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Aos meus qucric]os Pais, Dozinetti e |~ dna

Dedico ndo sé este mestrado, mas sim minha vida inteira, a vocés, que me deram a
oportunidade de viver e me ensinaram a vivé-la com dignidade. A vocés, que muitas vezes
tiveram paciéncia, compreensao e que ndo mediam esforcos para me acalmar nos momentos
mais dificeis da minha vida. A vocés, que se doaram inteiros e que muitas vezes renunciaram
aos seus sonhos e desejos, para que, eu pudesse alcangar os meus objetivos. Pela longa espera
e compreensdo durante as longas viagens. A vocés, pais por natureza, por op¢ao e amor, que
dedicaram a vida inteira de vocés para dar uma vida excelente para mim e para minha irma.
Um somente “muito obrigada” ndo bastaria para sanar tudo o que fizeram por mim. Serei
eternamente grata pela vida maravilhosa que vocés me deram, pela familia linda e amada, e
todas as palavras sabias que me dirigiram na ocasido certa, sempre me acalentando com tanto
amor e preocupacdo. Entdo é por meio desse resultado obtido apds tantos anos de luta e
dificuldades que dedico inteiramente ndo sé o mestrado, mas como minha vida inteira, como
forma de agradecimento por tudo que fizeram por mim, porque com palavra seria incapaz de
retribuir tanto amor que vocés me deram.

Amo vocés!

A minha querida ]rmé, Cunhado e sobrinho

A minha irmé Belize, a0 meu cunhado Juninho que amo muito, e que me proporcionaram
uma alegria impar, de confiar em mim a responsabilidade de ser madrinha do meu querido e
amado afilhado Heitor, uma crianca cheia de luz que veio nos encher de alegria e muito amor.

Obrigada por essa responsabilidade que serei grata eternamente.

Aos meus qucri&os avds e avds

Aos meus avos falecidos VO Elvira, V6 Denisia e V6 Vicente, sei que vocés, de qualquer
lugar que estejam, sempre estiveram do meu lado, me dando forgas, acreditando no meu
potencial, e torcendo por mim. Alguns momentos, que queria desistir e sentia que néo tinha

mais forcas para continuar, do nada surgia uma vontade de lutar e ir em diante, que no
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momento me parecia até estranho. Mas hoje paro e penso: certeza que eram Vocés, meus anjos,
tentando me ajudar, me acalmando e me dando forcas para continuar. Obrigada meus anjos,
obrigada por serem meus avos tdo queridos e amados. E ao meu avd Vito, meu unico avd

presente, 0 meu muito obrigado por ter me acompanhado, e vibrado com cada vitoria minha.
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Ao Prof. Ad) André | uiz Fraga Priso

Professor, orientador e muitas vezes amigo. Durantes esses 6 anos de convivéncia
aprendi muitas coisas, entre elas desde procedimentos laboratoriais, até ter mais paciéncia
com algumas situacdes do dia-a-dia de laboratorio e fora também. Agradeco muito por ter me
escolhido como orientada no meu 3° ano de faculdade. Mesmo com medo da fama de professor
“bravo”, levantei a cabega e encarei. Acabou que no final das contas, me deparei ndo com um
professor bravo, mas sim com um orientador exigente, metddico e um orientador que gosta das
coisas certas. Isso ndo sao defeitos, pelo contrario, no meu ponto de vista é o que te faz ser um
excelente pesquisador e professor, e hoje em dia agradeco por ter sido rigido comigo, pois me
ajudou muito a crescer e amadurecer durante todos esses anos. Apesar de ser rigido, o
professor sempre soube 0 momento certo para elogiar e dar valor no trabalho quando esta
realmente bom, e quando elogiava ndo media palavras para mostrar que estava no caminho
certo. Obrigada pela liberdade de que vocé me deu ao longo desses anos para conversar sobre
diversos assuntos. O que sou e 0 que sei hoje, devo muito ao professor, por ter me estimulado.
Tenho um carinho e uma admiracdo enorme pelo senhor, pois foi vocé quem me criou
cientificamente, sou devedora de muitas coisas boas ensinadas e serei eternamente grata por
tudo. Obrigada!!!

Ao Prof. Ac]j. | uciano | avares Angclo Cintra

Um agradecimento especial ao meu Co-Orientador, que sempre se mostrou disponivel e
atencioso quando precisei. Inicialmente para desenvolver a escrita do meu projeto, me
ajudando a escrever, disponibilizando artigos e projetos para me direcionar. Quando chegou
na parte experimental, na montagem das laminas sempre checando para ver se estava tudo
certo. Sempre se mostrou muito calmo e paciente, para me ajudar a analisar, pois era a
primeira vez que analisava laminas histolégicas, e o professor acabou gque ajudou a tornar em
algo facil e prazeroso de se trabalhar. Certamente participou de modo positivo ha minha
formacgdo como pesquisadora. Sou muito grata pela orientacéo, atencéo e dedicagdo a minha
pessoa quando precisei. Ao senhor que € um exemplo de competéncia e dedicagéo ao trabalho,

deixo 0 meu muito obrigada por permitir que isso tudo acontecesse.
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Ao Prof. Dr. Edilson Ervolino

De modo muito especial agradeco ao Prof. Dr. Edilson Ervolino por ter me recebido
gentilmente em seu laboratdrio de pesquisa de Histologia desta universidade. Foi um prazer
poder trabalhar com o senhor, ganhei muita experiéncia, muito aprendizado. Obrigada por ser
tdo compreensivo, atencioso, e muitas vezes vinha com conversas descontraidas para dar um
pouco de risada. Desde o inicio do projeto sempre se mostrou prestativo, sempre ajudando
que era possivel. Faltam palavras para te agradecer toda a ajuda na execucéo do meu projeto.
Obrigada mais uma vez por me receber tdo bem no laboratério e sempre sorridente, sem tempo

ruim. Muito obrigada!
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A Deus
Eu creio em um Deus que habita em meu coragdo e que transforma tudo ao meu redor.
Creio em um universo que trabalha sempre a meu favor e me mostra sempre o melhor caminho
a seguir. Creio na forca dos anjos, que se ancoram ao meu lado quando a cruz parece pesada

demais para eu suportar. Creio na alma humana, feita a imagem e semelhanca de Deus e desta

forma, nenhum mal me atinge.

/hstitucional

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba — FOA - Unesp, na pessoa do llustrissimo
Direto Professor Wilson Roberto Poi, por toda infra-estrutura oferecida. Completando meu
oitavo ano nesta instituicdo, e ndo me canso de me orgulhar por tudo que esta faculdade faz
pelos alunos e pela comunidade, tanto no &mbito clinico como na pesquisa, muito me orgulho

de ser filho desta Universidade .

Ao Departamento de Odontologia Restauradora da Faculdade de Odontologia de
Aracatuba — FOA - UNESP, por permitir a utilizacdo das instalaces do departamento para o

desenvolvimento do meu trabalho.

A Coordenadoria do Programa de Pds-Graduacdo em Odontologia, pela dedicacéo
ao curso buscando sempre sua melhoria. Sou muito grato por carregar em minha formacgéo o

nome desta Universidade.

As funciondrias da seccdo de pos-graduacdo Valéria, Cristiane e Lilian que sempre
muito pacientes e prestativos me ajudaram em varios momentos. Muito obrigado pelo carinho.

Parabéns pela eficiéncia e dedicacao de voceés.

Aos atuais funcionarios do Departamento de Odontologia Restauradora Peterson,
Nelci e Elaine por todo o convivio destes dois anos, ajudas, pelos momentos de risos e até
mesmo pelas lagrimas e conselhos, por me acalmar quando alguma maquina queimava na

minha mao rsrs. Nao posso de deixar de mencionar os funcionarios que me ajudaram muito
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durante todos os 6 anos que passei no Departamento de Odontologia Restauradora: Rosinha
e Neuzinha obrigada por me ajudar durante a minha graduacéo e 0 meu tempo que permaneci
como Iniciacéo Cientifica, pelas conversas e risadas que certamente alegrou e facilitou, de
alguma forma, a minha estadia durante todos esses anos no departamento. Agradecer também
a Claudia que sempre me ajudava no manuseio de solugdes, algumas técnicas laboratoriais, e
além disso, pelo convivio. Deixo 0 meu muito obrigado por todo o carinho e respeito que

tiveram comigo durante minha estadia neste departamento.

A Fundacgdo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sdo Paulo — FAPESP, pelo apoio
desde minha iniciacdo cientifica (Processos n°® 2009/01459-, 2010/10298-9) e no mestrado
através do auxilio pesquisa concedido (Processo n° 2015/01366-4). Isso possibilitou muitas
conquistas, sendo fundamental para o meu desenvolvimento como pesquisador. Parabéns pelos

que a fazem uma Instituicdo de respeito e de orgulho do nosso estado.

A Coordenacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pela bolsa

de mestrado concedida no periodo de marco/2014 a fev/2016.

Aos vigias da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, 0 meu muito obrigado
por sempre guardar a faculdade e pelas vezes que aparecia na madrugada e tinham que abrir

0 portdo soO para eu entrar e fazer meus experimentos. Muito obrigada!

Aos Frofessores

Aos professores da pos-graduacdo Renato Herman Sundfeld e Paulo Henrique dos
Santos por toda a dedicacdo com o curso fazendo com que nds tivéssemos a melhor formacéo.
Muito obrigado por todo o ensinamento e paciéncia que tiveram conosco. Deixo expressa
minha grande admiragao a vossas pessoas por muitas vezes nao assumir a posicao de professor
e conversar de igual para igual nos incentivando, aconselhando e apoiando em nossas decisdes

pessoais. Muito obrigado por tudo, sempre referenciarei vocés com muito orgulho.

A minha eterna orientadora professora Doris Hissako Sumida a quem agradeco
eternamente por ter despertado esse espirito de pesquisadora em minha pessoa e fizesse com
que eu desse continuidade aos meus estudos. Agradeco por toda a paciéncia e carinho que teve

comigo em todas as vezes em que precisei de um conselho, certamente por toda a confianca

\/

Vav



1C- !gﬁ:gééﬁ n%ﬁ%ib

que tenho na senhora, ndo hesitava em procura-la. Deixo aqui minha eterna admiragéo e meu

muito obrigado.

A professora Sandra Rahal a qual é um grande exemplo de profissional e pessoa,
sempre com toda a bondade e dedicacéo a profissdo tentando me ajudar desde as clinicas da
graduacao e posteriormente me dando todo o apoio para que eu me tornasse um mestre. Muito

obrigado por todo o carinho.

A professora Mara Antonio Monteiro de Castro que além de uma excelente professora,
profissional, é minha querida madrinha. Obrigada por sempre estar presente na minha vida,
passando ensinamentos, experiéncias e aprendizados. Uma pessoa espetacular, de coracao
enorme e uma fé inabalavel. A minha admiracéo pela senhora vai além das palavras. Obrigada
por todo o carinho, certamente a madrinha é uma grande admiragdo para minha carreira.
Agradeco também ao José Antébnio Monteiro de Castro que participou da minha vida
académica, e também na minha vida pessoal. Obrigada por todos os momentos

compartilhados.

