusédo: O Biosilicato® é capaz de reduzir o dano causado pelo
gel clareador, diminuindo a inflamacao, auxiliando no processo de reparo e atuando

como um dessensibilizante.

Palavras Chave: Clareamento Dental. Peréxido de Hidrogénio. Pulpite.
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3.2 ABSTRACT

This study investigated the mechanism of action and the desensitizing
ability of Biosilicate®, when applied before or mixed with the bleaching gel, on the
pulp tissue of Wistar rat molars, through histological analysis in HE and
immunohistochemical labeling for PCNA, HO- 1, TNF-a and Substance P. Hemi-
maxilla of 20 Wistar rats were randomly divided into 4 groups (n=10): Control-
received no treatment; CLA- received 30 min of the 35% H,0O, bleaching gel; BS-
CLA- received 20 min of BS gel, followed by 30 min of 35% H,0,; CLA+BS- received
30 min of the mixture of 35% H,O, with the BS gel (1:1). After 2 days, the animals
were killed and the hemi-maxilla separated for histological analysis in HE and
immunohistochemistry for PCNA, HO-1, TNF-a and P-Substance. Scores were
assigned to TNF-a inflammation and immunostaining, and submitted to the Kruskal-
Wallis and Dunn tests (p<0.05). For the analysis of the area corresponding to the
immunostaining obtained through the optical density of the Substance P, an analysis
of the variance (ANOVA) was performed, followed by the Tukey test for comparison
between the means. We counted the immunolabellated cells for HO-1 and PCNA and
were submitted to the Shapiro-Wilk normality test to define the statistical test
(p<0.05). In the histological analysis, the CLA group presented predominantly
necrosis in the occlusal third of the coronary pulp, and severe inflammation in the
middle third, while the BS-CLA presented severe inflammation in the occlusal third
and moderate in the middle third, both different from the Control (p<0.05). However,
CLA+BS presented moderate inflammation in the occlusal third and light in the
middle third, with no difference for the BS-CLA group and control (p>0.05). In the
cervical third, there was mild inflammation in the BS groups, and moderate in the
CLA group (p<0.05). In the immunohistochemical analysis for the TNF-alpha
immunomarker, it was observed that the CLA group presented a high pattern of
immunostaining in the 3-thirds of the coronary pulp, being different from the Control
group (p<0.05). While the BS-CLA and CLA+BS groups presented a low or moderate
pattern of TNF-alpha immunostaining in all thirds of the coronary pulp, with no
difference in the Control group (p>0.05). The optical density of immunostaining for
Substance P was higher in the CLA group, compared to all groups and in all thirds of
the coronary pulp (p<0.05). Also, the BS-CLA and CLA+BS groups had similar optic
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density to the control in the occlusal third (p>0.05), and inferior to the control in the
middle and cervical thirds (p<0.05). As for cell proliferation, in the occlusal third, there
was a high proliferation in the BS-CLA group followed by CLA+BS, both of which
were different from the control (p<0.05). In the middle third, the CLA group presented
the highest immunostaining for PCNA followed by the BS-CLA group, both of which
were different from the Control group (p<0.05). The CLA+BS group did not differ from
any group (p>0.05). In the cervical third, the BS-CLA group presented greater
marking, followed by CLA and CLA+BS, being the 3 different ones of the control
(p<0.05). The CLA and BS-CLA groups showed a large number of cells
immunolabellated in the occlusal third of the coronary pulp, being different from the
Control group (p<0.05), and the CLA+BS group presented difference with the Control
and CLA groups (p<0.05). In the middle third, the BS-CLA and CLA+BS groups
showed no difference between the CLA and Control groups (p>0.05) and were
similar among themselves (p>0.05), however, the CLA group was different from the
CLA Control (p<0.05) in all thirds of the coronary pulp. In the cervical third, the CLA +
BS group was different from the Control and BS-CLA groups (p<0.05) and similar to
the CLA group (p>0.05), which was not different also from the BS-CLA group (p
>0.05). Conclusion: Biosilicate® is able to reduce the damage caused by bleaching

gel, reducing inflammation, aiding in the repair process and acting as a desensitizer.

Key words: Tooth Bleaching. Hydrogen Peroxide. Pulpitis.
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3.3 INTRODUCAO

Pacientes submetidos a clareacdo dentaria consideram-se satisfeitos,
refletindo um impacto psicossocial positivo na qualidade de vida desses individuos,
mesmo & longo prazo (FERNANDEZ et al., 2016). Por outro lado, a literatura atual
tem demonstrado que, apesar de sua acdo benéfica, a clareacdo de dentes vitais
pode proporcionar danos as estruturas dentarias, tanto ao esmalte e dentina
(BISTEY et al., 2007, DENG et al., 2013, COCESKA et al., 2016) quanto ao tecido
pulpar (COSTA et al.,, 2010, RODERJAN et al., 2015), gerando consequéncias
negativas como a sensibilidade dentaria (HAYWOOD 2005, MEIRELES et al., 2014).

Ja foi comprovado que as técnicas usualmente utilizadas para a clareagao
de dentes vitais resultam em um aumento da dor provocada por estimulos térmicos
e alteracbes de pH (HAYWOOD 2005). Esta sensibilidade afeta também dentes
higidos, ao contrario da sensibilidade comum, que ocorre na presenca de dentina
exposta ou trincas no esmalte (HAYWOOD 2005).

Por ser um produto desenvolvido a base de vitroceramica bioativa, o
Biosilicato® mostrou-se como uma nova opg¢ao para o0 tratamento da
hipersensibilidade dentinaria (TIRAPELLI et al., 2010; 2011). Também mostrou
capacidade em minimizar a sensibilidade dentaria decorrente do procedimento
clareador (PINTADO-PALOMINO et al., 2015).

Em um estudo anterior, vimos que o BS aplicado antes ou na mistura do
gel clareador € capaz de minimizar os danos causados pela clareacdo dentaria.
Além disso, o BS adicionado ao gel clareador pode reduzir a penetragdo do H,0O,
sem prejudicar a eficacia clareadora. A partir destes resultados, surgem algumas
duvidas sobre o modo de acéo e aplicabilidade clinica do BS em associacdo ao
procedimento clareador que podem ser verificadas pela analise imunoistoquimica de

marcadores bioldgicos como PCNA, HO-1, TNF-a e pela analise histologica em H.E.

