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Silva LMAV. Influéncia do LED violeta associado ou ndo ao gel clareador na inflamacao,
mineralizacdo e maturacdo coldgena do tecido dentinario e pulpar [dissertacdo]. Aracatuba:
Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2021.

RESUMO

Objetivo: Avaliar a influéncia do LED Violeta, associado ou ndo ao gel clareador a base
de perdxido de hidrogénio (PH) a 17,5% no complexo dentino-pulpar de ratos. Materiais e
métodos: Molares superiores de 80 ratos foram distribuidos nos grupos (n = 10): CONT — sem
tratamento, PH — 1 aplicacdo de 30 minutos de PH a 17,5%, LED — 1 aplicacdo de 20 minutos
do LED Violeta, e PH+LED - aplicacdo do PH e LED Violeta. Imediatamente (TO), e aos 7
(T1), 15 (T2) e 30 dias (T3) ap6s o tratamento, os ratos foram eutanasiados e as maxilas
processadas para avaliacdo histologica, imunoistoquimica (IL-17, IL-23 e osteocalcina), e de
picrosirius red, sendo realizados os testes de Wilcoxon e Mann-Whitney e Teste-T pareado e
Teste-T, respectivamente. (o = 0,05). Resultados: Necrose e infiltrado inflamatorio severo
foram observados nos grupos PH e PH+LED. Apenas o grupo PH+LED manteve a
imunomarcacao severa para IL-17 e IL-23, diferindo do grupo LED e PH que apresentaram
moderada imunomarcacdo em TO. Os grupos PH e PH+LED apresentaram severa
imunomarcacao de OCN em T2 e moderada imunomarcacdo em T3. O grupo LED apresentou
menor quantidade de fibras imaturas em T2 e T3 que o0 grupo CONT. Concluséo: A terapia com
LED violeta ndo induziu inflamacao e fibrose no tecido pulpar, apesar de acelerar a maturacao
das fibras de colageno da dentina e, quando associada ao perdxido de hidrogénio, pode tornar

os dentes mais sensiveis.

Palavras-chave: LED violeta. Colageno. Citocinas pro-inflamatorias. Osteocalcina. Peroxido

de hidrogénio.



Silva LMAV. Influence of violet LED associated or not with peroxide gel on inflammation,
mineralization, and collagen fiber maturation in dentin and pulp tissue [dissertation].
Aracatuba: UNESP - Sdo Paulo State University; 2021.

ABSTRACT

Objective: Was to evaluated the influence of the Violet LED, associated or not with a 17.5%
hydrogen peroxide (HP) bleaching gel in the dentin-pulp complex of rats. Materials and
methods: Upper molars of eighty Wistar rats were distributed in the groups (n = 10): CONT -
without treatment, HP - 1 application of 30 minutes of 17.5% HP, LED - 1 application of 20
minutes of the Violet LED, and HP+LED - application of HP and LED Violet. Immediately
(TO), and at 7 (T1), 15 (T2) and 30 days (T3) after treatment, the rats were euthanized and the
jaws were processed for histological, immunohistochemical evaluation (IL-17, IL-23 and
osteocalcin), and picrosirius red, with Wilcoxon and Mann-Whitney tests and paired T-test and
T-test, respectively (o = 0.05). Results: Necrosis and severe inflammatory infiltrate were
observed in the PH and PH+LED groups. Only the PH+LED group maintained severe
immunostaining for IL-17 and IL-23, differing from the LED and PH group which presented
moderate TO immunostaining. The PH and PH+LED groups presented severe immunostaining
of OCN in T2 and moderate immunostaining in T3. The LED group had a lower amount of
immature fibers in T2 and T3 than the CONT group. Conclusion: Violet LED therapy induced
no inflammation and fibrosis in the pulp tissue, however accelerating the maturation of dentin
collagen fibers and, when associated with hydrogen peroxide, can make the teeth more

sensitive.

Keywords: Violet LED. Collagen. Proinflammatory cytokines. Osteocalcin. Hydrogen

peroxide.
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1 INTRODUCAO"

Um dos desafios da Odontologia estética esta relacionado ao estabelecimento de terapias
clareadoras cada vez mais eficazes e seguras™>?, frente a alta demanda ocorrida nos consultorios
odontolégicos.* Neste contexto, novos tratamentos que possam gerar minima toxicidade e

maxima eficacia sempre representam avancos importantes nesta area do conhecimento.

Recentemente, foi constatado em andlises in vitro e observacdes clinicas que o emprego
do LED violeta gerou beneficios ao tratamento[20-23], principalmente quando associado ao
uso de perdxido de hidrogénio de concentracdes inferiores a 17,5% [24,25]. Esta fonte portatil
de luz emite luz no comprimento de onda entre 405 a 410 nm, coincidindo com o pico de
absorcdo das moléculas croméforas, fazendo com que a sua incidéncia no tecido dentario resulte
em instabilidade e quebra destas moléculas, caracterizando um clareamento por um processo
fisico [20,24].

Entretanto, ndo ha estudos que correlacionem seu mecanismo de acdo com as possiveis
alteracdes bioldgicas que poderiam ser provocadas nos tecidos dentarios, e que, normalmente
estdo associadas a técnica clareadora in office, como a presenca de danos pulpares e ocorréncia
de sensibilidade dentéria [2-4].

Estudos mostram que as espécies reativas de oxigénio (ERO) liberadas durante o
tratamento clareador utilizando géis a base de perdxido de hidrogénio [5,6], permeiam 0s
tecidos dentarios mineralizados provocando processo inflamatério no tecido pulpar [7], reducéo
da taxa de respiracdo mitocondrial [8] e até a necrose parcial do tecido pulpar de humanos [9].

A partir dos danos oxidativos gerados pela presenga das ERO, ocorre a liberacéo de
citocinas pré-inflamatérias [10-12], como as interleucinas (IL)-17 e IL-6, ja identificadas no
tecido pulpar de molares de ratos ap6s o clareamento dentario [10,11], além da IL-23 [13],
ainda pouco estudada neste tecido [14]. Sabe-se que a IL-23 esta relacionada a presenca de IL-
17 [15-17] e apresenta um papel importante em processos inflamatérios [18], como identificado
anteriormente na periodontite [19]. Por esta razéo, o estudo da presenca de IL-17 e 1L-23 pode
oferecer dados dos efeitos de novas terapias que objetivam promover alteracdo cromatica com

auséncia de sensibilidade.