Aos professores Ricardo Coelho Okida e Silvio José Mauro por contribuirem com minha
formacgdo. Grandes profissionais 0s quais gostaria de ter um pouco da qualidade de cada um.

Sou grato a cada um de vocés, muito obrigado!

Ao professor Eloi Dezan Junior que felizmente tive a honra de conviver, trabalhar, além
do mais, sempre me orientando e sanando minhas duvidas quando precisei. Obrigada pela
convivéncia durante todos esse tempo, por sempre ser simpatico, brincalhdo tornando o
ambiente de trabalho mais prazeroso. Muito obrigado por todo o apoio, ajuda prestada, e

principalmente pela paciéncia sempre teve comigo.

E aos demais professores do departamento de Odontologia Restauradora Gustavo Sivieri
de Araujo, Rogério, Ticiane Cestari Fagundes, Jodo Eduardo Gomes Filho obrigada pelo
convivio e ensinamentos passados durante esses dois anos. Certamente contribuiram de

alguma forma para o meu aprendizado.
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Certamente a escolha desta banca foi muito bem pensada. Pensada em professores que
tivessem a competéncia e conhecimento de poder enriquecer este trabalho com toda pericia
cientifica. E com grande satisfacdo que vou contar para a composi¢do desta banca com a
professora Daniela Micheline dos Santos — FOA/UNESP e Lucas Silveira Machado —
UFRGS. Muito obrigada por aceitarem o meu convite.

Aos Amigos

A Brisete moér Vanessinha que sempre esteve comigo desde do comeco da minha
iniciacdo cientifica. N&o tenho palavras para te agradecer por tudo o que vocé fez por mim
durante todos esses tempos. Minha grande e eterna amiga, obrigada por tudo mesmo, pelos
conselhos, pelas conversas, pelos ensinamentos que vocé compartilhou comigo. Com certeza
aprendi muito com vocé durante todo esse tempo. N&o tenho palavras suficientes para te
agradecer por tudo o que vocé fez por mim. E agora vocé passando por essa fase maravilhosa
que é ter uma crianca linda e abengoada e sei que sera muito, mas muito amada, a Clarinha é
muito sortuda por ter vocé e o Fé como pais. Agradecer também ao seu queridissimo marido
Felipe pelas palhacadas, conversas e também pela amizade. Vocés formam um casal lindo, que
amo demais, e quero carregar essa amizade para minha vida inteira. Obrigada por serem meus

amigos.

A Leticia que também esteve comigo desde o comego, me orientando nas pesquisas,
obrigada pela amizade e pela ajuda que me proporcionou ao longo da minha estadia no

laboratdrio. Obrigada pela paciéncia que sempre teve comigo.

A Thais, obrigada por sempre ser essa pessoa maravilhosa e sorridente que é, com
certeza sempre que estivemos juntas, vocé alegrava meu dia, com essa sua risadinha gostosa
de ouvir. Japinha linda, obrigada por toda a ajuda que vocé me deu durante todo o tempo que
estive no departamento, me ajudando sempre que precisava, me acalmou vaaarias vezes.
Obrigada pela paciéncia e carinho, tenho enorme admiracao por vocg, e tenho certeza que

fard muito sucesso ainda na sua carreira.
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Ao Rafael Sim@es que me aguentou por um bom tempo no laboratério. Obrigada pelos
tempos que convivemos juntos, pelas risadas, brincadeiras, por me ajudar na viagem para
Boston, quando eu nédo sabia falar quase nada em inglés, la estava vocé para me ajudar. Muito

sucesso na sua carreira, sei que ainda vou ouvir muito sobre sua competéncia.

A Janaina, minha companheira de mestrado. Entramos juntas nessa jornada, e aqui
estamos, na reta final desta etapa de nossas vidas. Durante esses dois anos, nasceu uma
amizade entre nés, por meios de altas risadas, brincadeiras, lanches, choros, desespero,
sempre uma ajudando a outra quando mais precisava. Quantas historias que demos risada,
desde a bota de 500 doélares, até histdrias de cantores sertanejos. Muitos risos, muitas
brincadeiras, muitas palhacadas, 0 que tornava essa jornada mais prazerosa de lidar. Mas
também ndo era sO brincadeiras, tinha também o companheirismo nas clinicas quando
faziamos dupla, e sempre que precisei de ajuda com algo. Obrigada por sempre me ajudar
guando precisei, pelos conselhos que me deu ao longo dessa jornada, por tentar me acalmar
guando mais precisava. Obrigada por ser essa companheira que vocé foi durante esses dois
anos. E pode ter certeza, que tor¢co muito pelo seu sucesso, e sei que vai alcancar todos 0s seus
sonhos e objetivos.

As demais Brisetes Ursula, Sandra e a mais nova no grupo a Morgana, obrigada pelo
carinho que vocés tem por mim, e saibam que todo o carinho, e todo o sentimento é reciproco.
Obrigada por estarem sempre do meu lado, me dando forcas quando precisei. Serei

eternamente grata. E forca, que vamos conviver muito tempo juntas ainda rsrs.

A minha amiga Francine que me ajudou desde o comeco do meu mestrado. Fran,
obrigada por ser paciente comigo, me ensinando tudo do meu projeto, desde a parte de realizar
o0 clareamento nos animais, até a confeccao das laminas. Vocé sempre esteve presente em tudo,
todas as etapas, sempre me ajudando, tendo idéias novas, parcerias em projetos novos. Mas
ndo tenho que te agradecer apenas por ser um anjo na minha vida de mestrado, mas também

pela amizade que conquistei com vocé. Vocé € aquela amiga que sei que posso contar tudo,
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desabafar de tudo, que ndo vai me julgar com minhas loucuras e paranoias. Me identifiquei
muito com vocé, vocé é aquele tipo de pessoa que me espelho muito com sua for¢a de vontade,
sempre prestativa e pronta para ajudar qualquer um em qualquer coisa, simpatica, sempre
alegre e dando risada, ndo tem tempo ruim, super ativa. Se precisava ficar no laboratério até
madrugada comigo, ficava sem problemas e nem questionava, pelo contrério, achava
engracado. Obrigada Fran pelos ensinamentos, companheirismo, amizade, e espero que

nossos planos deem certo.

As demais Lucianetes Renata e Luciana obrigada pelo convivio durantes esses anos no

departamento, pela amizade e por me ajudar quando precisei.

Ao Diego Valentim (vulgo Inutil) obrigada pelas parcerias, pelas risadas no laboratorio,
e pela sua amizade, sempre muito atencioso e prestativo, o inatil mais atil que ja conheci.

Obrigada por todos esses anos convividos no departamento.

A Paulete Mariana pelo convivio durante esses dois anos, pelas loucuras, pelas risadas
e pelas historias que compartilhamos durante esse tempo. Com certeza vocé tem grande
responsabilidade por tornar esse curso mais agradavel e animador. Obrigada por toda ajuda,
por toda conversa. E agradecer também as mais novas Pauletes Bruna e Ana Tereza obrigada
pelo convivio destes ultimos tempos. Bruna com toda a sua delicadeza e compreensdo sempre
mostrou ser competente com tudo o que faz, e a Ana por toda risada, palhacada e gargalhada
que vocé me proporcionou. Obrigada por entrarem na minha vida. Ao Enrico, também
orientado do Prof. Paulinho, que sempre se mostrou competente em tudo o que faz, com

certezaz terd muito sucesso na sua caminhada.

As mais novas mestrandas da Endodontia Vanessa e Leticia. Meninas conheco vocés a
tdo pouco tempo, mas ndo precisa de muita conversa para comegar a gostar de vocés. Duas
meninas meigas, simpaticas e muito animadas. Sejam bem-vindas a esse mundo de POs-

graduacao, facam bom aproveito, e 0 que precisarem podem contar sempre comigo. Adorei
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conhecer vocés duas, e espero g nossa amizade fique cada vez mais forte, afinal sou 50%
Endodontia e 50% Dentistica, entdo vamos conviver por mais alguns anos. Beijos.

A minha amiga doutoranda Laura (vulgo Laurete), uma pessoa impar, uma amizade que
tenho desde quando eu era da graduacéo e acabou se fortalecendo no curso de p6s-graduacao.
Posso sim considerar vocé como minha irma de Pds, ndo me canso de te falar como gosto de
vocé, e que ainda bem que vocé esteve comigo durante todo esse tempo, sempre me ajudando,
dando risada e também me dando broncas quando precisava. Tenho uma admiragéo tdo grande
por vocé, e pela sua familia, que até me sinto super a vontade quando estou perto de vocés.
Vocé é uma pessoa sincera, leal, com principios na vida, com algumas tubulacdes no caminho,
mas sempre sai de cabeca erguida. Tenho grande admiracéo por vocé, pelo que vocé é, pela
guerreira que vocé é. Obrigada pelo companheirismo, por essa amizade verdadeira, uma
amizade que tenho certeza que sempre vou poder contar. Precisaria te agradecer por tanta
coisa, tantos momentos que passamos juntos, tantos conselhos que vocé me deu, tantas broncas
construtivas, tantos tapas na minha mao, que me falta palavras para expressar o que sinto por
vocé. Obrigada por ser essa amiga tao especial, que fez meus dias mais faceis de lidar e mais
felizes. Conte comigo para tudo o que precisar, para chorar, dar risada, se divertir.

Ao meu amigo Fabio (vulgo Fabim) uma pessoa irritante mas que amo ter por perto.
Brincadeiras a parte. Fabim obrigada por sempre estar ali quando precisei de alguns
conselhos, mesmo que fosse para chorar e me desabafar. Tenho tanto que te agradecer, pelos
ensinamentos, pela amizade, pelas orientacdes nos casos. Certamente meu mestrado ndo seria
0 mesmo sem voceé ali. Obrigada por sempre me dar calma durante minhas apresentacoes, e
nunca esquecerei da posi¢do de “mulher-maravilha”. Vocé além de ser um excelente clinico,
vai ser um professor brilhante. Te admiro demais pela sua capacidade, experiéncia e
companheirismo. Vocé certamente fara muita falta quando finalizar o doutorado. Um amigo
que Deus me deu, e ndo abro mao nunca mais. Obrigada por sempre estar presente, e me

defendendo. Obrigada pela sua amizade, carinho e toda sinceridade.