O Antigeno Nuclear de Proliferacdo Celular (PCNA) é uma proteina
presente no nucleo das células, e esta associada a proliferacdo de células de origem
normal ou transformadas (DA COSTA FILHO et al.,, 2002). Foi observado que o

PCNA esta presente durante o processo de reparo pulpar apds o procedimento
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clareador, indicando a capacidade destas células em responder ao estresse
oxidativo (BENETTI et al., 2017).

A Heme-Oxigenase 1 (HO-1) é uma proteina celular que tem sua
expressdo desencadeada como resultado de diversos estimulos de estresse,
principalmente relacionado a liberacdo de espécies reativas de oxigénio
(OTTERBEIN & CHOI 2000, COOPER et al.,, 2007, PAE & CHUNG 2009). A
presenca desta proteina foi observada em odontoblastos e células endoteliais apos
procedimento clareador (ANDERSON et al., 1999).

O Fator de Necrose Tumoral (TNF)-a € uma citocina pro-inflamatoria que
atua como um importante mediador de lesdes teciduais (TANSEY & SZYMKOWSKI
2009), iniciando a cascata da inflamacdo (ELSALHY et al., 2013). Maiores niveis
deste marcador foram observados no tecido pulpar inflamado (LI et al., 2015), e
também no tecido pulpar de molares de ratos apds clareacdo dentaria (BENETTI et
al., 2018).

A Substancia P é um neuropeptideo relacionado a nocicepcéo (resposta
aos estimulos dolorosos) e tem sua producao elevada no tecido pulpar submetido ao
agente clareador (CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008).

Diante do exposto, procurou-se desenvolver um estudo que preenchesse
algumas das lacunas existentes e relacionadas ao uso do Biosilicato® e dos géis
clareadores a respeito do seu mecanismo de acéo junto ao tecido pulpar apés a

clareagéo dentaria e um protocolo adequado para aplicagéo clinica.
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3.4 OBJETIVO

Investigar o mecanismo de acdo e a capacidade dessensibilizante do
Biosilicato®, quando aplicado antes ou misturado ao gel clareador, sobre o tecido
pulpar de molares de ratos Wistar, por meio da analise histolégica em H.E e

imunoistoquimica para PCNA, HO-1, TNF-a e Substancia P.
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3.5 MATERIAIS E METODOS

- Animais

Foram utilizados 20 ratos machos (Rattus norvegicus albinus, Wistar),
pesando aproximadamente 280g, provenientes do biotério da Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP. Os animais foram mantidos em ambiente com
temperatura entre 22 e 24°C com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas
escuro) e em gaiolas coletivas, quatro ratos por gaiola, alimentados durante todo o
periodo experimental com dieta sélida e agua “ad libitum”, exceto nas primeiras 24
horas apds a intervencdo. Os procedimentos realizados neste estudo foram

aprovados no comité de ética local (Processo FOA n° 00229-2017).

- Drogas empregadas

Para anestesia dos animais foi utilizado via intramuscular um sedativo a
base de Cloridrato de xilazina 2% (Xilazin, Syntec do Brasil LTDA — Cotia, Sao
Paulo, Brasil) na dosagem de 10mg por quilograma de peso corporal, € um
anestésico a base de Cloridrato de Cetamina a 10% (Ketamina Agener, Unido
Quimica Farmacéutica Nacional S/A — Embu-Guagu, S&o Paulo, Brasil) na dosagem
de 80 mg por quilograma de peso corporal. Para eutanasia, foi utilizado um
anestésico via intraperitoneal a base de tiopental sédico (Thipentax, Cristélia —
Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda — Itapira, SP, Brasil) na dosagem de 150mg

por quilograma de peso corporal.

- Agente Clareador

Foi utilizado o produto clareador disponivel no mercado, a base de
peroxido de hidrogénio a 35%, Whiteness HP Maxx (FGM Produtos Odontoldgicos -
Joinville, SC, Brasil). Este produto apresenta-se comercialmente em dois frascos, um
contendo o peroxido e o0 outro, 0 agente espessante, sendo estas substancias

misturadas na proporcao de 3:1.
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- Agente remineralizante

Foi utilizado um gel experimental a base de Biosilicato®, produzido a
partir do p6 de BS desenvolvido no Laboratério de Materiais Vitreos, da
Universidade Federal de Sao Carlos (TIRAPELLI et al.,, 2010, TIRAPELLI et al.,
2011, PINTADO-PALOMINO et al., 2015).

- Divisdo em grupos
Os grupos experimentais foram divididos de acordo com o tratamento

realizado, e podem ser visualizados na tabela 1.

Tabela 1. Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com o

tratamento realizado

Procedimento pré- . -
Grupos . Clareagao dentaria
clareacao

Controle - .

1 aplicacédo de 30 minutos do gel
CLA -
clareador

30 segundos de friccdo + 20 _ .
_ _ 1 aplicacédo de 30 minutos do gel
BS-CLA minutos de permanéncia do

gel de BS

clareador

1 aplicagdo de 30 minutos do gel
CLA+BS - clareador misturado com o gel de
BS (1:1)

- Sessao clareadora

Todos os animais foram anestesiados via intramuscular com uma
associacdo do sedativo a base de Xilazina 2% (10mg/Kg) e o anestésico a base de
cloridrato de Ketamina 10% (80 mg/Kg).

Distribuidos de forma aleatdria, os molares de cada lado receberam os
tratamentos como se segue:

e Grupo Controle: ndo recebeu qualquer produto;
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e Grupo CLA: foi realizada a aplicacdo e fotoativacdo da barreira
gengival resinosa (Top Dam — FGM Produtos Odontolégicos - Joinville, SC, Brasil), e
em seguida, foi aplicado aproximadamente 0,01 mL de H,0, 35% (KRAIGHER et al.,
2006, CINTRA et al., 2013), que permaneceu em contato com o esmalte por 30
minutos (CINTRA et al., 2016b);

e Grupo BS-CLA: foi realizada a aplicagdo do BS friccionado com
microbrush sobre a superficie do esmalte por 30 segundos, e repousou por 20
minutos (adaptado de TIRAPELLI et al., 2011 e DENG et al., 2013). Em seguida foi
realizado o procedimento clareador como no grupo CLA;

e Grupo CLA+BS: foram aplicados 0,01 mL da mistura do gel clareador
com o gel de BS, na proporcdo de 1:1, que permaneceu em contato com o esmalte
por 30 minutos (adaptado de DENG et al., 2013).