" Formatado de acordo com as normas da Clinical Oral Investigations
https://www.springer.com/journal/784/submission-guidelines
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A técnica clareadora baseada no emprego de altas concentracdes de peroxido resulta na
formacdo de dentina terciéria, a qual é influenciada pelo aumento da presenca de osteocalcina
(OCN) [26,27]. Esta proteina envolvida na dentinogénese esta presente nas células e na matriz
extracelular do tecido pulpar, podendo ser associada a fibrose tecidual ou calcificacdo do tecido
[26]. Além disso, os agentes clareadores também s&o capazes modificar as fibras colagenas da
dentina e polpa [28,29], promover alteracfes estruturais e bioquimicas destes tecidos [30],
acelerando o processo de maturacdo [31]. Entretanto, como o LED Violeta foi idealizado para
atuar nos pigmentos organicos presentes na dentina [32], ndo se sabe se seus efeitos
influenciariam também nas fibras colagenas dentinérias e pulpares, bem como na expresséo de

OCN no tecido pulpar.

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos do LED Violeta, associado ou ndo
a um gel clareador a base de PH a 17,5% no complexo dentinho-pulpar de ratos. As hipdteses
nulas foram que o LED violeta associado ou ndo ao gel clareador: (1) ndo influenciaria na
resposta inflamatdria do tecido pulpar; (2) ndo influenciaria na expressao de citocinas pro-
inflamatdrias no tecido pulpar; (3) ndo influenciaria na imunomarcacdo da OCN no tecido
pulpar; (4) ndo influenciaria na maturacgéo de fibras colagenas dentinérias e (5) ndo influenciaria

na maturacdo de fibras colagenas pulpares.
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2 MATERIAIS E METODOS

Delineamento experimental

O projeto apresentou para cada tempo analisado (TO - imediatamente ap0s a sessao
clareadora; T1 - 7 dias ap0s a sessao clareadora; T2 - 15 dias ap0s a sessdo clareadora; T3 - 30
dias apos a sessdo clareadora), um fator em estudo com 4 niveis: (CONT- sem tratamento; PH
- tratamento com peroxido de hidrogénio a 17,5%; LED - irradiacdo com a luz LED Violeta e

PH+LED - associa¢do da luz com o gel clareador).

As variaveis de resposta consideradas foram: inflamacéo do tecido pulpar, expresséo de
citocinas pro-inflamatdrias, expressdo de osteocalcina e nivel de maturacao das fibras colagenas

dentinarias e pulpares.

Animais

Foram utilizados 80 ratos machos[10,33] (Rattus albinus, Wistar) de aproximadamente 250g,
sendo mantidos em ambiente climatizado (22 + 1 °C, umidade relativa de 70%), com ciclo de
luz controlado (12 horas claro e 12 horas escuro), permanecendo 4 animais por gaiola. Os
animais foram alimentados durante todo o periodo experimental com dieta sélida e agua a
vontade (Mogiana Alimentos SA, Campinas, Brazil). O estudo foi aprovado pela Comissdo de
Etica no Uso de Animais (Processo FOA n° 00420-2019) e conduzido de acordo com o guia
para o cuidado e uso de animais de laboratorio do National Institutes of Health (Bethesda, MD,
USA).

Distribuicao dos sitios experimentais

Os animais foram inicialmente distribuidos em 2 sitios, correspondentes aos tratamentos
realizados nas hemimaxilas direitas e/ou esquerdas, sendo 0s grupos experimentais divididos
aleatoriamente de acordo com os tratamentos a serem realizados e tempos de anélise, conforme

apresentado no fluxograma a seguir (Fig 1).
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Distribuicéo
Sitio 1 Sitio 2
@ | 80 ratos I @
‘\M_,/;': %,—}'/';':
PH 17.5% LED violeta
CONT PH LED PH+LED
40 hemimaxilas 40 hemimaxilas 40 hemimaxilas 40 hemimaxilas
Oh 7d 15d 30d Oh 7d 15d 30d Oh 7d 15d 30d Oh 7d 15d 30d
n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10 n=10

Fig. 1 Distribuicdo dos sitios e grupos experimentais de acordo com os tratamentos e tempos

de analise.

Procedimento clareador

Para a obtencédo do gel clareador, manipulou-se o produto Whiteness HP Maxx (FGM
Produtos Odontolégicos, Joinville, SC, Brasil), na proporcao de 3:3:2, sendo 3 gotas de PH, 3
gotas de agua destilada e 2 gotas de espessante [8]. A mistura obtida resultou em gel a base de
PH 17,5%, concentracdo determinada pelo método baseado na titulacdo do PH com

permanganato de potassio, através de uma reacdo de oxido-reducdo [34].

Antes da realizacdo do procedimento clareador, os animais foram anestesiados, via
intramuscular, com uma associacdo do sedativo Cloridrato de Xilazina (10 mg/Kg, Syntec do
Brasil LTDA, Cotia, Sdo Paulo, Brasil) e Cloridrato de Quetamina (80 mg/Kg, Unido Quimica
Farmacéutica Nacional S/A, Embu-Guacu, S&o Paulo, Brasil) [26]. Em seguida, aplicou-se a
barreira gengival fotopolimerizavel (Top Dam - FGM Produtos Odontolégicos Ltda., Santa
Catarina, Brasil) ao redor de todos os molares superiores direito ou esquerdo, que receberam os

tratamentos clareadores descritos a seguir.

Vale destacar que os animais pertencentes ao sitio 1 receberam os tratamentos Cont e
PH, enguanto os do sitio 2 receberam os tratamentos LED e PH+LED. O tratamento realizado

em cada hemiarcada foi determinado por sorteio.
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Sitio 1- Grupo CONT - Os molares superiores pertencentes a uma das hemi-maxilas ndo

receberam nenhum tipo de tratamento clareador.

Sitio 1- Grupo PH - Com o auxilio de uma pipeta para liquidos viscosos (Microman E
M100E, Gilson, Inc, Middleton, Wisconsin, USA), foram aplicados sobre os molares superiores
4 pL do gel a base de peroxido de hidrogénio a 17,5%, permanecendo em contato com a
estrutura dentaria por 30 minutos [7]. Em seguida, os dentes foram limpos com algodao e papel

absorvente e lavados abundantemente com agua.

Sitio 2 — Grupo LED - A ponteira acrilica do aparelho de luz LED Violeta
(Fotoclareador Bright Maxx Whitening, MMOptics Ltda., Sdo Carlos, SP, Brasil), foi
posicionada a 5 mm dos molares superiores, recebendo um ciclo de 20 minutos de irradiacéo.
Este equipamento apresenta 4 leds violeta, que emitem luz com comprimento de onda de 405-
410 nm e poténcia Optica maxima total de 1,2W.