Ao meu amigo Lucas (vulgo Lusca, Best, Doc). Sim, vocé aparece de novo nos meus

agradecimentos, porque além de ser minha banca (banca mais que especial) € um amigo que

Meargionce de Clliveina Gollinare B
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me acompanhou desde 0 meu inicio no departamento. Cheguei no departamento, toda timida,
ndo conhecia ninguém, até que um dia comegamos a brincar, eu vocé e a Fer e vi 0 quanto
vocé era gente boa. Foi no meu mestrado que nos aproximamos mais e vi que além de ser gente
boa, vocé é um excelente profissional, tem capacidade, e que com certeza vai vencer muito na
vida ainda. N&o é a toa que digo isso, porque no Primeiro concurso que vocé prestou, passou
logo de cara. Sempre acreditei no seu potencial, e sei que vocé vai muito longe ainda. Obrigada
por sempre me ajudar no laboratorio, pelas risadas, pelos churrascos maravilhosos sempre
explodindo, por ser téo sincero, por ser tdo vocé. Vocé faz muita falta aqui em Aracatuba, isso
pode ter certeza, cadé as historias dos cantores sertanejos? Sensacional. Risada com vocé
sempre era garantida. Vocé tem um futuro brilhante pela frente, e o que eu puder ajudar de
alguma forma, saiba que pode contar comigo e tem sempre o meu apoio. Obrigada pela
amizade e todo o conhecimento que vocé compartilhou comigo durante esse tempo. A

odontologia brasileira tem muito a ganhar com vocé ainda.

Aos estégiarios da Dentistica Livia, Nati, Ana Carol, Karina, Erika Chiba, Caio Pavani,
Gabriel Secamilli, Morgana, agradeco pelos dias convividos juntos. Desejo todo o0 sucesso
para vocés, e que esse tempo que passarem no departamento possa ser muito produtivo, e 0

que precisarem sempre estarei 14 para ajudar no que for possivel.

Ao meu amigo Carlos (vulgo Charles e/ou Bueno) e sua noiva Vanessa (vulgo Tchula).
Esse casal fantastico e super animado. Me aproximei a pouco tempo de vocés, mas ja se
tornaram muito especiais. Casal sempre animado, que topa tudo. Obrigado por proporcionar

momentos de alegrias, e com muitas risadas. Desejo muita felicidade ao casal.

A minha eterna companheira de laboratério Fernandinha meus eternos agradecimentos
pelo companheirismo durante toda a graduacdo na iniciacdo cientifica e no préoprio curso.
Sinto uma saudade enorme de vocé no meu dia-a-dia, das broncas para comer menos, no
estimulo no laborato6rio, na amizade sincera que tinha com vocé, nos conselhos, na ajuda em
tudo. Amo vocé Ferdinanda, e saiba que estou com vocé pra tudo, posso ndo estar perto, mas
sempre estarei com vocé em pensamento. A admiracao que tenho por vocé é tdo grande. Admiro

sua garra, sua vontade pela vida, sua perseveranca, por ser essa pessoa guerreira que Voce e,
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continue com esse perfil de sargentinha que vocé tem, que vocé vai longe. Sempre estarei
torcendo por vocé, pela sua felicidade e pelo seu sucesso. E sempre tenha muita fé, porque sé
Ele é capaz de proporcionar milagres em nossas vidas, e na sua Ele estd atuando com muito

carinho. Amo vocé guria.

A minha amiga Bruninha. Meu Deus, ndo sei nem o que falar! S&o tantas coisas que
vivemos juntas, tantas historias, que ndo sei nem por onde comecar te agradecer. Te agradecer
basicamente pela sua amizade, por sempre me apoiar, me dar os melhores conselhos, por
sempre estar presente em tudo que tenho vivido nos Gltimos anos. Acabava deixando vocé louca
com meus problemas do mestrado, desabafando tudo para vocé, e vocé tentava me ajudar,
oferecia ajuda nos meus experimentos, sdo poucos que fazem isso, e te admiro muito por isso,
e por sua vontade de viver, pela sua garra, pela sua sinceridade. Pode contar sempre comigo,
para qualquer coisa. Beijos no coragao!

A minha amiga Natalia Conti que sempre esteve comigo durante esse tempo de mestrado.
Nossa amizade comecou através de uma orientacdo de iniciagdo cientifica. Vocé chegou
pedindo estagio pro professor, e ele preocupado se vocé tinha algum problema comigo haha.
Quando vocé comecou, vocé chegou devagarzinho na minha vida, e ficou para sempre. Vocé é
aquele tipo de amiga companheira, fiel, leal, e super animada. Essa nossa amizade, foi além
da faculdade, e formando as “Jamaras”, nossas reunioes de quarta-feira, onde explorava
nossos dotes culinarios, regada com muita risada e vinho. Obrigada por todos os conselhos,
todas as risadas, todas as conversas. Continue sendo essa pessoa maravilhosa e doida que
vocé. Amo vocé e sinto muito a sua falta todos os dias, com toda a sua contribui¢do para o
departamento. Obrigada por ser quem é, e pela amizade e carinho e sempre me dando apoio

durante todo esse tempo.

Aos meus amigos do Clubinho (Cor0, Clicia, Alana, Mari, Gustavo, Aline e Jamille),
meus amores que sempre me apoiaram e me deram forca em tudo durante toda a graduacéo, e
mesmo depois. A saudade que tenho de vocés é tdo grande, que ndo cabe mais dentro de mim.
Sinto uma admiracé@o e um carinho enorme por vocés, essa alegria de vocés que contagiam

todos ao redor, cativam todos com essa simpatia e alegria de vocés. Amo ter vocés como
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amigos, poder contar com vocés para qualquer coisa me da um alivio no peito. N&o tenho
palavras para agradecer o companheirismo de vocés. Ao mesmo tempo que estamos longes
umas das outras, estamos perto (santo WhatsApp). Amo ter vocés como amigos, sempre levareli
vocés comigo para onde eu for. Minha amizade com vocés sempre serd a mesma. Amo muito,

e obrigada sempre pelo apoio que vocés me ddo em tudo. Beijo grande.

A Mah Hildebrand, uma menina de um coragéo enorme, maravilhosa, e sempre esteve
por perto torcendo e me dando apoio. Obrigada por todo o companheirismo que tivemos
durante a graduacéo, o estagio, e mesmo que nos distanciamos depois de formadas, saiba que

tenho enorme admiracao por ti, e sempre estarei torcendo por vocé. Beijo grande.

A turma mais linda e animada da universidade Turma X, turma que passei grudada todos
os dias durante seis anos na graduacdo. Tenho saudades do nosso convivio até das brigas
bestas que tinhamos. Turma que vai ficar pra histéria e permanecera eternamente no meu
coracdo. Tenho orgulho de falar aos quatro cantos do mundo: Fiz parte da TURMA X da FOA,

meu eterno orgulho e saudade.

Aos meus amigos de infancia Daniel, Priscila e Miriam. Como agradecer aqueles amigos
que sdo tipo irmaos? N&ao sei nem por onde comecar, amizade de longa data, uma média de 20
anos de amizade, sdo poucos que mantém. Nossa amizade vai ser eterna, podemos ficar meses
sem se falar, mas quando nos encontramos parece que nos vimos ontem, e nao paramos de
conversar um minuto, até esquecemos da comida quando saimos para jantar, de tanta conversa
rs. Meus irmaos, como amo ter vocés por perto, como amo ter vocés como amigos. Obrigada

por existirem, por ser essas pessoas maravilhosas, por dentro e por fora.

Aos meus amigos de Guararapes Caio, Juninho, Rogério e Camila que me
proporcionaram momentos maravilhosos e cheios de gargalhadas. Nao existe um grupo de
amigos mais engragados do que vocés, impossivel ficar meia hora com vocés sem dar risada.

A cumplicidade, companheirismo que adquiri com a amizade de vocés e grande. Sinto um
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carinho enorme por vocés. Obrigada por estarem presentes durante esses dois anos de

mestrado e por sempre torcerem por mim.

A Turma 59 que me acolheu com tanto carinho, sendo a primeira turma que fiz monitoria,
comecando pela Dentistica | e em seguida a Dentistica I1. Além de poder passar um pouco do
que sei, fiz muitas amizades, e amizades que levarei para vida. Essa turma se tornou muito
especial, e sempre terei grande admiracao e carinho por todos vocés. Tor¢o muito pelo sucesso
de todos e que alcancem todos os objetivos. Obrigada por dar sentido a minha escolha de vida,
vocés fizeram esses meus dois anos de mestrado valerem a pena. Guardarei vocés eternamente
no meu coracdo. Um agradecimento dessa turma especial para Murilo (vulgo Xara), Murilo
(vulgo Cestari), Vitor (vulgo Panda), Aninha, Amanda, Anna Clara, Hugo e Victor.
Sassinhora hein, que amizade é essa gente? Chegaram de mansinho, mas chegaram para ficar.
Quantas risadas, quantas alegrias e quantas histdrias em pouco tempo de amizade. Obrigada
pelo carinho, pela atencdo e pelo companheirismo, com vocés sempre vai ser risada garantida.
Quantos momentos maravilhosos e distraidos passei com vocés, certamente fardo muita falta
e deixarao muita saudade quando forem embora e seguir a vida de vocés. Contem comigo para

qualquer coisa, e sempre que precisarem de algo, gritem que irei correndo!

A Turma XIV que também me acolheu com muito carinho, a primeira turma da
graduacdo que dei aula tedrica, jamais esquecerei deste momento e de vocés. Obrigada por
sempre acreditar em mim e no meu potencial. Toda clinica do noturno era uma alegria, € ia
sem hesitar, passar algumas horinhas com vocés fazia meu dia bem melhor. Obrigada pelo

carinho e pelas risadas.

A minha turma de InterUnesp Amanda, Murilo e Nati Gimenez. Em tdo pouco tempo
gue conhego vocé, ja sinto um carinho muito grande por vocés. Obrigada por alegrarem meus
dias, por me incentivarem, por me ajudar sempre que precisei, afinal: “Cadé aquela

guerreira? . Vocés sao demais. Amo muito vocés.
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Ao meus amigos de pds-graduacdo Cleidiel, passamos por tanto aperto juntos como
loucuras que o0 mestrado causa, 0 estresse para conseguir a nota do TOEIC, fazendo curso
intenso de inglés, treinando, ajudando um ao outro, nas conversas, nos exercicios, até para
tirar o estresse e cansaco mental. Vocé foi tipo irmao para mim na pos, sempre me ajudando
com palavras de conforto, ajudando no que era preciso, seminarios juntos. Vocé é uma pessoa
muito competente e agil, quem ndo te conhece logo de cara j& percebe que vocé serd uma
pessoa de muito sucesso na sua vida. Saiba que sempre estarei aqui torcendo por vocé, pela
sua felicidade, e pelo seu sucesso. Obrigada por existir e por ser essa pessoa maravilhosa que

vocé é. E vamo entrar de cabeca no doutorado.

Ao grupo de amigos mais animados Guilherme, Rafael (vulgo Shane), Lucas (vulgo
Make), Renato, Gestter (vulgo Ché) e César ndo existe grupo mais ousado e alegre do que
vocés. Obrigada por estar presente nesses dois anos de mestrado, proporcionando momentos
maravilhosos e de muita risada e companheirismo. Obrigada por existirem, obrigada pelos
momentos de ousadia e alegria. Nao posso deixar de agradecer os bixos Lucas (vulgo Nutella)
e Vitor Scalet, por fazerem parte da minha vida nesses Gltimos anos, gosto muito de vocés, e

me aguardem na dentistica rsrs. “Quem nao tem amigo ndo tem nada!”