Apés cada tratamento realizado, a superficie do dente foi limpa com
algodao e papel absorvente e lavada abundantemente com &gua, e a barreira

gengival retirada.

- Eutanasia e processamento laboratorial

Decorrido o periodo pré-determinado de 2 dias apdés o procedimento
clareador (KINA et al., 2010, COSTA et al., 2010, CINTRA et al., 2013), os animais
foram mortos com 150mg/Kg de Tiopental (anestésico). Apds a morte, foi removida
toda a pele correspondente a face direita do animal e com dois cortes realizados
com tesoura no angulo da boca, foi realizada a separacdo da mandibula e maxila.
Empregando uma lamina intercambiavel n°15, montada em cabo de bisturi, foi
realizada uma incisdo em profundidade no palato do animal ao nivel do plano sagital
mediano acompanhando a sutura intermaxilar, separando a maxila direita da
esquerda. Separadas as maxilas e, empregando-se novamente uma tesoura, foi
realizado outro corte de modo a tangenciar a face distal dos molares superiores

direito e esquerdo, possibilitando a obtencdo das hemimaxilas direita e esquerda.

As hemimaxilas foram colocadas imediatamente em frascos individuais
devidamente identificados, contendo solucdo formalina a 10%, tamponada com pH

neutro, durante as primeiras 20 horas e depois lavadas em agua corrente por um
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periodo de 12 horas. Apos a fixagdo, as pecas foram desmineralizadas em solugéo
de EDTA 10%.

As hemimaxilas foram entdo lavadas em agua corrente, desidratadas em
alcool, diafanizadas em xilol e incluidas em parafina. A orientacdo no momento da
inclusdo permitiu a realizacdo de cortes teciduais dos molares superiores e
estruturas de suporte em seu sentido longitudinal. Apés inclusdo, as pecas foram
cortadas com cortes semi-seriados, com 5 pm de espessura, realizados em
micrétomo (Leica - RM 2045). Para fins de padronizacdo, foi selecionada a raiz
mesial do primeiro molar superior em cortes que proporcionam a visualizacdo desta
raiz em seu sentido longitudinal pleno. Esta raiz serviu de orientagcdo durante a
realizacdo dos cortes, e foram selecionados o0s cortes centrais da camara pulpar.
Para cada espécime, 02 laminas com 3 cortes teciduais da polpa dentaria cada,
foram preparadas e coradas com Hematoxilina e Eosina e outras 04 laminas foram
submetidas a técnica de imunoistoquimica para PCNA, HO-1, TNF-a e Substancia
P.

Para a técnica da imunoistoquimica, os cortes histologicos foram
desparafinizados em xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100°- 100°-
100°- 90°- 70° GL). A recuperacgéo antigénica foi realizada por meio da imerséo das
laminas histolégicas em tampao Diva Decloaker® (Biocare Medical — Pacheco, CA,
USA), em camara pressurizada Decloaking Chamber® (Biocare Medical — Pacheco,
CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Apos lavagens em tampdao fosfato salino (PBS)
0,1M, pH 7,4, as laminas histologicos foram imersas em 3% de perOxido de
hidrogénio, por 1 hora, para o bloqueio da peroxidase endégena. Em seguida,
depois de lavagens em PBS, os cortes histologicos foram tratados com 3% de soro

albumina bovino por 12 horas, para bloqueio dos sitios inespecificos.

Laminas histologicas contendo amostras de todos 0s grupos
experimentais foram submetidas a incubacdo com os anticorpos primarios: anti-
PCNA do rato gerado em camundongo (VP-P980, Vector Laboratories Inc.,
Burlingame, CA, EUA), anti-HO-1 do rato gerado em coelho (H4535, Sigma-
AldrichCo. LLC, St. Louis, MO, EUA), anti-TNF-a do rato gerado em cabra (SC-1350,
Santa Cruz Biotechnology, CA, EUA) e anti-Substancia P do rato produzido em
coelho (orb13610, Biorbyt Ltda, San Francisco, CA, Estados Unidos). Os anticorpos
primarios foram diluidos em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante
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24 horas, em camara Uumida. Nas etapas subsequentes foi empregado o Universal
Dako Labeled (HRP) Streptavidin-Biotin Kit® (Dako Laboratories - Denmark, CA,
USA). Apos lavagens, as seccdes histolégicas 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 procedeu-se a revelagcdo utilizando-se como cromégeno o
3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories,
CA, USA). Ao término de uma série de lavagens em PBS, os cortes histolégicos
destinados a marcacgdo por TNF-a foram contracorados com hematoxilina de Harris
para analise do infiltrado inflamatério e as laminas destinadas a marcacédo para
PCNA e HO-1 contracorados com Fastgreen para marcacao dos ndcleos celulares.
Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos

descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacdo do anticorpo primério.
- Anédlise dos resultados para a coloracédo de H.E.

Andlise Descritiva: A analise microscopica descritiva da reacéo do tecido
pulpar frente ao processo de clareacdo dentaria consiste na descricdo dos
fenbmenos histopatoldgicos, procurando caracteriza-los globalmente em funcéo das

variaveis experimentais.

Andlise Qualitativa: A andlise qualitativa dos cortes teciduais corados por
H.E. foi realizada por meio da atribuicdo de escores. Esta analise consiste na
avaliacdo das condi¢cdes histopatologicas das estruturas examinadas, em itens
distintos, atribuindo magnitudes registradas sob a forma de escores de 1 a 5 para
resposta inflamatoria (BENETTI et al., 2017) (Tabela 2), possibilitando uma analise
estatistica por meio do Software SigmaPlot 12.0 (Systat Softwere Inc. - Chicago, IL,
USA).

A intensidade do processo inflamatério foi analisada em conformidade
com o numero médio aproximado de células inflamatérias presentes em diferentes

campos, de um mesmo espécime, examinados em aumento de 400X.
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Tabela 2. Escores atribuidos para a resposta inflamatéria.