Sitio 2 — Grupo PH+LED - Primeiramente, 0os molares superiores receberam a aplicacdo
do produto a base de peroxido de hidrogénio a 17,5%, sendo irradiados da mesma forma
descrita no grupo LED. Ao término da aplicacdo, os dentes foram limpos com algodao e papel

absorvente, e lavados abundantemente com agua.

Os animais foram eutanasiados imediatamente e aos 7, 15 e 30 dias decorridos do
procedimento clareador, sendo realizada overdose do anestésico Tiopental (Thipentax, Cristalia

- Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda - Itapira, Brasil) [10].

Processamento das amostras

As hemimaxilas foram removidas, dissecadas e fixadas em solucdo de formaldeido a
4% por 24 horas. Os espécimes foram descalcificados em solucdo desmineralizadora de acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% (Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) por

aproximadamente 3 meses, e posteriomente desidratados, clarificados e incluidos em parafina.

A microtomia foi realizada no sentido vestibulo-lingual em micrétomo de deslizamento
(Leica Microsystems - RM 2045, Wetzlar, Germany) resultando em cortes seriados com 5 pm
de espessura, que foram selecionados a partir do ponto onde a raiz mesial do primeiro molar foi
vista em toda sua extenséo longitudinal, servindo de orientagdo durante a realizacdo dos cortes

da cAmara pulpar.
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As quatro primeiras laminas obtidas foram coradas com hematoxilina-eosina (HE) [35]
e pricosirius red (PSR) [36], e os proximos seis cortes foram submetidos a anélise

imunoistoquimica pela técnica da imunoperoxidase indireta [26] para IL-17, IL-23 e OCN.

Para as reacdes imunohistoquimicas, os cortes histolégicos foram desparafinizados em
xilol e hidratados em série decrescente de etanol. A recuperacdo antigénica foi realizada por
meio da imersao das laminas histoldgicas em solucdo tampdo citrato (Antigen Retrieval Buffer;
Spring Bioscience, Pleasanton, CA, EUA) em camara pressurizada (Decloaking Chamber;
Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C por 10 minutos [26]. Entre cada uma das etapas
da reacdo imunoistoquimica foram feitas lavagens em solucdo salina tamponada. Para o
blogueio da peroxidase enddgena os cortes histologicos foram imersos em solucdo de perdxido
de hidrogénio a 3% por 1 hora, e em 1% de soro albumina bovino para o bloqueio dos sitios

inespecificos por 12 horas [26].

Em seguida, as ldaminas histoldgicas foram divididas em trés lotes, recebendo um dos
seguintes anticorpos-primarios: anti-1L-17 (anticorpo de rato gerado em coelho, 1:100, SC
1265; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA); anti-IL-23 (anticorpo de rato gerado
em coelho, 1:100, SC 7927; Santa Cruz Biotechnology) e anti-OCN (anticorpo de rato gerado
em cabra SC-18319; Santa Cruz Biotechnology, Dallas, Texas, EUA).

Os anticorpos primarios foram diluidos em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-
TX), durante 24 horas, em camara Umida. Nas etapas subsequentes foi utilizado o Universal
Dako Labeled Streptavidin-Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). Apos lavagens, as
seccOes foram incubadas no anticorpo secundario biotinilado, durante 2 horas, lavadas, e
tratadas com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte, por 1 hora. Depois de
trés lavagens em PBS-TX foi realizada a revelagdo utilizando-se como cromoégeno o 3,3’-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, USA).
Ao término de uma série de lavagens em PBS, os cortes histologicos foram contracorados com
hematoxilina de Harris e protegidos com meio de montagem em balsamo e laminula de vidro
[26]. Como controle negativo, os especimes foram submetidos aos procedimentos descritos

anteriormente suprimindo-se a utilizagdo dos anticorpos primarios.
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Andlise histoldgica e imunoistoquimica

As analises foram realizadas por um unico operador calibrado, de maneira cega, sob
microscopia 6ptica (100x, DM 4000 B; Leica, Wetzlar, Alemanha).

A infiltrado inflamatorio foi analisado nos tercos da polpa dentaria, como descrito
anteriormente [4], obedecendo os escores: 1- células inflamatorias ausentes ou em numero
desprezivel; 2- infiltrado inflamatorio discreto (< 25 células por campo); 3- infiltrado
inflamatorio moderado (entre 25 e 125 células por campo); 4- infiltrado inflamatorio severo (>

125 células por campo); e 5- necrose.

Os niveis de maturacdo das fibras colagenas dentinarias e dos tercos correspondentes a
polpa dentéria foram analisados nos cortes corados por PSR sob microscopia de luz polarizada.
Foi utilizado o programa QWin (magnificacdo 400x; Leica QWin V3, Leica Microsystems)
obtendo a area correspondente as cores que indicam cada tipo de fibra de colageno nos tecidos,
sendo as fibras amarelo-esverdeadas consideradas imaturas e finas, enquanto as fibras

vermelho-amareladas consideradas maduras e espessas [31].

A analise da imunomarcacao para IL-17, IL-23 e OCN nos tercos da polpa dentéaria foi
definida avaliando-se a presenca de coloragdo acastanhada no citoplasma das células e na matriz
extracelular da polpa coronéria, utilizando escores descritos anteriormente [10,11,26]: O-
auséncia de imunomarcacao; 1- baixo padrdo de imunomarcacdo; 2- padrdo moderado de

imunomarcacao; 3- padrdo severo de imunomarcacao.

Andlise estatistica

O software Sigma Plot (Systat, San Jose, CA, USA) foi utilizado para realizacdo da
analise estatistica. Para as comparacOes estatisticas da resposta inflamatéria e imunomarcacao
de IL-17, IL-23 e OCN foram utilizados testes ndo-paramétricos de Wilcoxon para as analises
pareadas (CONTxPH e LEDxPH+LED) e Mann-Whitney para as analises ndo-pareadas
(CONTXLED e PHxPH+LED). Testes paramétricos, Teste-T pareado Wilcoxon para as
andlises pareadas e Teste-T para as anélises ndo-pareadas, foram utilizados para comparacées
estatisticas do nivel de maturacdo das fibras coldgenas dentinarias e pulpares, apos realizacao
do teste de normalidade. Os dados que ndo passaram na normalidade foram submetidos aos
testes Wilcoxon e Mann-Whitney, respectivamente. Para todos os testes foi adotado o nivel de

significancia de 5%.
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3 RESULTADOS

Andlise do infiltrado inflamatdrio

As imagens representativas do infiltrado inflamatorio sdo mostradas na Fig 2 e 0s
resultados na Tabela 1. Em TO foi possivel observar a presenca de necrose no terco oclusal dos
grupos PH e PH+LED (p = 0,651), em contraste aos grupos CONT e LED, em que as células
inflamatorias estavam ausentes (p = 1,000). Nos tercos médio e cervical, os grupos PH e
PH+LED apresentaram infiltrado inflamatorio severo (p > 0,05), diferindo estatisticamente dos
grupos CONT e LED, que apresentaram aspectos de normalidade do tecido pulpar e auséncia

de células inflamatérias (p = 1,000).