/4 Familia

Aos meus 18 tios e tias, obrigada por ser essa familia linda e maravilhosa que tanto amo,
e que sempre me apoia nas minhas escolher e torcem pelo meu sucesso sempre. Em especial
para Tia Lucia, Tio EImo, Tia Eny, Tio Valdomiro, Tio Enio, Tia Vanda, Tio Edinho, Tio
Elvis que sdo os tios que mais tenho conato, obrigada por sempre estarem presente em todos
0s momentos da minha vida e por partilhar de todas as minhas alegrias e conquistas. Obrigada
por sempre torcerem por mim, e me apoiarem. Obrigada por serem meus tios queridos. Amo

todos voceés.

Aos meus 24 primos e primas, obrigada por ser minha familia, e me apoiarem sempre
que preciso. Obrigada por toda a palhagada que passamos juntos. Um agradecimento especial
para Murilo, Danilo, Jorge Luiz, Poliane, Gusavo, Juliana Paes, Pamela, Luenia, Alanis,
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Lucas Gallinari, Juliana Gallinari que foram os primos que mais tive contato, obrigada por
serem tdo proximos, por todas as brincadeira de quando éramos criancas, alguns vejo com
mais frequéncia do que os demais, mas meu sentimento por vocés € muito grande. Amo vocés

e morro de saudade sempre.

A minha tia de corag&o Tuca e & minha irma de coragdo Amanda, sinto tanta admiracéo
e consideracao por voceés, duas pessoas maravilhosas, de um coracéo enorme. Desde crianca
me acompanhando, todos 0s meus passos, minhas vitrias e conquistas, sempre me
parabenizando e compartilhando da minha felicidade. Amo muito vocés, sempre levarei no meu
coracdo para ondeu eu for. Ndo posso deixar de agradecer ao tio Usan, porque se nao fosse
seus conselhos, suas conversas, com certeza hoje ndo estaria aqui, ndo chegaria onde cheguei.
Por toda forca e apoio que me deu quando quis abandonar a faculdade. Devo muito a vocés.

Meus sinceros agradecimentos e meu eterno carinho por vocés.

\/

Vav






“« A mente que se abre a uma nova ideia,jamais voltara

ao seu tamanho original.”
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Gallinari MO. Influéncia do perdxido e do uso de diferentes substancias de
combate a dor na inflamacdo e na expressdo de neuropeptideos pro-
inflamatérios apds o tratamento clareador [dissertacdo]. Aracatuba: Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2016

Resumo

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do Otosporin® e do Tylenol® na
inflamacéo e na expressao de neuropeptideos por meio da analise histopatoldgica e
imunoistoquimica. Para tanto, 63 ratos foram divididos em 3 lotes de estudo (n=21) de
acordo com a terapia de combate a dor: LI- controle, LII- administracdo tépica de
Otosporin® por 10 minutos, depois do tratamento clareador e LIII- administracéo via
oral de Tylenol® 30 minutos antes do tratamento clareador com peroxido de
hidrogénio a 35% e depois de 12 em 12 horas. Em todos os grupos de estudo, na
maxila esquerda foi realizado o tratamento clareador placebo e a maxila direita
recebeu a 3 aplicacdes de 15 minutos de um gel clareador a base de peréxido de
hidrogénio a 35%, totalizando 45 minutos de contato do gel clareador com substrato
dentario. Os momentos de eutanasia dos animais foram imediatamente apés, 24 e 48
horas ap0s o tratamento clareador. Posteriormente a eutandsia dos animais, as pecas
foram processadas e o primeiro molar de cada maxila foi analisado
histopatologicamente quanto ao grau de inflamacéo e por analise de imunoistoquimica
para verificarmos a presenca dos neuropeptideos SP e CGRP. Os dados obtidos
foram submetidos ao teste estatistico ndo paramétrico Kruskal Wallis seguido do teste
de Dunn para comparac¢des individuais, sendo observado na analise histopatologica
total desorganizacao celular, extensas areas de necrose nos grupos clareados, e o
grupo que recebeu tratamento com Otosporin® apresentou melhores resultados. Na
analise imuno-histoquimica, obteve imunomarcacdo positiva em todos 0s grupos,
inclusive controle, porém nos grupos clareados a imunomarcacao foi mais forte, sendo
que o grupo que recebeu tratamento com Otosporin® apresentou os melhores
resultados. Conclui-se que o uso do Otosporin® apos tratamento clareador minimiza

os efeitos colaterais deste procedimento estético.

Palavras-chave: Clareamento dental. Inflamacao. Hidrocortisona. Acetaminofeno.
Substancia P. CGRP
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Gallinari MO. Influéncia do peréxido e do uso de diferentes substancias de
combate a dor na inflamacdo e na expressdo de neuropeptideos pro-
inflamatérios apds o tratamento clareador [dissertacao]. Aracatuba: UNESP - Sdo
Paulo State University; 2016

Abstract

The aim of this study was to evaluate the influence of hydrocortisone and acetaminofen
substances in inflammation and neuropeptide expression by histopathologic and
immunohistochemical analysis. For this, 63 rats were divided into 3 batches of study
(n = 21) according to combat pain therapy: Li control LII- topical administration of
Otosporin® for 10 minutes after the bleaching treatment and administration route LIII-
oral Tylenol® 30 minutes before the bleaching with hydrogen peroxide at 35% and
then 12 for 12 hours. In all study groups in left maxilla was performed treatment
whitener placebo and right jaw received three applications of 15 minutes a whitening
gel 35% hydrogen peroxide base, totaling 45 minutes of contact of the whitening gel
dental substrate. The times of the animals were euthanized immediately after 24 and
48 hours after the bleaching treatment. After the euthanasia of animals, the pieces
were processed and the first molar of each jaw was analyzed histologically the degree
of inflammation and analysis of immunohistochemistry to verify the presence of the
neuropeptides SP and CGRP. The data were submitted to statistical nonparametric
Kruskal Wallis test followed by Dunn's test for individual comparisons, being observed
on histopathologic total cellular disorganization analysis, extensive areas of necrosis
in whitened groups, and the group that received treatment with Otosporin® showed
better results. In immunohistochemical analysis, obtained positive immunostaining in
all groups, including control, but the whitened immunostaining groups was stronger,
and the group that received treatment with Otosporin® showed the best results. We
conclude that the use of Otosporin® after bleaching treatment minimizes the side

effects of this cosmetic procedure.

Palavras-chave: Dental Bleaching. Pulpit. Hydrocortisone. Acetaminophen. SP.
CGRP.
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Quadro 1 - Distribuicdo dos grupos experimentais de acordo com a
terapia de combate a dor, tempos de analise e local do

tratamento. 45
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Tabelal- Medianas de escores atribuidos na andlise histoldgica

em cada terco coronario e radicular para todos os 53

grupos controles.
Tabela 2 - Medianas de escores atribuidos na analise histologica

de cada terco corondrio, para todos 0S gQrupos 54

clareados.
Tabela 3 - Medianas de escores atribuidos na analise histologica

em cada terco radicular para todos o0s grupos

estudados. 58
Tabela 4 - Medianas de escores atribuidos a imunomarcacao da

SP em cada terco coronario e radicular para todos os

grupos controles. 59
Tabela5- Medianas de escores atribuidos a imunomarcacédo da

CGRP em cada terco coronario e radicular para todos

0S grupos controles. 59
Tabela 6 - Medianas de escores atribuidos a imunomarcacédo da

SP em cada terco coronario para todos 0S grupos

estudados. 60
Tabela 7 - Medianas de escores atribuidos a imunomarcacao da

SP em cada terco radicular para todos 0s grupos

estudados. 61
Tabela 8 - Medianas de escores atribuidos a imunomarcacao da

CGRP em cada terco coronario para todos 0s grupos

estudados. 64
Tabela 9 - Medianas de escores atribuidos a imunomarcacao da

CGRP em cada terco radicular para todos os grupos
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Figural- Corte longitudinal dos ter¢cos coronarios do tecido pulpar
dos grupos de estudo, no tempo imediato. Laminas
coradas por H.E. e observadas em Microscopia Optica 51
Comum (400x).
Figura 2 - Corte longitudinal dos ter¢os coronarios do tecido pulpar
dos grupos de estudo, no tempo 24 horas apos o
clareamento. Laminas coradas por H.E. e observadas
em Microscopia Optica Comum (400Xx). 56
Figura 3 - Corte longitudinal dos ter¢os coronarios do tecido pulpar
dos grupos de estudo, no tempo 48 horas apos o
clareamento. Laminas coradas por H.E. e observadas
em Microscopia Optica Comum (400Xx). 57
Figura 4 - Corte longitudinal do ter¢o coronario da porgéo radicular
do tecido pulpar dos grupos de estudo, nos diferentes
tempos de andlise. Laminas coradas por H.E. e
observadas em Microscopia Optica Comum (400x). 58
Figura5- Cortes histologicos apresentando o0 padrdao de
imunomarcacao para SP. (1000x) 62

Figura6 - Cortes histologicos apresentando o padrdo de

imunomarcacao para CGRP (1000x) 63
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1 Introducdao

A Odontologia contemporanea tem sido fortemente atingida por grande
demanda estética, sendo o clareamento dental um dos procedimentos clinicos mais
requeridos pelos pacientes. Este tratamento pode ser realizado pela técnica caseira,
que se caracteriza pela exposicdo didria a peréxidos de baixa concentracdo
(HAYWOOD; HEYMAN, 1991) ou pela técnica in-office, que utiliza perdxidos
altamente concentrados nos elementos a serem clareados (WILLIAMS et al.,1992).
Ambas as técnicas se baseiam na liberacdo de EROs (espécies reativas de oxigénio),
que por serem extremamente instaveis reagem e clivam os agentes croméforos
presentes na estrutura dental, transformando-os em moléculas menores e tornando
os dentes mais claros (PERDIGAO, 2010; WILLIANS et al.,1992).

No entanto, a acdo dos EROs ndo se limita a oxidacdo dos agentes
pigmentantes, ndo sendo raros os relatos de deteccdo de concentracdes expressivas
de perdxido na camara pulpar, apos a aplicacado do gel clareador sobre o esmalte
dental (SOARES et al., 2014a; BRISO et al., 2015a, 2015b). Este fato tem sido
associado desde alteracbes morfoldgicas (CAVIEDES-BUCHELI et al., 2008a;
SOARES et al., 2014a), diminuicdo da taxa de respiracdo mitocondrial de células
odontoblastéides MDPC-23 (SOARES et al., 2014a, GONCALVES et al., 2016), até a
ocorréncia de hipersensibilidade dentaria e danos irreversiveis a polpa (SEALE et al.,
1981; SEALE; WILSON, 1985; ANDERSON et al., 1999; COSTA et al., 2010; KINA et
al., 2010).

Estudos in vivo em ratos confirmaram a presenca de danos as células pulpares
em animais que receberam o tratamento clareador, e que o0s tais danos foram
proporcionais ao numero de sessdes de clareamento (CINTRA et al., 2013), ao tempo
e a concentracdo do agente clareador (CINTRA et al., 2016a).