Escore Descricao

1 Células inflamatérias ausentes ou em numero desprezivel;

2 Infiltrado inflamatério discreto (menos de 25 células por campo);

3 Infiltrado inflamat6rio moderado (entre 25 e 125 células por campo);
4 Infiltrado inflamat6rio severo (mais que 125 células por campo);

5 Necrose.

- Anélise das amostras submetidas a imunomarcacéao

As seccdes histologicas foram analisadas sob iluminagdo de campo claro
em microscopio Optico (Optiphot-2, Nikon, Japdo) por um investigador que
desconhecia 0s grupos experimentais que estivessem sendo analisados. A
imunomarcacéo foi definida como aquela de coloragdo acastanhada presente no
citoplasma das células e/ou na matriz extracelular para TNF-o e Substancia P, e no

nacleo da célula para PCNA e HO-1.

A andlise qualitativa para TNF-a foi efetuada utilizando-se cinco secc¢bes
histol6gicas de cada animal e ao padrdo de imunomarcacéo foi atribuido um escore
(FERREIRA et al., 2018) (Tabela 3).

A analise quantitativa para a Substancia P foi realizada através da
demarcacdo de uma area correspondente a imunomarcacdo obtida através da
densidade optica de imunomarcacéo utilizando uma ferramenta de limiar de cores do
software de analise de imagem (Axiovision 4.8.2® Carl Zeiss) (KING et al., 2002).

A quantificacdo da imunomarcacdo de PCNA e HO-1 foi realizada através
da contagem das células com ndcleo acastanhado, em cada terco da polpa, e

expressas em quantidade de células por mm? (BENETTI et al., 2017).
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Tabela 3. Escores atribuidos para o padrdo de imunomarcacao para TNF-a

Escore Descricao

1 Auséncia de imunomarcacao;

2 Baixo padrao de imunomarcagao;

3 Moderado padréo de imunomarcacao;

4 Alto padrédo de imunomarcacao;

5 Padrédo extremamente alto de imunomarcacao.

A avaliagdo microscopica das laminas coradas em H.E. e da
imunomarcacéo foi efetuada por um observador cego calibrado que determinou os
escores para cada espécime e a contagem das células imunomarcadas. Os
resultados de cada grupo experimental foram apresentados por meio de uma analise

comparativa.

De posse dos dados obtidos na forma de escores foi realizado o teste de
Kruskal-Wallis e quando observada alguma diferenca significante, foi realizado o

cruzamento entre os grupos, pelo teste de comparaces multiplas de Dunn.

A contagem das células imunomarcadas e a andlise da Substancia P
foram submetidas ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk para definir o teste
estatistico a ser empregado. Os dados que passaram no teste de normalidade foram
submetidos a analise da variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey para
comparacao entre as médias. Neste caso, por se tratar de avaliagdo métrica 0s
dados foram expostos por meio das médias dos valores observados em cada grupo,
em funcdo dos periodos de observagédo. Para os dados que ndo passaram no teste
de normalidade foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis e quando observada alguma
diferenca significante, foi realizado o cruzamento entre os grupos, pelo teste de
comparacdes multiplas de Dunn. Para todos os testes empregados foi considerado o
nivel de significancia de 5% (p<0,05). Todos os valores foram analisados com o
Software SigmaPlot 12.0 (Chicago, IL, USA).
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3.6 RESULTADOS

Andlise histolégica

Grupo Controle: Os espécimes deste grupo apresentaram tecido pulpar
com caracteristicas de normalidade, apresentando camada de odontoblastos integra
e em continuidade com as camadas de pré-dentina e dentina. Todos 0s espécimes
em todos os tercos apresentaram o tecido isento de células inflamatoérias ou em
namero desprezivel (Fig.1 — Tab.4). Este grupo serviu de controle para comparacao

e identificacdo das alteracdes do tecido pulpar nos demais grupos experimentais.

Grupo CLA: A maior parte dos espécimes deste grupo apresentou
necrose no terco oclusal da polpa coronaria, com algumas excecdes que
apresentaram infiltrado inflamatério severo em meio a desorganizacdo do tecido
pulpar e/ou necrose parcial. No terco médio, 2 espécimes apresentaram infiltrado
inflamatorio moderado, com permanéncia da desorganizacdo celular, outros 2
espécimes apresentaram necrose, entretanto a maioria apresentou infiltrado
inflamatério severo. No terco cervical, a maior parte dos espécimes apresentou
infiltrado inflamatério moderado, com alguns espécimes apresentando infiltrado

inflamatorio leve (Fig.1 — Tab.4).

Grupo BS-CLA: Os espécimes deste grupo apresentaram
desorganizacdo do tecido pulpar no terco oclusal da polpa coronaria, com metade
dos espécimes apresentando infiltrado inflamatdrio severo e metade infiltrado
inflamatério moderado. No terco médio foi observado tecido pulpar mais organizado,
com inflamacéo discreta a moderada. No terco cervical, a maior parte dos espécimes
nao apresentou infiltrado inflamatorio e alguns espécimes apresentaram infiltrado
inflamatério discreto, ficando préximo do padrdo de normalidade do tecido pulpar.
(Fig.1 — Tab.4).

Grupo CLA+BS: No terco oclusal deste grupo, 2 espécimes

apresentaram tecido pulpar com aspecto de normalidade e sem infiltrado
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inflamatdrio significativo. J& 4 espécimes apresentaram infiltrado discreto e outros 4
moderado, além de tecido pulpar parcialmente danificado. No terco médio e cervical,
a maioria dos espécimes apresentaram infiltrado inflamatério discreto e ausente,
respectivamente, com resultados semelhantes aos encontrados no grupo controle.
(Fig.1 — Tab.4).

Figura 1. Fotomicrografias representativas dos espécimes dos grupos apos 2 dias.
Grupo controle: Aspecto microscopico panoramico da polpa corondria evidenciando normalidade do
tecido pulpar, (A); Corno pulpar evidenciando organizagdo da camada de odontoblastos e auséncia
de células inflamatodrias (a). Grupo CLA: Aspecto microscépico evidenciando desorganizacao tecidual

e areas inflamacéo severa (B); Corno pulpar evidenciando necrose do ter¢o oclusal (b). Grupo BS-



73

CLA: Aspecto microscoépico evidenciando infiltrado inflamatério severo e moderado (C); Corno pulpar
evidenciando infiltrado inflamatério severo com areas de necrose (c). Grupo CLA+BS: Aspecto
microscépico evidenciando organizacdo tecidual (D); Corno pulpar evidenciando aspecto de
normalidade (d). [H.E.; 100x, 400x].