Em T1, o terco oclusal dos grupos PH e PH+LED foram semelhantes (p = 0,734) e
apresentaram maior celularidade e infiltrado inflamatdrio discreto. No terco médio, enquanto o
grupo LED apresentou aspecto de normalidade, as amostras do grupo PH+LED apresentaram
infiltrado inflamatério discreto (p = 0,031). No terco cervical, todos 0s grupos apresentaram

auséncia de células inflamatérias (p = 1,000).

Em T2 e T3, todos os grupos apresentaram um tecido pulpar organizado e auséncia de

celulas inflamatdrias (p > 0,05).
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Tabela 1 Mediana e valores de “p” atribuidos ao infiltrado inflamatorio no tecido pulpar de

acordo com o grupo experimental e os periodos de analise.

TO T1 T2 T3
CONT PH LED PH+LED | CONT PH LED PH+LED | CONT PH LED PH+LED | CONT PH LED PH+LED
Mediana 1 5 1 5 1 2 1 2,5 1 1 1 1 1 1 1 1
*CONTxPH = 0,002 *CONTxPH = 0,002 CONTxPH = 0,125 CONTxPH = 1,000
*LEDxPH+LED = 0,002 *LEDxPH+LED = 0,002 LEDxPH+LED= 0,500 LEDxPH+LED = 1,000
valorp CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000
PHxPH+LED = 0,651 PHxPH+LED = 0,734 PHxPH+LED = 0,322 PHxPH+LED = 1,000
Mediana 1 4 1 4 1 15 1 2 1 1 1 1 1 1 1 1
*CONTxPH = 0,002 CONTxPH = 0,063 CONTxPH = 0,500 CONTxPH = 1,000
*LEDxPH+LED = 0,002 *LEDxPH+LED = 0,031 LEDxPH+LED = 1,000 LEDxPH+LED = 1,000
velorp CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000
PHxPH+LED = 0,681 PHxPH+LED = 0,551 PHxPH+LED = 0,583 PHxPH+LED = 1,000
Mediana 1 4 1 4 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
*CONTxPH = 0,002 CONTxPH = 1,000 CONTxPH = 1,000 CONTxPH = 1,000
| *LEDxPH+LED = 0,002 LEDxPH+LED = 1,000 LEDxPH+LED = 1,000 LEDxPH+LED = 1,000
Valor p

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 0,681

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH e LEDxPH+LED = Teste Wilcoxon (p < 0,05); CONTXLED e PHxPH+LED = Teste Mann-Whitney (p < 0,05). *O asterisco

representa diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Fig. 2 Imagens representativas do infiltrado inflamatério. Grupos CONT e LED com auséncia
de inflamacdo em todos os tempos; Grupos PH e PH + LED com areas de necrose evidentes e
infiltrado inflamatdrio severo imediatamente apds o procedimento clareador; infiltrado
inflamatorio discreto em T1. [Coloracdo de Hematoxilina Eosina, 100x].

Maturacao das fibras colagenas dentinarias e pulpares

A Tabela 2 mostra a porcentagem de fibras colagenas dentinarias maduras e imaturas.
Em TO e T1, todos os grupos apresentaram resultados semelhantes, com proporgdes
equivalentes de maturidade, com maior quantidade de fibras maduras (p > 0,05). No entanto,
em relacdo as fibras imaturas, os grupos que receberam a aplicacdo do gel clareador (PH e

PH+LED) apresentaram menor quantidade fibras imaturas (p > 0,05).

Em T2e T3, os grupos PH e PH+LED apresentaram maior quantidade de fibras maduras
(p > 0,05). Em relacéo as fibras imaturas, os grupos PH e PH+LED apresentaram proporgdes
equivalentes de imaturidade, com menor quantidade de fibras imaturas (p = 0,162). Em
contrapartida, o grupo LED apresentou menor quantidade de fibras imaturas quando comparado
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ao grupo CONT (p = 0,020). Imagens representativas de cada grupo e tempo de anélise estdo

apresentadas na Fig 3.

Tabela 2 Porcentagens de fibras colagenas dentinarias maduras e imaturas, de acordo com 0s

grupos e tempos de andlise.

O T1 T2 T3
(»£DP) CONT PH  LED pyy gp |CONT PH  LED ppyiEp | CONT PH  LED PH+LED | CONT PH LED PH+LED
Madura 9071 8341 9201 8343 | 8750 8595 8651 84,64 | 7169 84,91 7335 8L00 | 6497 8275 69,68 8129
+pp 767 752 777 134 | 759 751 751 732 | 722 755 729 807 | 872 716 821 403
CONTxPH = 0,166 CONTXPH = 0,667 *“CONTXPH = 0,005 *“CONTXPH = 0,033
OLEDXPH+LED = 0,219 LEDxPH+LED = 0,683 *LEDxPH+LED = 0,027 *LEDxPH+LED = 0,014
Valor p
CONTXLED = 0,069 CONTXLED = 0,810 CONTXLED = 0,686 CONTXLED = 0,433
PHxPH+LED = 0,997 PHXPH+LED = 0,777 PHxPH+LED = 0,392 PHxPH+LED = 0,509
Imaura 998 357 922 365 | 1222 321 1235 313 | 2497 1014 1963 1162 | 3415 1298 2471 11,63
+DpP 235 171 400 207 | 299 062 28 103 | 305 197 357 139 | 620 222 415 328
*CONTXPH = 0,002 *CONTXPH = <0,001 *CONTXPH = <0,001 *CONTXPH = <0,001
*LEDxPH+LED = 0,036 *LEDxPH+LED = <0,001 *LEDxPH+LED = 0,001 *LEDxPH+LED = 0,002
Valor p

CONTXLED = 0,696

PHxPH+LED = 0,945

CONTxLED = 0,943

PHxPH+LED = 0,882

*CONTxLED = 0,020

PHxPH+LED = 0,162

*CONTxLED = 0,013

PHxPH+LED = 0,423

CONTxPH e LEDxPH+LED = Teste T pareado (p < 0,05) ou °Teste Wilcoxon (p < 0,05); CONTxLED e PHxPH+LED = Teste T (p < 0,05).