Sabe-se ainda que, a partir dos danos celulares causados pela penetragéo do
H202, ocorre a sintese e liberagdo de mediadores bioquimicos, como as
prostaglandinas, histamina e bradicinina, envolvidos no processo inflamatério
(CINTRA et al.,, 2016a; SOARES et al., 2014a). Estes mediadores provocam um
aumento da permeabilidade vascular e vasodilatagdo dentro da cavidade pulpar
(SOARES et al., 2014a). Vale ressaltar que qualquer aumento da pressao pulpar,
estimula mecanicamente as fibras nervosas periféricas (PASHLEY, 2013; SOARES et

al.,, 2014b, 2014c), que respondem com a producdo e liberagdo de alguns
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neurotransmissores da familia dos peptideos como, por exemplo, a substancia P (SP)

e o peptideo relacionado geneticamente a calcitonina (CGRP) (BRAIN et al., 1985;
CASASCO et al., 1990; WAKISAKA et al., 1990; CAVIEDES-BUCHELI et al., 2006,
2007, 2008a, 2008b). Estes neuropeptidios excitam os neurbnios de transmissao,
promovendo assim a deflagracéo de sinais de dor a partir da area de lesao tecidual.
Este fendmeno resulta em relatos frequentes de desconforto e dor em pacientes
submetidos ao tratamento clareador (ALMEIDA et al., 2012; DE ALMEIDA et al., 2012).

Contudo, a sensibilidade na maioria das vezes é avaliada de forma subijetiva,
tornando-se dificil a investigacao da eficicia e a comparacao dos métodos de controle
da dor. Assim, o estudo da quantidade da substancia P e da CGRP pode acrescentar
informacdes objetivas sobre o perfil da inflamacdo e, consequentemente, da dor
durante o tratamento.

Na prética clinica, os métodos empregados para minimizar os efeitos clinicos
da sintese destes mediadores sdo a administracdo oral ou tdpica de farmacos e/ou
emprego de agentes dessensibilizantes antes ou apds o procedimento clareador
(JORGENSEN; CARROL, 2002; CROLL, 2003; GINIGER et al., 2005; HAYWOOD et
al., 2005; ARMENIO et al., 2008; TAY et al., 2009). Esses agentes dessensibilizantes
podem possuir ambos os tipos de mecanismo de acdo ou apenas um tipo, esses
mecanismos podem ser por meio de acao fisica vendando os tubulos dentinarios e
também por meio da acdo neural, bloqueando o estimulo nervoso (BASTING et al.,
2012).

Dentre os agentes de aplicacdo tbpica, pode ser utilizado também a
hidrocortisona, um anti-inflamatério esteroidal, encontrado comercialmente com o
nome de Otosporin®, associado com antibiotico sulfato de neomicina, teve seu uso
consagrado na Odontologia como medicamento endodéntico, bem como para o
tratamento da hipersensibilidade dentinaria apds a realizacdes de restauracoes,
possibilitando atenuar a intensidade da reacédo inflamatoria e eliminar a dor pés-
operatoria, favorecendo a reparacao tecidual (SOUZA et al., 1996; HOLLAND et al.,
1991, 1998; SILVA et al., 2004; PANZARINI et al., 2008).

Por sua vez, o acetaminofeno & um anti-inflamatério ndo esteroidal (AINES)
com propriedades analgésicas, atua na inibicdo da cascata do acido araquidonico,
impedindo a sintese de prostaglandinas, o que acarreta em reducdo da
permeabilidade vascular e da dor (VIOLA, 2013). O fato do bloqueio ocorrer de

maneira direta sobre uma variante da enzima ciclo-oxigenase (BOUTAUD et al., 2002;
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SWIERKQOSZ et al., 2002; ANDERSON, 2008), faz deste farmaco uma excelente

escolha no combate a dor, apresentando reduzidos efeitos colaterais.

Diante dos danos pulpares relacionados com o tratamento clareador, bem
como do reflexo clinico da sensibilidade dentaria, considera-se pertinente estudar o
efeito das terapias de combate a dor disponiveis atualmente na inflamacéo pulpar e
na expressdo dos neurotransmissores SP e CGRP no tecido pulpar. Estas
informacdes poderéo colaborar na determinacdo de novos parametros para realizacao
do clareamento dental, visando o desenvolvimento de protocolos eficientes, com o

minimo de efeitos colaterais ligados a sensibilidade dentaria e as alterages pulpares.

.\
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2 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo sera verificar a influéncia de terapias de combate

a dor na inflamacéo e na expressao de neuropeptidios pré-inflamatoérios, apds o

tratamento clareador realizado com peroxido de alta concentracao.

2.1.Objetivos especificos

a)

b)

Avaliar, por meio da andlise histopatoldgica, a estrutura e o padrdo de
celularidade do tecido pulpar de ratos wistar, sob influéncia do tratamento
clareador e de terapias utilizadas no combate a dor;

Avaliar, por meio de andlise de imunoistoquimica, a influéncia do uso pré-
operatorio de anti-inflamatorios e analgésicos sobre a expressao de SP e
CGRP;

Avaliar a influéncia do tempo apés o clareamento na inflamacgéo do tecido
pulpar de ratos wistar e expressao de neuropeptidios.

2.2.Hipoteses nulas:

a)

b)

Os tratamentos de combate a dor ndo influenciariam na resposta histolégica
e no padréo de celularidade do tecido pulpar de ratos wistar, sob influéncia
do tratamento clareador;

Os tratamentos de combate a dor ndo influenciariam na expressao dos
neuropeptidios SP e CGRP;

Os diversos tempos apés o tratamento clareador ndo influenciariam no
guadro inflamatorio do tecido pulpar de ratos wistar, nem na expressao dos
neuropeptidios SP e CGRP.
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3 Materiais e Métodos
Anteriormente a realizacdo desta pesquisa, o projeto foi submetido & Comissao
de Etica em Pesquisa Animal (Processo n°2014-00817) e somente apOs sua

aprovacao foi iniciada a fase experimental.

3.1.Delineamento Experimental

O projeto apresentou 3 fatores em estudo: (1) tratamento clareador em 2 niveis
(tratamento com gel placebo e tratamento clareador com peréxido de hidrogénio 35%);
(2) tratamentos de combate a dor em 3 niveis (controle, aplicacdo topica de
Otosporin® e administracéo via oral de Tylenol®); (3) tempos de analise em 3 niveis
(TO — imediatamente ap0s a sessdo clareadora; T1 — 24 horas apds a sessao
clareadora; T2 — 48 horas ap0s a sessao clareadora).

A amostragem foi de 63 ratos (n=7) e as variaveis de resposta foram a

inflamacao pulpar e a expressao de neuropeptidios.

3.2. Animais
Foram utilizados 63 ratos machos (Rattus albinus, Wistar), pesando
aproximadamente 250g, provenientes do biotério da Universidade Estadual Paulista
(UNESP). Os animais foram mantidos em ambiente climatizado, com temperatura
entre 22 e 24°C, com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro),
permanecendo 4 ratos por gaiola. Os animais foram alimentados durante todo o

periodo experimental com dieta sélida e 4gua “ad libitum”.

3.3. Distribuicdo nos Lotes Experimentais

Os ratos foram distribuidos aleatoriamente em 3 lotes, de acordo com o

tratamento de combate a dor, como mostrado no Quadro 1.

Quadro 1 — Distribuicdo dos lotes experimentais de acordo com o tratamento
recebido, tempos de andlise e local do tratamento.

Tempos de
Andlise

Maxila direita Maxila esquerda

\/
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Imediatamente
1 AR () Peréxido de Gel blacebo
Controle 24 horas (n=7) hidrogénio a 35%" P
48 horas (n=7)
Imediatamente
apos (n=7) Peroxido de Gel
. ot ok placebo
2 24 horas (n=7) hidrogénio a 35% .
Otosporin® + o @
48 horas (n=7) Otosporin® * tosporin
Imediatamente Peroxido de Gel placebo
3 apos (n=7) hidrogénio a 35% P
Tylenol® 24 horas (n=7) + ¥
48 horas (n=7) Tylenol® * Tylenol®

“FGM Produtos Odontoldgicos, Santa Catarina, Brasil
" Laboratério Farmoquimica, Rio de Janeiro, Brasil
T Janssen-cilag Farmacéutica Ltda., S&o Paulo, Brasil

3.4.Protocolo Sedativo e Anestesia

Apés divisdo aleatéria dos animais, 0s pertencentes aos Lotes | e Il
receberam, via intramuscular, uma associacdo do sedativo Cloridrato de Xilazina
(Dopaser, Calier S.A., Barcelona, Espanha) na dosagem de 10 mg/kg e cloridrato de
ketamina (Vetanarcol, Konig S.A — Avellaneda, Argentina), na dosagem 25 mg/Kg,
para causar efeito anestésico.

Nos animais do Lote lll, o sedativo foi administrado 30 minutos apés a

administracéo do farmaco para combate a dor, ou seja, antes do tratamento clareador.

3.5.Divisao dos Grupos Experimentais

Grupo 1 — Antes da aplicacao do gel placebo, uma resina polimerizavel (Top
Dam - FGM Produtos Odontoldgicos Ltda., Santa Catarina, Brasil) foi aplicada ao
redor dos molares superiores, com intuito de proteger as estruturas circundantes do
contato com o gel clareador. A barreira gengival foi fotoativada por 20 segundos,
utilizando o fotopolimerizador de luz LED Radii Cal (SDI Limited, Victoria, Australia).
Posteriormente, obteve-se o gel placebo por meio da mistura do agente espessante
do produto Whiteness HP Maxx a 35% (FGM Produtos Odontolégicos Ltda.) com agua
destilada, na mesma proporc¢ao do produto clareador original, ou seja 3 gotas de agua
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para 1 gota do espessante. O produto placebo foi aplicado na coroa exposta dos
molares superiores esquerdo, permanecendo em contato com o esmalte por 15
minutos, sendo reaplicado 2 vezes, totalizando 45 minutos de contato com o esmalte
dental.

Grupo 2 - Inicialmente foi aplicado a barreira gengival como descrito no grupo
anterior. Posteriormente, o produto a base de peroxido de hidrogénio a 35%,
Whiteness HP Maxx a 35% (Whiteness HP Maxx- FGM Produtos Odontoldgicos,
Santa Catarina, Brasil) foi manipulado, segundo as recomendacdes do fabricante, ou
seja, foram misturadas na propor¢céo de 3 gotas perdxido para 1 gota do espessante.
Imediatamente apds, com auxilio de uma seringa graduada, foi aplicado
aproximadamente 0,01 mL do produto sobre os molares da maxila direita,
permanecendo em contato com o esmalte por 15 minutos. Em seguida, a superficie
foi limpa com algodéo, papel absorvente e 4gua e realizou-se mais duas aplicacdes
de 15 minutos, totalizando 45 minutos de contato do produto clareador com o esmalte
dental.