Andélise Imunoistoquimica

e TNF-Alfa:

Grupo Controle: No terco oclusal, todos os espécimes apresentaram
baixo padrdo de imunomarcacao para TNF-alfa. No terco médio e cervical a maioria
dos espécimes apresentaram, respectivamente, baixo e moderado padrdo de
imunomarcacéo. Este grupo foi usado como parametro de comparacdo para 0s
demais (Fig.2 — Tab.4).

Grupo CLA: Em todos os tercos deste grupo, o padrao de
imunomarcacédo variou de moderado a extremamente alto para TNF-alfa. No terco
oclusal predominou padrdo alto e extremamente alto, no terco médio e cervical

predominou padréo alto de imunomarcacéo para TNF-alfa (Fig.2 — Tab.4).

Grupo BS-CLA: No terco oclusal houve predominio de padréo baixo de
imunomarcacdo para TNF-alfa. No terco médio, a maioria dos espécimes
apresentaram baixo padrdo de imunomarcagdo para TNF-alfa, com 3 espécimes
apresentando padrdao moderado e, apenas 1 apresentou padrdao alto. No tergo
cervical, metade dos espécimes apresentou padrdo moderado e a outra metade

padréo baixo para imunomarcagéo. (Fig.2 — Tab.4).

Grupo CLA+BS: No tergo oclusal, médio e cervical houve predominio de
baixo padrdo de imunomarcacéao para TNF-alfa, com alguns espécimes em excecao
gue variavam de moderado a extremamente alto padrdo de imunomarcacao. (Fig.2 —
Tab.4).
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Figura 2. Fotomicrografias representativas dos espécimes dos grupos com imunomarcacgao
para TNF-alfa. Grupo controle: Aspecto microscépico evidenciando baixo e moderado padrdo de
imunomarcacao para TNF-alfa (A); Corno pulpar evidenciando baixo padrdo de imunomarcacao para
TNF-alfa (a). Grupo CLA: Aspecto microscopico evidenciando padrdo extremamente alto de
imunomarcacdo (B); Corno pulpar evidenciando é&rea necrética (b). Grupo BS-CLA: Aspecto
microscopico evidenciando padrdo moderado de imunomarcacdo para TNF-alfa (C); Corno pulpar
evidenciando padrdo moderado de imunomarcacdo (c). Grupo CLA+BS: Aspecto microscépico
evidenciando padréo baixo de imunomarcacédo para TNF-alfa (D); Corno pulpar evidenciando padrao

baixo de imunomarcacao (d). [TNF-alfa.; 100x, 400x].
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Tabela 4. Escores atribuidos para o infiltrado inflamatdrio e imunomarcagao para TNF-

alfa
. Grupos
Andlise | Tercos Escore P
Controle CLA BS-CLA | CLA+BS
1 10/10 0/10 0/10 2/10
2 0/10 0/10 0/10 4/10
oclusal 3 0/10 0/10 5/10 4/10 <0001
4 0/10 3/10 5/10 0/10 '
5 0/10 7/10 0/10 0/10
Mediana* 18 5° 3,5% 2%
1 10/10 0/10 0/10 4/10
2 0/10 0/10 5/10 6/10
L 3 0/10 2/10 5/10 0/10
H.E Médio <0,001
4 0/10 6/10 0/10 0/10
5 0/10 2/10 0/10 0/10
Mediana* 18 4° 2,5 2%
1 10/10 0/10 6/10 7/10
2 0/10 3/10 4/10 3/10
. 3 0/10 6/10 0/10 0/10 <0,001
Cervical
4 0/10 1/10 0/10 0/10
5 0/10 0/10 0/10 0/10
Mediana* 1° 3° 12 1°
1 0/10 0/10 0/10 0/10
2 10/10 0/10 5/10 6/10
3 0/10 2/10 3/10 1/10 <0,001
Oclusal
4 0/10 4/10 2/10 2/10
5 0/10 4/10 0/10 1/10
Mediana* 2° 4° 2,5% 2%
1 0/10 0/10 0/10 0/10
2 7/10 0/10 6/10 4/10
1 1/1 1 2/1
TNF-a Médio 3 3/10 /10 3/10 /10 <0,001
4 0/10 5/10 1/10 3/10
5 0/10 4/10 0/10 1/10
Mediana* 22 4° 22 3®
1 0/10 0/10 0/10 0/10
2 3/10 0/10 5/10 6/10
_ 3 7110 2110 | 510 110 | <0.001
Cervical
4 0/10 6/10 0/10 2/10
5 0/10 2/10 0/10 1/10
Mediana* 3? 4° 2,5° 2°

*Letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significante entre os grupos (p<0.05).
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e SubstanciaP:

Grupo Controle: No terco oclusal da polpa coronaria houve baixa
densidade Optica de imunomarcacdo para Substancia P, mantendo-se baixo e
aproximado nos demais tercos da polpa coronaria. Este grupo foi usado como

parametro de comparagao para os demais (Fig.3 — Tab.5).

Grupo CLA: Este grupo apresentou densidade Optica de imunomarcacao
para Substancia P superior a todos os demais grupos e em todos os tercos. A
medida que foi se aproximando do nivel cervical esse valor foi reduzido, porém se

manteve como 0 mais alto em comparac¢ao aos outros grupos (Fig.3 — Tab.5).

Grupo BS-CLA: A densidade oOptica de imunomarcacéo para Substancia
P foi baixa no terco oclusal e semelhante ao controle. No terco médio e cervical foi
baixa e inferior ao controle. (Fig.3 — Tab.5).

Grupo CLA+BS: Assim como no grupo BS-CLA, a densidade 6ptica de
imunomarcacao para Substancia P foi baixa nos ter¢os oclusal e médio deste grupo,
sendo ainda mais reduzida no terco cervical da polpa coronaria (Fig.3 — Tab.5).
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Figura 3. Fotomicrografias representativas dos espécimes dos grupos com imunomarcacgao
para Substancia P. Grupo controle: Aspecto microscépico evidenciando baixa densidade oOptica de
imunomarcacdo para Substdncia P em menor (A) e maior (a) aumento Grupo CLA: Aspecto
microscépico evidenciando maior densidade Optica de imunomarcacédo para Substancia P (B), (b).
Grupo BS-CLA: Aspecto microscopico evidenciando baixa densidade 6ptica de imunomarcacéo (C),
(c). Grupo CLA+BS: Aspecto microscopico evidenciando baixa densidade 6ptica de imunomarcacéo

para Substancia P (D), (d). [Substancia P.; 100x, 400x].
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Tabela 5. Densidade Optica de imunomarcacao para Substancia P

Grupos
Tercos Analise Estatistica
Controle CLA BS-CLA | CLA+BS
One Way-ANOVA e
4,63 9,52 4,81 4,55 Tukey:
Oclusal
(£0,72)% | (¢0,50)° | (+0,36)* | (+0,68)2 P =<0,001
One Way-ANOVA e
4,91 8,52 4,17 4,08 Tukey:
Médio
(#0,53)* | (x0,57)° = (0,25)° | (£0,49)° P = <0,001
One Way-ANOVA e
4,97 6,43 3,69 3,6 Tukey:
Cervical
(0,702 | (+0,45)° | (+0,34)° | (+0,41)° P =<0,001

*Letras diferentes indicam diferenga estatisticamente significante entre os grupos (p<0.05).