Dados apresentados na forma de média da % e desvio padréo (DP). *O simbolo destaca a diferenca significativa entre os grupos.
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Fig. 3 Imgns repeéntativas daaturagéo das fibras coléns dentinarias. Em TO e T1 todos
0S grupos apresentaram maior quantidade de fibras maduras (coloracdo mais vermelho-
amareladas). Em contrapartida, maior quantidade de fibras imaturas (amarelo-esverdeadas)
foram observadas apenas nos grupos CONT e LED. Em T2 e T3, o grupo CONT apresentou

maior quantidade de fibras imaturas que o grupo LED. [Coloracdo de Pricosirius Red - 400x].

Ja no tecido pulpar, a Tabela 3 mostra que no terco oclusal, todos 0s grupos
apresentaram maior quantidade de fibras maduras e menor de fibras imaturas em TO, sendo
todos os grupos semelhantes entre si (p > 0,05). No terco médio, o grupo PH+LED apresentou
maior quantidade de fibras maduras quando comparado ao grupo PH, que apresentou menores
valores (p = 0,002). Ja em relacdo as fibras imaturas, todos os grupos foram semelhantes (p >
0,05).

Em T1, nos tercos oclusal e médio, todos 0s grupos apresentaram a mesma
proporcionalidade de fibras maduras (p > 0,05). J& o grupo PH apresentou maior quantidade de
fibras imaturas quando comparado ao grupo PH+LED (p < 0,05), sendo todas as outras

comparagdes semelhantes.
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Em T2, todos os grupos apresentaram nos tergos oclusal e médio mais fibras maduras e
menos fibras imaturas (p > 0,05), e em T3, 0 grupo LED apresentou maior quantidade de fibras
maduras no terco oclusal, diferindo estatisticamente do grupo PH+LED (p = 0,008). Apenas 0
grupo PH+LED apresentou mais fibras imaturas em relacdo ao grupo LED no terco médio (p =
0,049).

No terco cervical, todos 0s grupos apresentaram aumento na quantidade de fibras

maduras, sendo todos semelhantes entre si (p > 0,05) (Fig 4).
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Tabela 3 Porcentagens de fibras colagenas pulpares maduras e imaturas, de acordo com 0s

grupos e tempos de analise.

TO T1 T2 T3
(% + DP)
CONT PH LED PH+LED [CONT PH LED PH+LED |CONT PH LED PH+LED |CONT PH LED  PH+LEC
Madura 935 12,34 1364 1165 | 1062 996 1999 1532 | 1568 729 1196 513 | 1217 7,05 1525 6,12
+DP 399 409 424 437 456 478 501 429 419 381 407 436 432 502 646 2,92
CONTxPH = 0,187 CONTx*PH = 0,858 CONTxXPH = 0,082 SCONTxPH = 0,250
oL EDxPH+LED = 0,813 LEDxPH+LED = 0,112 LEDxPH+LED = 0,081 *LEDxPH+LED = 0,008
Valorp CONTXLED = 0,194 CONTXLED = 0,081 CONTXLED = 0,297 CONTXLED = 0,348
= PHxPH+LED = 0,786 PHxPH+LED = 0,066 OPHXPH+LED = 0,052 PHxPH+LED = 0,791
7"3)’
o Imatura 001 003 002 003 001 002 005 054 005 127 005 001 002 003 003 0,06
+DP 003 004 002 002 002 002 005 055 006 28 005 002 003 001 0,02 0,05
CONTxPH = 0,093 CONTxXPH = 0,252 SCONTxPH = 1,000 *CONTxPH = 0,875
LEDxPH+LED = 0,430 LEDxPH+LED = 0,109 LEDxPH+LED = 0,143 LEDXPH+LED = 0,277
Valorp CONTXLED = 0,537 °*CONTXLED = 0,160 CONTXLED = 0,910 CONTxLED = 0,818
9PHxPH+LED = 0,485 *PHxPH+LED = 0,010 OPHXPH+LED = 0,792 PHxPH+LED = 0,205
Madura 545 1018 982 1505 | 7,66 11,76 1820 1748 | 361 685 623 7,09 520 1058 13,82 515
+DP 455 457 474 493 489 509 532 460 332 320 348 376 427 438 613 377
Valor p OCONTXPH = 0,438 CONTXPH = 0,725 CONTxPH = 0,267 CONTxPH = 0,598
LEDxPH+LED = 0,194 LEDxPH+LED = 0,768 LEDxPH+LED = 0,672 LEDXPH+LED = 0,144
CONTXLED = 0,310 °CONTxLED = 0,095 CONTXLED = 0,297 CONTXLED = 0,083
. **PHxPH+LED = 0,002 PHxPH+LED = 0,078 PHxPH+LED = 0,841 PHxPH+LED = 0,373
3
= Imatura 001 002 001 001 001 002 002 065 001 129 027 019 001 001 001 0,04
+DP 001 003 001 001 002 001 002 081 001 28 038 022 002 001 002 0,03
Valor p CONTXPH = 0,274 CONTXPH = 0,215 SCONTXPH = 0,500 CONTxPH = 0,604
ol EDxPH+LED = 1,000 LEDxPH+LED = 0,136 LEDxPH+LED = 0,323 *LEDXPH+LED = 0,049
°CONTxLED = 0,931 *CONTxLED = 0,421 SCONTXLED = 0,222 *CONTXLED = 1,000
9PHxPH+LED = 0,818 *0PHxPH+LED = 0,010 PHXPH+LED = 0,662 PHxPH+LED = 0,259
Madura 56,68 62,37 6119 6373 | 66,63 5810 8481 7672 | 4507 3485 6122 6290 | 4551 39,86 5344 3516
+DP 1402 1451 1497 1552 | 1602 1639 1722 1420 | 10,96 11,80 11,37 11,03 | 787 949 12,93 21,36
CONTxPH = 0,673 CONTxPH = 0,863 *CONTxPH = 0,031 CONTxXPH = 0,489
= LEDxPH+LED = 0,746 LEDxPH+LED = 0,339 LEDxPH+LED = 0,896 LEDxPH+LED = 0,300
§ Valorp CONTXLED = 0,650 CONTXLED = 0,104 CONTXLED = 0,082 CONTXLED = 0,351
° PHxPH+LED = 0,896 PHxPH+LED = 0,198 PHXPH+LED = 0,156 PHxPH+LED = 0,728
Imatura 025 027 035 053 032 011 037 126 074 010 045 057 129 031 0,79 1,21
+DP 020 026 025 050 031 005 038 202 059 010 031 036 1,06 040 0,29 2,04
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CONTxPH = 0,889 CONTxPH = 0,300 °CONTxPH = 0,125 °CONTxPH = 0,125

LEDxPH+LED = 0,365 °LEDxPH+LED = 0,313 LEDxPH+LED = 0,525 °LEDxPH+LED = 0,625
Valorp CONTxLED = 0,507 °CONTxLED = 1,000 °CONTxLED = 0,421 CONTxLED = 0,841
PHxPH+LED = 0,294 *PHxPH+LED = 0,038 *PHxPH+LED = 0,021 PHxPH+LED = 0,352

CONTxPH and LEDxPH+LED = Teste T pareado (p < 0,05) ou °Teste Wilcoxon (p < 0,05); PHxXPH+LED = Teste T (p < 0,05) ou °Teste
Mann-Whitney (p < 0,05). Dados apresentados na forma de média e desvio padrdo (DP). *O simbolo destaca a diferenca significativa entre os

grupos.