Grupo 3 - Foram aplicados a barreira gengival e o gel placebo do mesmo modo
que foi descrito para o G1 na maxila esquerda, no entanto, ap6s a remoc¢do do
placebo, os molares receberam o produto a base de hidrocortisona e sulfato de
neomicina (Otosporin®, Farmoquimica s/a, Rio de Janeiro, RJ), aplicado topicamente
em seus molares superiores. Este permaneceu em contato com o esmalte, durante
10 minutos com o uso de algodao hidréfilo embebido com 3 gotas do Otosporin®.

Grupo 4 — As maxilas direitas do 2° lote foram submetidas ao tratamento
clareador como descrito anteriormente no G2. Apds o término, os molares receberam
a aplicacao topica do Otosporin®, como descrito no G3.

Grupo 5 — Os animais receberam 30 minutos antes da aplicacdo do gel
placebo, a solugcdo de acetaminofeno. Para tanto, um comprimido de 500 mg de
Tylenol® (Janssen-cilag Farmacéutica Ltda, S&o Paulo, SP) foi diluido em 100 mL de
agua destilada, sendo administrado, via oral (gavagem), na concentracdo de 40 mg/kg
de peso corporal (FRACON et al., 2010). A administragéo foi realizada através de uma
agulha de ponta romba e curva introduzida na boca do animal e gentilmente
empurrado pelo esbéfago até o estbmago. Na sequéncia, foi aplicada a barreira
gengival ao redor dos molares superiores que foram submetidos ao tratamento com o

gel placebo, da mesma forma que descrito anteriormente. Posteriormente, 0s animais
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mantiveram-se medicados com a solucdo de Tylenol®, mantendo a posologia de
administracdo a cada 12h, até completar o tempo de eutandsia (24 horas e 48 horas).

Grupo 6 — Os ratos deste grupo receberam, 30 minutos antes do tratamento
clareador, a solucdo de Tylenol® como descrito no G5. Em seguida, foi realizado a
aplicacao da barreira gengival e o tratamento clareador como descrito anteriormente.
Apds o término da sesséo clareadora, a administracédo do Tylenol® foi retomata a cada

12 horas, até completar os tempos de analise de 24 e 48 horas.

3.6. Eutanasia E Obtencdo Das Amostras

Ap6s o tratamento clareador, os animais retornaram as gaiolas e foram
mantidos nas condicdes descritas anteriormente. Cada lote de animal teve trés
tempos de eutanasia: imediatamente, 24h e 48h apds as intervenc¢des supracitadas.
Para a eutanasia, os animais foram anestesiados como mencionado acima e
submetidos a perfusao transcardiaca, iniciada com 100 ml de solucdo de cloreto de
sédio 0,9%, seguida de 500 ml de solucao fixadora constituida de 4% de formaldeido
(Sigma-Aldrich, MO, Estados Unidos) e 3,8% de tetraborato de sdédio (Sigma-
Aldrich, MO, Estados Unidos) a 0,1 M, 4°C, pH 9,5. Em seguida, as maxilas foram
cuidadosamente dissecadas.

3.7.Processamento Histoldgico

Apos a dissecacdo, as maxilas foram mantidas na mesma solucéo fixadora por
mais 8 horas, sendo em seguida lavadas em agua corrente por 12h e, posteriormente,
imersas em solucdo desmineralizadora de EDTA a 10% (Sigma-Aldrich, MO, Estados
Unidos), renovada semanalmente, até ndo oferecer resisténcia a passagem de agulha
nos tecidos, comprovando sua total desmineralizacdo. Em média este momento foi
alcancado apdés 90 dias do inicio da desmineralizagéo.

Posteriormente, as maxilas desmineralizadas foram novamente lavadas em
agua corrente e sofreram desidratacdo em série gradativa de alcool etilico (70° - 80° -
95° - 100° - 100° - 100°) mantendo as maxilas imersas em cada solug&o por 1 hora.
Em seguida, foram diafanizadas em xilol e, finalmente, as pecas foram impregnadas
e incluidas em parafina. A correta orientacdo da peca no momento da inclusao

permitiu a realizacdo de cortes histolégicos realizados no sentido mesio-distal, de
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forma que abrangessem 0s molares superiores e suas estruturas de suporte no
sentido longitudinal.

A microtomia foi realizada em micrétomo de tecido mole (Leica Microsystems -
RM 2045, Wetzlar, Germany), resultando em cortes seriados com 6 um de espessura,
0S quais foram coletados em laminas silanizadas (Starfrost, Kbnittel-glaser,
Braunschweig, Alemanha). Conforme os cortes foram sendo obtidos, foram
distribuidos, sendo um destinado para analise histologica, seguido de dois cortes
destinados a andlise imunoistoquimica. Assim, foram obtidos 12 cortes de cada peca,
sendo 4 destinados a analise histopatoldgica, empregando a coloracdo pelo método
da Hematoxilina e Eosina (LILLIE, 1954), e o restante destinado ao processamento

imunoistoquimico.

3.8.Técnica Histolégica

Os 336 cortes destinados a coloragdo H.E. foram desparafinizados em xilol e
hidratados em série decrescente de etanol (100° - 95° - 70°). Em seguida, 0s cortes
foram imersos em solucdo de hematoxilina por 7 minutos, seguida da lavagem com
agua corrente por 1 minuto. Depois foram mergulhados em &lcool-acido por 2
segundos, e lavados em &gua corrente por 5 minutos. Ap6s a coloracdo com
hematoxilina, os cortes foram imersos em solucéo de eosina por 4 minutos, sendo em
seguida realizado a desidratacdo com alcool com concentracao crescente (95° - 95° -
100° - 100°). Finalmente foram realizadas duas lavagens em Xilol. Todo esse
processor foi realizado por uma maquina de coloragcdo automatizada (Leica

Microsystems - ST5010 Autostainer XL, Wetzlar, Germany).

3.9. Técnica da Imunoperoxidase Indireta

Os 672 cortes histologicos foram desparafinizados em xilol e hidratados em
série decrescente de etanol (100°- 100°- 100°- 90°- 70° GL), permanecendo dois
minutos em cada solucao. A recuperacao antigénica foi realizada por meio da imersao
das laminas histologicas em tampao Diva Decloaker® (Biocare Medical, CA, USA),
em camara pressurizada Decloaking Chamber® (Biocare Medical, CA, USA), a 95°C,
por 10 minutos. Entre cada uma das etapas da rea¢cao imunoistoquimica foram feitas

lavagens em tampéao fosfato salino (PBS) 0,1M, pH 7,4. As secc¢des histologicas foram
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imersas em solucdo de 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro
albumina bovino por 12 horas, para o bloqueio da peroxidase enddgena e o bloqueio
dos sitios inespecificos, respectivamente.

Em seguida, as laminas histologicas foram divididas, de acordo com as
marcacdes a serem realizadas com os neuropeptidios SP e CGRP. Posteriormente,
foi feita a incubacao, durante 24 horas, com um dos seguintes anticorpos primarios:
anti-SP (Santa Cruz Biotechnology, CA, USA) ou anti-CGRP (Santa Cruz
Biotechnology, CA, USA). Os anticorpos primarios foram diluidos em Dako Antibody
Diluent® (Dako Laboratories, CA, USA). Nas etapas subsequentes se empregou o
Universal Dako Labeled (HRP) Streptavidin-Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA).

As secc0es histoldgicas foram incubadas no anticorpo secundario biotinilado,
durante 2 horas, e tratadas com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz
forte (HRP), por 1 hora. Na revelacdo se utilizou como cromogeno o 3,3'-
tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA,
USA). Os cortes histologicos foram protegidos com meio de montagem e laminula de
vidro. Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos procedimentos

descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacdo dos anticorpos primarios.

3.10. Anélise Histopatol6gica

As preparacfes histoldgicas foram observadas em microscopio optico (Leica
Microsystems — DM 4000 B, Wetzlar, Germany) em aumentos de 400x. Foram
utilizados 4 cortes histologicos equidistantes da polpa dentéria do primeiro molar
superior. A analise histologica foi realizada qualitativamente por meio de escores
atribuidos nos tercos da polpa coronaria (oclusal, médio e cervical) e radicular
(coronério, médio e apical), sendo que:

Escore 1 — Atribuidos as regides com auséncia de células inflamatérias ou em
namero desprezivel,

Escore 2 - Atribuidos as regibes com infiltrado inflamatério discreto
caracterizado pela presenca de poucas células inflamatorias;

Escore 3 — Atribuidos as regibes com infiltrado inflamatorio moderado
caracterizado pelas presenca de uma quantidade moderada de células inflamatérias;

Escore 4 — Atribuidos as regides com infiltrado inflamatério severo,

caracterizado pelo presenca de grandes quantidades de células inflamatorias;
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Escore 5 — Atribuidos as regiées com presenca de ares de necrose e auséncia
de qualquer tipo de células

Os escores utilizados neste estudo foram beaseados nos escores utilizados por

Cintra et al. (2013a), porém modificados adicionando o escore separado para o
parametro de necrose tecidual.

3.11. Andlise Imunoistogquimica

As preparacdes histologicas foram observadas em microscépio Optico
(Optiphot-2, Nikon, Jap&do) em aumentos de 1000X, por um avaliador que desconhecia
0S grupos experimentais que estavam sendo analisados. A imunomarcacao foi
definida como aquela de coloracdo acastanhada presente em células, em fibras
nervosas e na matriz extracelular. Para cada marcador foram utilizados 4 cortes
histologicos equidistantes da polpa dentaria do primeiro molar superior. A andlise
imunoistoquimica foi realizada por tercos da polpa coronaria (oclusal, médio e
cervical) e radiculares (coronario, médio e apical), sendo que:

Escore 1 — Atribuido para os cortes com auséncia de imunomarcacao;

Escore 2 — Atribuido para os cortes que apresentaram baixo padrdo de
imunomarcacao;

Escore 3 — Atribuido para os cortes que apresentaram moderado padrdo de
imunomarcacao;

Escore 4 — Atribuido para os cortes que apresentaram alto padréo de
imunomarcacao.

Escore 5 — Atribuido para os cortes que apresentaram ares de necrose com

marcacfes dos precipitados celulares.

3.12. Andlise estatistica

Para realizar os testes estatisticos foi utilizado o software Pacote Estatistico
(Pacotico). A normalidade e a homocedasticidade dos dados foram analisadas e os
mesmos foram submetidos ao ndo paramétrico Kruskal Wallis seguido do teste de
Dunn para comparac0des individuais. Para todos os testes foi adotado o nivel de 5%

de significancia.
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4 Resultados

A andlise estatistica dos grupos controles foi realizada separadamente dos
grupos clareados, com intuito de analisar, isoladamente, o efeito dos farmacos na
saude do tecido pulpar. Na sequéncia, os resultados foram descritos e apresentados,
de acordo com os tercos coronarios (oclusal, médio e cervical) e radiculares
(coronério, médio e apical). Essa divisdo foi feita tanto para analise histopatologica

quanto para analise de imunohistoquimica.