PCNA:

Grupo Controle: Este grupo apresentou baixa quantidade de células

imunomarcadas para PCNA por mm2 em todos os tercos da polpa coronéria sendo

padrao de referéncia para os demais grupos (Fig.4 — Tab.6).

Grupo CLA: No terco oclusal de todos os espécimes deste grupo nao

houve possibilidade de contagem de células devido ao processo de necrose, ficando

um total de zero células por mm2. J& no terco meédio, foi o grupo que apresentou

maior

guantidade de

células

imunomarcadas

para PCNA por

mm2 e

significativamente reduzido no terco cervical da polpa coronaria (Fig.4 — Tab.6).
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Grupo BS-CLA: No terco oclusal, foi o grupo que teve a maior quantidade
de células imunomarcadas para PCNA por mm2. A quantidade de células se

manteve alta no terco médio, sendo reduzida no terco cervical (Fig.4— Tab.6).

Grupo CLA+BS: Este grupo apresentou uma quantidade moderada de
células imunomarcadas por mm?2 em todos os tercos da polpa coronaria (Fig.4 —
Tab.6).
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Figura 4. Fotomicrografias representativas dos espécimes dos grupos com imunomarcagao
para PCNA. Grupo controle: Aspecto microscopico evidenciando baixa quantidade de células com
coloragéo acastanhada por mm2 em menor (A) e maior (a) aumento. Grupo CLA: Grande quantidade
de células imunomarcadas por mmz2 no tergo cervical (B) e area extensa de necrose no tergo oclusal
(b). Grupo BS-CLA: Grande quantidade de células imunomarcadas por mm?2 em todos os tercos da

polpa coronaria em menor (A) e maior (B) aumento. Grupo CLA+BS: quantidade moderada de células

imunomarcadas por mm2 em todos os tercos da polpa coronaria (D), (d). [PCNA; 100x, 400x].
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Tabela 6. Contagem de células imunomarcadas para PCNA por mm?2

Grupos
Tercos Andlise Estatistica
Controle CLA BS-CLA CLA+BS
Kruskal-Wallis e
4,65 0,00 116,48 53,85 Dunn:
Oclusal
(3,46 — 7,69)™ | (0,00 —0,00)" (92,31 —253,85) (37,50 — 63,46)™ P =<0,001
Kruskal-Wallis e
6,00 155,83 144,29 65,00 Dunn:
Médio B
(5,00 — 7,00)* (18,75 —215,00)°(75,00 — 181,25)°(64,37 — 66,25)" £=0,003
Kruskal-Wallis e
15,68 58,82 80,25 41,18 Dunn:
Cervical B
(15,20 — 16,18)" (35,29 — 63,97) | (60,78 — 87,75)" | (36,89 — 42,65)° P =<0,001

*Letras diferentes indicam diferencga estatisticamente significante entre os grupos (p<0.05).

e HO-1:

Grupo Controle: Este grupo apresentou a menor quantidade de células
imunomarcadas para HO-1 por mm?2 em todos os tercos da polpa coronaria e serviu

de parametro de comparacao para os demais grupos (Fig.5 — Tab.7).

Grupo CLA: Uma grande quantidade de células imunomarcadas para
HO-1 foi encontrada no terco oclusal e médio da polpa coronaria, com reducéo no

terco cervical (Fig.5 — Tab.7).

Grupo BS-CLA: A contagem de células imunomarcadas para HO-1 foi
alta, porém inferior ao grupo CLA no terco oclusal da polpa coronaria. Nos tercos

meédio e cervical houve reducdao significativa (Fig.5 — Tab.7).
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Grupo CLA+BS: Neste grupo a quantidade de células imunomarcadas
para HO-1 foi mais baixa que os grupos CLA e BS-CLA no ter¢o oclusal da polpa
coronaria. No terco médio observou-se semelhanca com os grupos CLA e BS-CLA
na quantidade de células imunomarcadas para HO-1. No terco cervical observou-se

aumento da proliferacéo celular semelhante ao grupo CLA (Fig.5 — Tab.7).
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Figura 5. Fotomicrografias representativas dos espécimes dos grupos com imunomarcacgao
para HO-1. Grupo controle: poucas células imunomarcadas para HO-1 por mm2 em todos os tercos
da polpa coronaria em menor (A) e maior (a) aumento. Grupo CLA: grande quantidade de células
imunomarcadas por mm2 (B), (b). Grupo BS-CLA: grande quantidade de células imunomarcadas por
mmz2 no terco oclusal (C) e menor quantidade nos demais tercos (c). Grupo CLA+BS: baixa
guantidade de células imunomarcadas por mm2 em todos os tercos da polpa coronaria (D), (d). [HO-
1; 100x, 400x].
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Tabela 7. Contagem de células imunomarcadas para HO-1 por mm?2

Grupos
Tercos Andlise Estatistica
Controle CLA BS-CLA CLA+BS
One Way — ANOVA
oclusal 20,51 143,77 106,18 76,08 e Tukey:
(+24,05)% (£59,64)" (+45,06)™ (£40,90)° P = <0.001
One Way — ANOVA
Médio 22,56 104,37 57,14 66,67 e Tukey:
(£19,10) (£64,39)" (£38,71)™ (£25,98)™ P =0.002
18,06 63,18 48,58 90,86 One Way — ANOVA
; e Tukey:
Cervical (£11,76)* | (+30,54)* (+19,03)° (+ 32,40)° Y
P = <0.001

*Letras diferentes indicam diferenca estatisticamente significante entre os grupos (p<0.05).