PH+LED

T0

Tl

T0-T3

Fig. 4 Imagens representativas da maturacao das fibras coldgenas pulpares. As imagens em TO,
T1, T2 e T3 representam os tercos oclusal e médio dos grupos CONT, PH, LED E PH+LED e
as imagens em TO-T3 representam o tergo cervical dos grupos CONT, PH, LED E PH+LED
em todos os tempos de analise. Maior quantidade de fibras maduras no grupo PH+LED em TO no
terco médio, além de maior quantidade de fibras imaturas em T1 nos tercos oclusal e médio. Grupo LED
apresentando mais fibras maduras e imaturas em T3. Maior quantidade de fibras maduras no terco

cervical de todos os grupos experimentais. [Coloracdo de Picrosirius Red - 400x].



29
Analise das citocinas pro-inflamatorias

As imagens representativas da marcacdo imunoldgica para IL-17 e IL-23 estdo
apresentados nas Tabelas 4 e 5, respectivamente. Em TO, os grupos que receberam a aplicacédo
do gel clareador (PH e PH+LED) foram semelhantes entre si e apresentaram severa
imunomarcacao para IL-17 e 1L-23 no terco oclusal (p = 1,000), diferindo respectivamente de
CONT e LED, que também foram semelhantes entre si, mas com baixo padrdo de
imunomarcacao (p < 0,002). No terco medio, os grupos CONT e LED apresentaram baixo
padrdo de imunomarcacgéo, sendo semelhantes entre si (p = 1,000). Apenas o grupo PH+LED
manteve a imunomarcacao severa para IL-17 e I1L-23, diferindo do grupo LED (p = 0,002) e
PH (p = 0,010), que apresentaram moderada imunomarcacdo. J& no terco cervical, ambos os
grupos clareados (PH e PH+LED) apresentaram imunomarcagdo moderada de I1L-17 e IL-23 (p
=1,000), diferindo dos grupos CONT e LED, respectivamente (p = 0,002).

Em T1, os grupos que receberam a aplicacdo do gel clareador (PH e PH+LED) nao
apresentaram diferenca entre si em todos os tercos analisados (p > 0,05). Entretanto, no terco
oclusal, o grupo PH+LED apresentou severa imunomarcacéo de IL-17, enquanto houve padrédo
moderado para IL-23. No terco cervical todos os grupos apresentaram baixo padrdo de

imunomarcacao (p = 1,000).

Em T2, os grupos PH e PH+LED foram semelhantes e apresentaram moderada
imunomarcacao para ambas interleucinas no terco oclusal. Nesta regido, os grupos LED e
CONT foram semelhantes e apresentaram baixa marca¢do. O baixo padrdo de imunomarcacao

também foi observado em todos os grupos e regiées em T3 (p > 0,05).
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Tabela 4 Mediana e valores de “p " atribuidos a marcagao imunoistoquimica da IL-17 no tecido

pulpar de acordo com o grupo experimental e os periodos de anélise.

TO

CONT PH LED PH+LED

T1

CONT PH LED PH+LED

T2

CONT PH LED PH+LED

T3

CONT PH LED PH+LED

Mediana 1 3 1 3
*CONTxPH = 0,002

*LEDxPH+LED = 0,002

*CONTxPH = 0,002
*LEDxPH+LED = 0,002
CONTXLED = 1,000

PHxPH+LED = 0,408

*CONTxPH = 0,031
*LEDxPH+LED= 0,008
CONTXLED = 1,000

PHxPH-+LED = 0,366

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTXLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

*CONTxPH = 0,002

*LEDxPH+LED = 0,002

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 0,500

LEDxPH+LED = 0,500

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000

LEDxPH+LED = 1,000

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

Valor p
CONTXLED = 1,000
PHxPH+LED = 1,000
Mediana 1 2 1 3
*CONTxPH = 0,002
*LEDxPH+LED = 0,002
Valor p
CONTxLED = 1,000
*PHxPH+LED = 0,010
Mediana 1 2 1 2
*CONTxPH = 0,002
*LEDxPH+LED = 0,002
Valor p

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH e LEDxPH+LED = Teste Wilcoxon (p < 0,05); PHxPH+LED = Teste Mann-Whitney (p < 0,05). *O asterisco representa

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Tabela 5 Mediana e valores de “p " atribuidos a marcagao imunoistoquimica da IL-23 no tecido

pulpar de acordo com o grupo experimental e os periodos de anélise.

TO

CONT PH LED PH+LED

T1

CONT PH LED PH+LED

T2

CONT PH LED PH+LED

T3

CONT PH LED PH+LED

Oclusal

Meédio

Cervical

Mediana 1 3 1 3
*CONTxPH = 0,002

*LEDxPH+LED = 0,002

*CONTxPH = 0,002

*LEDxPH+LED = 0,002

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

*CONTxPH = 0,031
*LEDxPH+LED= 0,008
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 0,366

CONTxPH = 1,000

LEDxPH+LED = 1,000

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

*CONTxPH = 0,002
*LEDxPH+LED = 0,002
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 0,500
LEDxPH+LED = 0,500
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

Valor p
CONTXLED = 1,000
PHxPH+LED = 1,000
Mediana 1 2 1 3
*CONTxPH = 0,002
*LEDxPH+LED = 0,002
Valor p
CONTXLED = 1,000
*PHxPH+LED = 0,010
Mediana 1 2 1 2
*CONTxPH = 0,002
*LEDxPH+LED = 0,002
Valor p

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTxLED = 1,000

PHxPH-+LED = 1,000

CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000
CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxPH e LEDxPH+LED = Teste Wilcoxon (p < 0,05); PHXPH+LED = Teste Mann-Whitney (p < 0,05). *O asterisco representa