4.1. Analise histopatoldgica das porcoes coronaria e radicular dos grupos controles

A andlise histopatoldgica, os 3 grupos controles (Gl, Glll e GV) revelaram um
aspecto de normalidade do tecido pulpar, com a camada de pré-dentina intacta, vasos
sanguineos normalizados e a camada de odontoblastos mantida, sem a presenca de
células inflamatdérias em quaisquer periodos analisados. O aspecto de normalidade
dos tecidos e a resposta bioldégica semelhante observada nestes grupos mostram que
tanto o tratamento com o gel placebo, como os tratamentos medicamentosos testados

nao lesaram o tecido pulpar (Tabela 1).

Tabela 1 - Medianas de escores atribuidos na analise histologica em cada terco

coronario e radicular para todos os grupos controles.

G1 G3 G5
Controle Otosporin® Tylenol®
Tergos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Oclusal 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa 1Aa

Coroa e dio 1Aa | 1Aa | 1Aa | 1Aa | 1Aa | 1Aa | 1Aa | 1Aa | 1Aa
Cervical 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa
Coronario 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa
Raiz Médio 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa

Apical 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
mindsculas iguais significam semelhanga entre os grupos de um tempo determinado (Oh, 24h ou 48h)

4.2. Analise histopatologica da porcdo coronaria dos grupos clareados

A analise estatistica dos escores atribuidos na analise histopatologica do tempo

imediato, mostra que todos 0s grupos que receberam tratamento clareador foram
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semelhantes entre si (p>0,05). Ressalta-se porém que, apenas o grupo G2 apresentou

areas de necrose e auséncia celular em toda a extenséo da porgao coronaria (Figura
1) Por outro lado, grupo que recebeu terapia com Tylenol® (G6) apesar do predominio
de areas de necrose, foram observadas células inflamatorias nos tercos coronarios
(Figura 1), enquanto que no grupo que recebeu aplicacdo de Otosporin®, verificou-se
um infiltrado celular severo, assemelhando-se tanto ao G1 quanto ao G2 (Figura 1).

Ja nos tempos de 24 horas e 48 horas, foi observado, nos ter¢cos coronarios
dos grupos G2, G4 e G6, grande proliferacao celular e semelhanca estatistica entre
os grupos (Figura 2 e 3). No entanto, pelo fato do G4 apresentar predominantemente
infiltrado inflamatério leve, assemelhou-se também ao grupo controle em todos os
tercos (Figura 2 e 3).

Analisando o desempenho de cada grupo, no decorrer do tempo, constatou-se
gque 0Os grupos que receberam o tratamento clareador, apresentaram melhora

significativa da condicdo pulpar (Figuras 1, 2 e 3).

Tabela 2 — Medianas de escores atribuidos na andlise histologica de cada tergo

coronario, para todos os grupos clareados.

61 G2 G4 G6
H 0, H 0,
Controle Whiteness HP Maxx 35% Whiteness HP Maxx 35% | Whiteness HP Maxx 35%
+ Otosporin® + Tylenol®

Tergos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Oclusal 1Ab 1Ab 1 Ab 5Aa 4 Ba 4 Ba 4Aab | 3Bab | 3Bab 5Aa 4 Ba 4 Ba

Coroa Médio 1Ab 1Ab 1 Ab 5 Aa 3Ba 3Ba 4Aab | 2Bab | 2Bab 4 Aa 3 ABa 3Ba
Cervical 1Ab 1Ab 1 Ab 5Aa 2 Ba 2Ba 3Aab | 2Bab 2Ba 4 Aa 2Ba 2 Ba

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
minudsculas iguais significam semelhanga entre os grupos de um tempo determinado (Oh, 24h ou 48h)
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Figura 1 — Corte longitudinal dos tercos coronérios do tecido pulpar dos grupos de
estudo, no tempo imediato. LAminas coradas por H.E. e observadas em Microscopia
Optica Comum (400x).

35%

sem terapia de combate a dor; (C) tratamento clareador associado a aplicagao tépica de Otosporin® e
(D) terapia clareadora associada a administragao por via oral de Tylenol®. Os numeros 1-3 representam
os tergos coronarios: (1) terco oclusal; (2) terco médio e (3) terco cervical.
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Figura 2 — Corte longitudinal dos tercos coronérios do tecido pulpar dos grupos de
estudo, no tempo 24 horas apos clareamento. Laminas coradas por H.E. e observadas

em Microscopia Optica Comum (400Xx).

As letras A-D representam as terapias de combate a dor: (A eamento com PH 35%
sem terapia de combate a dor; (C) tratamento clareador associado a aplicagdo tdpica de Otosporin® e
(D) terapia clareadora associada a administracao por via oral de Tylenol®. Os numeros 1-3 representam
os tergos coronarios: (1) terco oclusal; (2) terco médio e (3) terco cervical.
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Figura 3 — Corte longitudinal dos tercos coronarios do tecido pulpar dos grupos de
estudo, no tempo 48 horas apos clareamento. Laminas coradas por H.E. e observadas

em Microscopia Optica Comum (400Xx).
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sentam as terapias de combate a dor: (A) controle; (B) clareamento com PH 35%
sem terapia de combate a dor; (C) tratamento clareador associado a aplicacdo tépica de Otosporin® e
(D) terapia clareadora associada a administracao por via oral de Tylenol®. Os numeros 1-3 representam
0s tergos coronarios: (1) terco oclusal; (2) terco médio e (3) terco cervical.

4.3. Anélise histoldgica da porcdo radicular dos grupos clareados

Em relacdo a analise da porcéo radicular, no tempo imediato, todos 0s grupos
clareados foram semelhantes. Apesar disso, somente o grupo G2 apresentou um
infiltrado celular severo no ter¢co coronario (Figura 4: B1). , enquanto que G6
apresentou infiltrado inflamatério moderado (Figura 4: D1) e o G4 um infiltrado leve
(Figura 4: C1), este assemelhando-se também ao grupo controle (G1) (Figura 4: Al).

Nas analises dos tempos 24 e 48 horas, nao foi detectada diferenca estatistica
entre 0s grupos nos tergos estudados (Tabela 3 e Figura 4: A2-D2, A3-D3).

Vale destacar, no entanto, que foram detectados em G2 e G6, mostrou melhora
do quadro inflamatério do terco cornario e médio com o decorrer do tempo, sendo o
tempo imediato diferente estatisticamente dos demais. JA o G4 houve diferenca
apenas no terco coronario, sendo o imediato diferente dos demais, e a partir do tergo

médio os tempos se igualaram, apresentando auséncia de processo inflamatério
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(Figura 4: C1-C3). Analisando o terco apical observou-se que esta regido se manteve
inalterada ao longo dos tempos analisados em todos 0s grupos.

Tabela 3 — Medianas de escores atribuidos na analise histologica em cada terco

radicular para todos os grupos estudados.

, Whiteness HP Maxx 35% | Whiteness HP Maxx 35%
0,
Controle Whiteness HP Maxx 35% + Otosporin® + Tylenol®

Tercos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h

Coronério 1 Ab 1Aa 1Aa 4 Aa 1Ba 1Ba 2 Aab 1Ba 1Ba 3 Aa 1Ba 1Ba

Raiz
Médio 1Ab 1Aa 1Aa 2 Aa 1Ba 1Ba 1Ab 1Aa 1 Aa 2 Aa 1Ba 1Ba

Apical 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
mindsculas iguais significam semelhanga entre os grupos de um tempo determinado (Oh, 24h ou 48h)

Figura 4 — Corte longitudinal do terco coronario da por¢éo radicular do tecido pulpar

dos grupos de estudo, nos diferentes tempos de analise. Laminas coradas por H.E. e

observadas em Microscopia Optica Comum (400Xx).

e e N ‘
Al ) ';'00"', |

-

As letras A-D representam as terapias de combate a dor: (A) controle; (B) clareamento com PH 35%
sem terapia de combate a dor; (C) tratamento clareador associado a aplicagdo topica de Otosporin® e
(D) terapia clareadora associada a administracao por via oral de Tylenol®. Os numeros 1-3 representam
0s tergos coronarios: (1) tempo imediato; (2) 24 horas e (3) 48 horas apés clareamento.

4 .4. Anélise imunoistoquimica dos grupos controles
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Analisando a imunomarcacao observa-se que os 3 grupos controles (G1, G3 e

G5), apresentaram imunomarcacdo leve para ambos o0s neuropeptideos (SP e
CGRP), em todos os tercos e todos os tempos analisados, ndo apresentando

diferenca estatistica (Tabela 4 e Tabela 5).

Tabela 4 — Medianas de escores atribuidos a imunomarcacédo da SP em cada terco

coronario e radicular para todos os grupos controles.

G3 G5

Otosporin® Tylenol®
Tercos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Oclusal 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Meédio 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Cervical 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Coronério 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Raiz Médio 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Apical 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
minudsculas iguais significam semelhanca entre os grupos de um tempo determinado (0h, 24h ou 48h)

Controle

Coroa

Tabela 5 — Medianas de escores atribuidos a imunomarcacdo da CGRP em cada

terco coronario e radicular para todos os grupos controles.

G1 G3 G4
Controle Otosporin® Tylenol®

Tercos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Oclusal 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Meédio 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Cervical 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Coronario 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Raiz Meédio 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
Apical 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
minUsculas iguais significam semelhanca entre os grupos de um tempo determinado (Oh, 24h ou 48h)

Coroa

4.5. Anélise imunoistoqguimica do marcador SP nos tercos coronarios dos grupos

experimentais

A tabela 6 mostra que, no tempo imediato, os tercos coronarios do G2

apresentaram areas de necrose em todos os cortes analisados. Este fato resultou em
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diferenciacdo estatistica com o grupo controle (G1), que apresentou marcacao leve,
porém sem a presenca de areas necroticas.

Quando analizados os grupos que receberam tratamento medicamentoso,
apesar de G4 caracterizar-se no tempo imediato pelo alto padrdo de imunomarcacao
e,G6, pela predominancia de areas de necrose, ambos foram semelhantes ao grupo
controle em toda a porgdo corondria. No terco cervical, o G4 apresentou
comportamento superior ao G2, assemelhando-se ao G1 (Figura 5: A-D).

Ainda na tabela 6, a analise do tempo de 24 horas mostra que no terco oclusal,
todos os grupos clareados foram semelhantes entre si. J& no terco médio, o G2 foi
semelhante apenas com o G6, enquanto que no terco cervical todos os grupos
clareadores se assemelharam novamente e tanto G4, quanto G6 foram semelhantes
ao G1 (Figura 5: E-H).

No tempo de 48 horas, observou-se que o G2 diferenciou-se dos demais nos
tercos oclusal e médio, apresentando imunomarcacdo moderada e leve
respectivamente. Todos 0s grupos se igualaram no terco cervical, apresentando baixo
padrao de imunomarcacéao (Figura 5: I-L).

Na andlise da SP, observou-se também que, de uma forma geral, com o
decorrer do tempo todos os grupos tiveram uma melhora gradual e continua em todos

os tercos (Figura 5).

Tabela 6 — Medianas de escores atribuidos a imunomarcacéo da SP em cada terco

coronario para todos os grupos estudados.