Comparacdes entre 0s grupos

Na andlise histologica, os escores atribuidos ao infiltrado inflamatorio
gerado pelo procedimento clareador foram comparados entre 0S grupos, € Sao
apresentados na Tabela 4. O grupo CLA apresentou necrose no terco oclusal da
polpa coronaria, e inflamacdo severa no terco médio, enquanto o BS-CLA
apresentou inflamacdo severa no terco oclusal e moderada no terco médio,
diferentes do Controle (p<0,05). Ja& CLA+BS apresentou inflamagdo moderada no
terco oclusal e leve no terco médio, sem diferenca para o grupo BS-CLA e controle
(p>0,05). No tergo cervical, havia inflamacéo leve nos grupos com BS, e moderada
no grupo CLA. Na analise comparativa entre os grupos que receberam o gel
clareador, pode-se notar uma diferenca significativa nos tercos oclusal e médio da
polpa coronéria (p<0,05).

Na analise imunoistoquimica para o imunomarcador TNF-alfa, foi visto
que o grupo CLA apresentou padrédo extremamente alto de imunomarcagcdo nos
tercos oclusal e médio, e padréo severo no terco cervical, sendo diferente do grupo
Controle (p<0,05). Enquanto os grupos que receberam a aplicagdo do BS antes do

gel clareador ou na mistura apresentaram baixo padrdo de imunomarcagao para
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TNF-alfa em todos os tercos da polpa coronaria, sem diferenca com o0 grupo
Controle (p>0,05).

A densidade oOptica de imunomarcacdo para Substancia P foi alta no
grupo CLA, com diferenca significativa com o grupo Controle e demais grupos em
todos os tercos da polpa coronaria (p<0,05). Os grupos BS-CLA e CLA+BS
apresentaram baixa densidade Optica de imunomarcagdo para Substancia P, ndo
havendo diferenca com o grupo Controle (p>0,05) no terco oclusal, entretanto, no
terco médio e cervical esses valores foram ainda reduzidos, diferentes do grupo
Controle (p<0,05) e semelhantes entre si (p>0,05).

Quanto a proliferacéo celular, o grupo Controle apresentou valores baixos
em todos os tercos da polpa coronaria por néo ter sofrido o estresse gerado pelo
H,O,, ndo havendo a necessidade de proliferacdo de novas células para recuperar o
tecido. No terco oclusal, o grupo CLA nao apresentou diferenca do grupo Controle
(p>0,05), porém isso ocorreu porque a agressdo causada pelo gel clareador foi tdo
grande que necrosou o terco oclusal da polpa coronaria em todos os espécimes do
grupo CLA, ndo havendo mais células para serem contabilizadas. Neste mesmo
terco, o grupo BS-CLA apresentou a maior quantidade de células proliferadas, sendo
diferente do grupo Controle (p<0,05), enquanto o grupo CLA+BS ndo apresentou
diferenca entre os grupos Controle e BS-CLA (p>0,05). No terco médio, o grupo CLA
apresentou a maior imunomarcacdo para PCNA por ter sofrido uma grande
agressao tecidual, necessitando da proliferacdo celular para se recuperar, sendo
este grupo e o BS-CLA diferentes do grupo Controle (p<0,05). O grupo CLA+BS nao
apresentou diferenca entre o grupo Controle e demais grupos neste terco da polpa
coronaria (p>0,05). No terco cervical, todos 0s grupos apresentaram menor
proliferacdo celular por ser uma regido de menor agressédo, porém 0S grupos que
receberam o gel clareador foram diferentes do grupo controle (p<0,05).

Em todos os tergos, o grupo CLA+BS apresentou menor imunomarcacao
para PCNA e o tecido se manteve organizado. Na contagem de células
imunomarcadas para HO-1, o grupo Controle apresentou valores baixos em todos o0s
tercos por nao ter sofrido estresse oxidativo, enquanto os grupos CLA e BS-CLA
apresentaram grande quantidade de células imunomarcadas no terco oclusal da
polpa coronaria, sendo diferentes do grupo Controle (p<0,05) e semelhantes entre si
(p>0,05). O grupo CLA+BS foi semelhante ao grupo BS-CLA (p>0,05) e diferente
dos demais grupos (p<0,05). No terco médio, os grupos BS-CLA e CLA+BS néo
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apresentaram diferenga do grupo CLA e Controle (p>0,05) e foram semelhantes
entre si (p>0,05), contudo, o grupo CLA foi diferente do grupo Controle (p<0,05) em
todos os tercos da polpa coronaria. No terco cervical, o grupo CLA+BS foi diferente
dos grupos Controle e BS-CLA (p<0,05) e semelhante ao grupo CLA (p>0,05) que
nao foi diferente também do grupo BS-CLA (p>0,05).
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3.7 DISCUSSAO

Este estudo foi realizado a fim de responder aos questionamentos
levantados frente ao modo de acdo do Biosilicato® e sua aplicabilidade quando
associado ao procedimento clareador. Outros estudos foram realizados com
Biosilicato® a fim de identificar o seu protocolo de acdo e a partir dos resultados
obtidos foi sugerido que o BS aplicado antes ou misturado ao gel clareador pode

minimizar os danos causados pelo H;05.

Diante da confirmacado da aplicabilidade do BS na terapéutica dos danos pés-
clareacdo dentéria, faz-se necessario compreender o seu mecanismo de agao, com

base nas respostas obtidas através dos imunomarcadores escolhidos.

O TNF-alfa ja foi utilizado com o objetivo de avaliar o processo inflamatério
apoés clareacdo dentéria associado ao dessensibilizante Otosporin (BENETTI et al.,
2018) sendo este considerado um marcador objetivo para determinar a extenséo da
inflamacédo pulpar (PEZELJ-RIBARIC et al., 2002, ELSALHY et al., 2013, SHI et al.,
2017). A imunomarcacao para o TNF-alfa foi extremamente alta no grupo clareado
sem BS, o que reforca a idéia de que o H,O, provoca um processo inflamatério
intenso. O baixo padrdo de imunomarcacdo nos espécimes que receberam a
aplicacdo do BS sugere que este produto inibe o processo inflamatério, evitando que
haja sua intensificacdo, uma vez que o TNF-alfa atua como uma citocina pro-
inflamatoria (STASHENKO et al., 1987, KOKKAS et al., 2007). N6s observamos que
os protocolos de BS usados neste estudo reduziu a imunoexpressao deste marcador
como ocorreu com o Otosporin, podendo-se concluir que ha uma acao anti-
inflamatéria do BS, uma vez que foi verificado que o H,O, é capaz de gerar

inflamacé&o severa e até necrose do tecido pulpar (FERREIRA et al., 2018).