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.
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Fig. 5 Imagens representativas da analise imunohistoquimica de IL-17 imediatamente (TQ) e 7
dias (T1) apds o clareamento nos tercos oclusal e médio. Baixo padrdo de imunomarcagdo nos
tercos oclusal e médio nos grupos CONT e LED em TO e T1. Padréo severo de imunomarcacgao
nos grupos PH e PH+LED em TO no tergo oclusal, sendo que apenas o grupo PH apresentou
reducdo da imunomarcagdo para moderada no terco médio. Grupo PH com moderado padréo
de imunomarcagdo em T1, e grupo PH+LED com padrédo severo no ter¢o oclusal e moderado

no terco médio em T1. [Anélise imunoistoquimica de IL-17 - 1000x].
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Fig. 6 Imagens representativas da analise imunohistoquimica de IL-23 7 dias (T1) ap6s o
clareamento nos tercos oclusal e médio e 15 dias (T2) apds o clareamento nos tercos médio e
cervical. Baixo padrdo de imunomarcacdo nos tercos oclusal, médio e cervical nos grupos
CONT e LED em T1 e T2. Padrédo moderado de imunomarcacao nos grupos PH e PH+LED nos
tercos oclusal e medio em T1 e no terco médio em T2. Baixo padrdo de imunomarcagdo nos
grupos PH e PH+LED no terco cervical em T2. [Analise imunoistoquimica de IL-23 - 1000x].

Analise do marcador de auxiliar no processo de mineralizagdo

Imagens representativas da marcagdo imunoldgica da OCN sao mostradas na Fig 5. A
Tabela 6 mostra que em TO os grupos LED, Cont e PH+LED apresentaram baixa
imunomarcacdo de OCN, enquanto que o grupo PH apresentou padrdo moderado no tergo
médio, gerando diferenca significativa com o grupo PH+LED (p < 0,001). Em T1, a
imunomarcacao foi severa no terco oclusal para o grupo PH+LED, que diferiu estatisticamente

dos demais tratamentos. O grupo PH apresentou imunomarcagdo moderada, mas também
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apresentou marcacdo maior dos que os grupos LED e CONT. Estes foram semelhantes e

apresentaram baixa imunomarcacao.

Em T2, com excec¢éo do grupo CONT, todos grupos foram semelhantes e apresentaram

severa imunomarcagao nos tercos oclusal e médio. Em T3, o grupo LED apresentou reducédo da

marcacgdo, variando de severa para baixa, permanecendo com mesmo escore que O grupo

controle nos tercos oclusal e médio (p = 1,000). J& os grupos PH e PH+LED apresentaram

marcacdo moderada no terco oclusal, sendo semelhantes entre si (p = 0,001) e diferindo

estatisticamente dos grupos CONT e LED, respectivamente (p < 0,05).

Tabela 6 Mediana ¢ valores de “p ” atribuidos a marcagdo imunoistoquimica da OCN no tecido

pulpar de acordo com o grupo experimental e os periodos de anélise.

TO

CONT PH LED PH+LED

T1

CONT PH LED PH+LED

T2

CONT PH LED PH+LED

T3

CONT PH LED PH+LED

Mediana 1 1 1 1

CONTxPH = 1,000

LEDxPH+LED = 1,000

1 2 1 3

*CONTxPH = 0,002

*LEDxPH+LED = 0,002

1 3 3 3

*CONTxPH = 0,002

LEDxPH+LED= 1,000

1 2 1 2

*CONTxPH = 0,002

*LEDxPH+LED = 0,002

valere CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000 *CONTxLED = 0,002 CONTxLED = 1,000
PHxPH+LED = 1,000 *PHxPH+LED = 0,010 PHxPH+LED = 1,000 PHxPH+LED = 1,000
Mediana 1 2 1 1 1 2 1 2 1 3 3 3 1 1 1 1
*CONTxPH = 0,002 *CONTxPH = 0,002 *CONTxPH = 0,002 CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000 *LEDxPH+LED = 0,002 LEDxPH+LED= 1,000 LEDxPH+LED = 1,000
Valor p
CONTxLED = 1,000 CONTxLED = 1,000 *CONTxLED = 0,002 CONTxLED = 1,000
*PHxPH+LED = <0,001 PHxPH+LED = 1,000 PHxPH+LED = 1,000 PHxPH+LED = 1,000
Mediana 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1
CONTxPH = 1,000 CONTxPH = 1,000 CONTxPH = 1,000 CONTxPH = 1,000
LEDxPH+LED = 1,000 LEDxPH+LED = 1,000 LEDxPH+LED = 1,000 LEDxPH+LED = 1,000
Valor p

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

CONTxLED = 1,000

PHxPH+LED = 1,000

diferenca estatisticamente significante entre os grupos.

CONTxPH e LEDxPH+LED = Teste Wilcoxon (p < 0,05); PHxPH+LED = Teste Mann-Whitney (p < 0,05). *O asterisco representa
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Fig. 7 Imagens representativas da analise imunohistoquimica de OCN 15 dias (T2) ap6s o
clareamento nos tergos oclusal e médio. Baixo padrdo de imunomarcagdo nos tercos oclusal e
médio no grupo CONT em T2. Padrdo severo de imunomarcacdo nos tercos oclusal e médio
nos grupos PH, LED e PH+LED em T2. [Analise imunoistoquimica de Osteocalcina - 1000x].
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4 DISCUSSAO

Com o questionamento frequente da seguranca das técnicas clareadoras tradicionais,
alternativas que possam alcancar resultados satisfatorios gerando o minimo de
comprometimento tecidual agudo e a longo prazorepresentariam um avango consideravel para

a Odontologia.

Diversos estudos comprovaram que a aplicacdo isolada do LED violeta promove
alteracdo cromatica discreta, sendo mais promissor o seu emprego quando associado com
produtos contendo perdxido de hidrogénio em concentracdes inferiores a 17,5% [25,37-39].
Sendo assim, torna-se pertinente estudos que avaliem a resposta biolégica de tratamentos que

utilizam este sistema associado ou ndo com géis menos concentrados.

Dentre os efeitos adversos provocados pelo tratamento clareador tradicional destaca-se
0 estabelecimento de um processo inflamatério pulpar [40] e 0 aumento da expressao de
citocinas pré-inflamatdrias [41,42], que desencadeiam respostas dolorosas tdo comumente
relatadas em andlises clinicas [43,44]. Frente a isso, no presente trabalho foi observado que o
LED Violeta utilizado isoladamente ou associado ao gel clareador ndo influenciou na resposta

inflamatoria, sendo aceita a primeira hipdtese nula do estudo.