O vidro bioativo como auxiliar no tratamento da hipersensibilidade dentaria ja
foi discutido em algumas publicagbes (LEE et al., 2007, TIRAPELLI et al., 2010;
2011, BAKRY et al., 2013, MA et al., 2017). Entretanto, ha poucos estudos sobre a
atuacdo deste produto frente a sensibilidade causada pela clareacdo dentéria,
principalmente no que diz respeito ao uso de formulagbes mais potentes e atuais
como o Biosilicato® (PINTADO-PALOMINO et al., 2015).
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A substancia P foi vista em concentragdes significativamente maiores em
dentes com historico de sensibilidade dolorosa (AWAWDEH et al., 2002), mas
também em maior quantidade no tecido inflamado, por atuar como um mecanismo
de defesa em resposta ao traumatismo do tecido pulpar. Sua acdo é realizada
através da angiogénese que auxilia no processo de reparo (CAVIEDES-BUCHELI et
al., 2006; 2007; 2011; 2017, MORIKAWA et al., 2016).

O alto padrdo de densidade de imunomarcacdo para Substancia P
encontrado no grupo Clareado pode ser justificado pelo fato de que o receptor da
substancia P (NK1) esta expresso na maioria das células inflamatérias (MANTYH et
al.,, 2002, CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008) e sugere-se que sua presenca €
significativamente maior durante fenbmenos inflamatorios clinicos (AWAWDEH et
al., 1999, CAVIEDES-BUCHELI et al., 2006 ; 2007), como aquele causado pela
clareacdo dentéria ja relatado na literatura (GALLINARI et al., 2019) assim como o
encontrado nos resultados histolégicos deste estudo. A presenca dessas células-
alvo explica porque nos grupos onde foi aplicado o BS ha menor expressédo para
esse marcador, uma vez que nao ha tantas células inflamatérias como no grupo
Clareado. Como a substancia P € um neuropeptideo relacionado a dor, sua baixa
concentracdo sugere que ndo ha estimulagéo dolorosa no tecido (WAKISAKA 1990).
Este resultado sugere a ac¢do dessensibilizante do BS ja indicada em outro estudo
(TIRAPELLI et al., 2010).

Outros estudos ja correlacionaram o envolvimento entre o antigeno nuclear
de proliferacdo celular e a clareagcdo dentaria, concluindo que determinadas
concentracdes de géis clareadores podem aumentar a atividade proliferativa tanto
no tecido gengival quanto no tecido pulpar (DA COSTA FILHO et al., 2002, BENETTI
et al., 2017). Este marcador ja foi considerado seguro na deteccdo da atividade
proliferativa dos tecidos orais humanos em situacbes normais e patologicas
(CASASCO et al., 1996).

Foi demonstrado que a clareacdo dentaria induz a proliferacdo celular por
uma analise feita sobre 0 PCNA, devido a agressédo ao tecido gerada pelas espécies
reativas de oxigénio e a tentativa do tecido se reestabelecer (DA COSTA FILHO et
al., 2002, BENETTI et al.,, 2017). O grupo clareado ndo apresentou diferenca do
grupo controle no tergco oclusal na contagem de células imunomarcadas por PCNA

por ter sido uma regido que recebeu a maior agressao, devido a maior proximidade
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do H,0O,, tornando todo o tecido necrosado. Entretanto, o grupo que recebeu a
aplicacéo prévia do BS, teve uma alta taxa de proliferacdo celular nessa mesma
regido, o que indica que o BS foi capaz de reduzir a agressao, evitando a formacéao
de necrose e facilitando o processo de reparo através da proliferacdo celular. No
terco médio, o grupo clareado apresentou a maior taxa de proliferacdo, por ser uma
camada mais profunda do tecido, onde o gel clareador pode penetrar menos e pela
ampla necessidade desse tecido restaurar a regido mais superficial perdida pelo
processo de necrose. O grupo que recebeu o BS na mistura obteve uma menor taxa
de proliferagéo celular, isto indica que o tecido foi menos agredido. Com esses
resultados, podemos sugerir que o BS é capaz de reduzir a agresséo causada pelo
gel clareador e, além disso, auxiliar no processo de reparo acelerando a proliferacédo

celular.

A heme oxigenase-1 (HO-1) desempenha um papel protetor aos tecidos
ao estimular a diferenciacéo celular frente a diferentes tipos de agresséao (Kim et al.,
2010), inclusive na agressdo causada pelo H,O, no tecido pulpar e ligamento
periodontal (Pi et al., 2007, Min et al., 2008). O aumento na sua expressao nao serve
apenas como marcador para quantificar o estresse oxidativo no tecido pulpar, mas
também para avaliar a capacidade do tecido se recuperar através da diferenciacédo
odontoblastica e reparo. Os resultados obtidos com o marcador HO-1 foram
semelhantes aqueles encontrados com o PCNA. O grupo CLA apresentou a maior
guantidade de células imunomarcadas principalmente nos tercos mais superficiais
da polpa coronaria por este ser considerado um marcador de estresse oxidativo. O
grupo CLA+BS apresentou uma menor quantidade destas células imunomarcadas
em todos os tergcos da polpa. Isto indica que este grupo recebeu menor estresse e
até menor difusdo do gel clareador. Entretanto, a alta concentracdo de células
imunomarcadas no terco oclusal da polpa coronaria no grupo BS-CLA nao significa
apenas que houve agressao, mas como ja foi relatado na literatura, a HO-1 pode ser
uma via de inducédo da proliferacao e diferenciacdo dos odontoblastos, auxiliando no
processo de reparo (KIM et al.,, 2010). Além disso, essa concentracdo de células
somente no terco oclusal pode indicar que o BS impediu que o dano causado pelo

gel clareador expandisse pelos demais tercos da polpa coronaria.
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Assim, o BS aplicado antes ou misturado com o agente clareador
apresenta uma terapia promissora para reduzir os danos causados pelo

procedimento clareador em dentes vitais.
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3.8 CONCLUSAO

O BS é capaz de reduzir o dano causado pelo gel clareador, diminuindo a

inflamag&o, auxiliando no processo de reparo e atuando como um dessensibilizante.
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