Destaca-se, porém, que mesmo sendo utilizado um gel a base de perdxido de hidrogénio
a 17,5%, os grupos que receberam aplicacdo do peroxido, independentemente da irradiacao
com o LED violeta, apresentaram areas de necrose tecidual e infiltrado inflamatdrio severo
imediatamente ao término do tratamento, com reducdo do infiltrado inflamatério para discreto
aos 7 dias e evoluindo para a auséncia de células inflamatoérias aos 15 e 30 dias, condicdo
observada durante todo o periodo experimental nos grupos CONT e LED. Estes achados
mostram que apesar do dente do rato favorecer uma maior dissociacdo do peroxido de
hidrogénio para o tecido pulpar, h&d um recrutamento de células mesenquimais indiferenciadas

que promovem a reestruturacdo tecidual apds 30 dias de tratamento [45].

Observou-se também que no periodo imediato houve aumento da imunomarcacao de
IL-17 e IL-23 no grupo PH+LED em comparacdo com o grupo PH, mostrando que o LED
exerceu efeito significativo quando associado com gel, rejeitando a segunda hipotese.
Possivelmente esta marcacdo severa esteja relacionada a capacidade da luz de tornar os dentes
mais sensiveis, quando comparado ao tratamento realizado exclusivamente com o gel clareador.
Esta hipotese é corroborada pelos resultados de Gallinari et al. [39], que constatou que o

tratamento associado (PH+LED) tornou os dentes mais sensiveis aos estimulos frios, que
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permaneceram sensibilizados ap6s o término do tratamento clareador. A duracdo da
sensibilizacdo dentaria neste estudo clinico também justifica os resultados encontrados no

presente estudo, que revelou imunomarcacao moderada mesmo ap6s 15 dias de tratamento.

Com relacdo a andlise de OCN, apesar de todos os grupos diferirem do controle,
apresentando imunomarcacéo severa aos 15 dias, baixo padréo foi observado no grupo LED
aos 30 dias, enquanto que neste tempo 0s grupos que receberam a aplicacdo do gel clareador
(PH e PH+LED) permaneceram com marca¢do moderada. Este resultado mostra que a luz em
sua forma isolada ou associada ndo induziu a maior expressao no tecido pulpar, aceitando a
terceira hipotese nula. Estes achados corroboram com o estudo de Benetti et al. [26], pois
observaram que, devido a producdo da matriz dentinaria ainda permanecer ativa aos 30 dias,

ocorre maior expressdo de OCN no tecido pulpar, 0 que esté associado a fibrose tecidual [46].

A maturacdo das fibras de colageno, que constituem aproximadamente 34% do tecido
conjuntivo da polpa [47], também representam outro sinal de envelhecimento atribuido ao
tecido apos o tratamento clareador convencional [48]. Diante disso, é importante destacar que
0 LED violeta utilizado isoladamente influenciou apenas na maturacdo das fibras colagenas
dentinarias rejeitando, portanto, a quarta hipotese nula do estudo e aceitando a quinta hipotese.

De uma forma geral, os grupos que nédo receberam a aplicacao de gel clareador (CONT
e LED) apresentaram diminui¢&o de fibras dentinérias maduras, corroborando com os achados
de Terayama et al. [48], que observaram que 0s grupos clareados apresentaram maior
quantidade de fibras colagenas maduras do que o grupo controle. Esta reducdo pode estar
relacionada ao envelhecimento natural do tecido no modelo experimental utilizado, pois a
dentina vai se mineralizando naturalmente com reducdo de suas fibras colagenas. Entretanto,
0S mesmos grupos apresentaram aumento das fibras imaturas dentinérias a partir dos 15 dias,
sendo este processo menos intenso para o grupo LED, o que indica uma maturagdo um pouco

mais acelerada promovida pela luz.

Acredita-se que o LED violeta possa influenciar e promover alteragdes restritas ao
conteddo organico dentinario, uma vez que o seu comprimento de onda (405-410 nm) [49]
limita a sua agdo nas camadas mais superficiais dos tecidos dentarios. Estes achados corroboram
0 estudo de Barboza et al. [50], que constataram que a bioestabilidade do colageno dentinario
néo foi influenciada pelo LED violeta. Além disso, vale ressaltar que o gel a base de perdxido
de hidrogénio a 17,5%, de maneira isolada ou associado a luz, também ndo influenciou na

maturacdo das fibras colagenas do tecido pulpar, 0 que pode estar relacionado a menor
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concentracgéo utilizada, em contraste a outros estudos realizados com concentragéo de 35%, que
aceleraram este processo [31,48].

Os resultados desta pesquisa contribuiram para a compreensdo da influéncia do LED
violeta sobre os tecidos dentarios, porém o menor volume do tecido pulpar e dos tecidos duros,
bem como o tempo de reparo devem ser considerados na interpretacdo dos resultados, ndo
devendo ser extrapolados diretamente para uma condi¢cdo humana. Assim, consideramos
oportuno gue outros estudos sejam realizados para validar estes resultados em outros modelos

experimentais.

Por fim, apesar do LED violeta influenciar no processo de maturacdo das fibras
colagenas dentinérias, esta alteracdo ocorreu de forma branda, o que garante seguranca
biolégica ao tratamento nos pardmetros avaliados, principalmente quando comparamos aos

danos oxidativos severos associados a terapia clareadora tradicional.
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5 CONCLUSAO

A terapia com LED violeta ndo induziu inflamacéo e fibrose no tecido pulpar, apesar de
acelerar a maturacdo das fibras de coldgeno da dentina e, quando associada ao peroxido de

hidrogénio, pode tornar os dentes mais sensiveis.
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ANEXO B

Figura 1 — Titulacdo do PH com permanganato de potassio.

Figura 2 — Procedimento de anestesia intramuscular.
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Figura 3 — Aplicagdo de 4pL do gel a base de PH a 17,5% sobre a superficie do esmalte com
0 auxilio de uma pipeta prépria para liquidos viscosos (Microman E M100E, Gilson, Inc,

Middleton, Wisconsin, USA).

Figura 4 — Animais pertencentes ao lote LED recebendo a irradiacdo com o Fotoclareador
Bright Maxx Whitening, associado ou ndo ao agente clareador a base de perdxido de hidrogénio

a17,5%.
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Figura 5 — Verificacdo das hemimaxilas mantidas em solugcdo de EDTA a 10% para

comprovacao de sua total desmineralizagéo.

Figura 6 — Pecas histoldgicas apds processamento e inclusdo em parafina.