G1 G2 G4 G6
i 0, H 0,
Controle Whiteness HP Maxx 35% Whiteness HP Maxx 35% + Whiteness HP Maxx 35% +
Otosporin® Tylenol®
Tergos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Coroa Oclusal 2 Ab 2 Ab 2 Ab 5 Aa 4 ABa 3 Ba 4 Aab | 3 ABab 2Bb 5Aab | 3ABab 2Bb
Médio 2 Ab 2 Ab 2 Ab 5Aa 4 ABa 2Ba 4 Aab 2Bb 2Bb 4Aab | 3ABab | 2Bb
Cervical 2 Ab 2 Ab 2 Ab 5Aa 3 ABa 2b 3 Ab 2 Bab 2Bb 4Aab | 2Bab 2Bb

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
mindsculas iguais significam semelhanga entre os grupos de um tempo determinado (Oh, 24h ou 48h)

4.6. Anélise imunoistoquimica do marcador SP nos tercos radiculares dos grupos

experimentais
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Analisando o tempo imediato, observa-se que o G2 apresentou alto padréo de

imunomarcacao nos ter¢os coronario e médio da raiz, diferenciando-se do grupo G4
e G6, que mostrou marcacdo moderada e leve respectivamente (Figura 5: A-D).

No tempo de 24 horas, observou-se no terco coronario que o grupo G2
apresentou um padrdo moderado de marcagcao, enquanto que 0s demais grupos
apresentaram um padrao leve, diferindo-se estatisticamente apenas de G1 e G4. Nos
demais tercos, todos os grupos assemelharam-se entre si.

Em relacdo ao tempo de 48 horas, foi comprovada semelhanca entre todos os
grupos, em todos os tercos analisados.

Quando analisados o comportamento de cada grupo no decorrer do tempo, 0
grupo G2 mostrou uma diminuicdo na marcacao nos ter¢cos corondario e médio da raiz,
engquanto que os grupos G1, G4 e G4, mantiveram suas caracteristicas em todos os
tempos analisados. O ter¢co apical se manteve inalterado durante entre todos os

tempos.

Tabela 7 — Medianas de escores atribuidos a imunomarcacdo da SP em cada ter¢o

radicular para todos os grupos estudados.

G1 G2 34 G6
. Whiteness HP Maxx 35% + Whiteness HP Maxx 35% +
0,
Controle Whiteness HP Maxx 35% Otosporin® Tylenol®

Tercos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Corondrio | 2Ab | 2Ab | 2Aa | 4Aa |[3ABa| 3Ba | 3Ab | 2Ab | 2Aa | 2Ab | 2Aab | 2 Aa
Meédio 2Ab | 2Aa | 2Aa | 4Aa | 2Ba | 2Ba | 2Ab | 2Aa | 2Aa | 2Ab | 2Aa | 2Aa
Apical 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2Aa | 2Aa 2 Aa

Raiz

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
minudsculas iguais significam semelhanga entre os grupos de um tempo determinado (Oh, 24h ou 48h)
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Figura 5 — Cortes histologicos apresentando o padrdo de imunomarcacao para SP.

As letras A-D correspondem as fotomicrografias do terco cervical da polpa coronaria e do tergo coronario da
polpa radicular nos grupos controle (A), clareamento com PH 35% sem terapia de combate a dor (B), terapia
clareadora associada a administragdo por via oral de Tylenol® (C) e tratamento clareador associado a
aplicacdo topica de Otosporin® (D) imediatamente apds o tratamento clareador. As letras E-H correspondem as
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fotomicrografias do terco médio e cervical da polpa coronaria nos grupos controle (E), clareamento com PH 35%
combate a dor (F), terapia clareadora associada a administracdo por via oral de Tylenol® (G) e tratamento
clareador associado a aplicacéo topica de Otosporin® (H) 24 horas apls a terapia clareadora. As letras I-L
correspondem as fotomicrografias do tergo oclusal e médio da polpa coronaria nos grupos controle (I), clareamento
com PH 35% sem terapia de combate a dor (J), terapia clareadora associada a administragcdo por via oral
de Tylenol® (K) e tratamento clareador associado a aplicagédo tépica de Otosporin® (L) 48 horas apés a terapia
clareadora. Aumento original: 12000x.

4.7.Anélise imunoistoquimica do marcador CGRP dos tercos coronarios dos

grupos experimentais

Analisando a expressao do neuropeptideo CGRP, observou-se que no tempo
imediato, 0 G2 apresentou necrose em todos os tercos analisados, impossibilitando a
visualizacdo da marcacéo. Este fato acarretou em diferenciacéo estatistica com grupo
controle (G1) e com G4 no terco cervical, que apresentaram marcacao leve. Neste
periodo de andlise, observou-se ainda que o G4 e G6 apresentaram alto padréo de
imunomarcacdo, sendo semelhantes ao que ndo foi submetido ao tratamento
clareador em toda a porcao coronéria (Figura 6: A-D).

No tempo de 24 horas, analisando os tercos médio e oclusal, todos os grupos
clareados (G2, G4 e G64) foram semelhantes entre si, destacando que o G4 e G6 se
assemelharam ao G1, que nao recebeu tratamento clareador ou medicamento.
Analisando o terco cervical, observou-se que o tratamento com Otosporin® (G4),
favoreceu a resposta tecidual, guando comparado com G2 (Figura 6: E-H).

No tempo de 48 horas, observa-se no terco oclusal que o G2 apresentou
imunomarcacdo moderada, difenciando-se dos demais grupos, que apresentaram
imunomarcacao leve. Todos os grupos se igualaram a partir do terco médio,
apresentando baixo padrdo de imunomarcacéao (Figura 6: I-L).

Na andlise do comportamento da expressdo de CGRP decorrer do tempo,
observou-se que, de uma forma geral, todos os grupos tiveram uma melhora gradual

e continua em todos os tergos.
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Tabela 8 — Medianas de escores atribuidos & imunomarcagdo da CGRP em cada

terco coronario para todos os grupos estudados.

61 G2 . G4 . . G6 .
Controle Whiteness HP Maxx 35% Whltene;s HP Maxx 35% + Whiteness HP Maxx 35% +
tosporin® Tylenol®
Tercos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Coroa Oclusal 2 Ab 2 Ab 2 Ab 5 Aa 4 ABa 3 Ba 4 Aab 3 ABab 2Bb 4 Aab 3 ABab 2Bb
Médio 2 Ab 2 Ab 2 Aa 5Aa 4 ABa 2Ba 4 Aab | 3ABab 2Ba 4 Aab | 3ABab 2Ba
Cervical 2Ac 2 Ab 2 Aa 5Aa 4 ABa 2Ba 3 Abc 2Bb 2Ba 4 Aab | 2ABab 2Ba

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e
letras mindsculas iguais significam semelhanca entre os grupos de um tempo determinado (Oh, 24h ou
48h)

4 .8. Analise imuno--histoguimica do marcador CGRP dos tercos radiculares dos

grupos experimentais

Analisando o tempo imediato, observa-se que o G2 apresentou alto padréo de
imunomarcacao nos tercos coronario e medio da raiz, diferenciando-se apenas do
grupo G4 no terco oclusal e médio e do G6 no terco médio. Ja no terco apical todos
os grupos foram semelhantes (Figura 6: A-D).

No tempo de 24 horas, observou-se no terco coronario que o grupo G2
apresentou um padrdo moderado de marcacdo, enquanto que 0s demais grupos
apresentaram um padréo leve, diferenciando-se apenas do G4 e do G1. Nos demais
tercos, todos os grupos se assemelharam. Em relacdo ao tempo de 48 horas, foi
encontrada semelhanca entre todos os grupos em todos os ter¢cos analisados.

Analisando o comportamento ao longo dos tempos analisados, o grupo G2
mostrou uma diminui¢cdo na marcacao nos tercos coronario e médio da raiz, enquanto
que os gurpos G1, G3 e G4, se igualaram em todos os tempos analisados, nos
mesmos tercos citados. O terco apical, se igualou entre todos os grupos em todos 0s
tempos analisados.
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Tabela 9 — Medianas de escores atribuidos & imunomarcagdo da CGRP em cada

terco radicular para todos os grupos estudados.

61 62 G4 G6
, Whiteness HP Maxx 35% + Whiteness HP Maxx 35% +
0,
Controle Whiteness HP Maxx 35% Otosporin® Tylenol®

Tergos Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
Coronério | 2Ab | 2Ab | 2Aa | 4Aa |3ABa| 3Ba | 3Ab | 2Ab | 2Aa | 3Aab | 2Aab | 2Aa
Meédio 2Ab | 2Aa | 2Aa | 4Aa | 2Ba | 2Ba | 2Ab | 2Aa | 2Aa | 2Ab | 2Aa | 2Aa
Apical 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2Aa | 2Aa 2 Aa 2Aa | 2Aa 2 Aa

Raiz

*Letras mailsculas iguais significam semelhanca entre os tempos de um determinado grupo, e letras
minUsculas iguais significam semelhanca entre os grupo de um tempo determinado (Oh, 24h ou 48h)
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Figura 6 — Cortes histologicos apresentando o padréo de imunomarcacéo para CGRP

do terco cervical da polpa coronaria e do ter¢o coronario da polpa
radicular nos grupos controle (A), clareamento com PH 35% sem terapia de combate a dor (B), terapia clareadora
associada a administracédo por via oral de Tylenol® (C) e tratamento clareador associado a aplicagado topica de
Otosporin® (D) imediatamente apds o tratamento clareador. As letras E-H correspondem as fotomicrografias do
terco médio e cervical da polpa coronaria nos grupos controle (E), clareamento com PH 35% sem terapia de
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combate a dor (F), terapia clareadora associada a administracdo por via oral de Tylenol® (G) e tratamento
clareador associado a aplicagdo tdpica de Otosporin® (H) 24 horas apds a terapia clareadora. As letras I-L
correspondem as fotomicrografias do tergo oclusal e médio da polpa coronaria nos grupos controle (I), clareamento
com PH 35% sem terapia de combate a dor (J), terapia clareadora associada a administracdo por via oral
de Tylenol® (K) e tratamento clareador associado a aplicagéo tdpica de Otosporin® (L) 48 horas apés a terapia
clareadora. Aumento original: 1000x.

\

G
v



USCLUSSAC




@@@m&o 69

5 Discussao

O clareamento dentério pode ser considerado uma técnica segura, desde que
realizado mediante uma posologia adequada. Porém, quando indicado erroneamente
e realizado sem a devida acuracia técnica, pode causar sérios danos a polpa dentaria.
Existem diversas pesquisas comprovando a penetracdo trans-amelodentinaria do
H202 atingindo a camara pulpar (DE ALMEIDA et al., 2015a, 2015b; BRISO et al.,
2015a, 2015b; MARSON et al., 2015; CINTRA et al., 2016b; GONCALVES et al.,
2016), bem como a citotoxicidade deste produto (SOARES et al., 2014a; DE ALMEIDA
et al., 2015a, 2015b; GONCALVES et al., 2016).

Apesar do grande numero de publicacdes comprovando os potenciais efeitos
toxicos que peroxido oriundo dos géis clareadores pode ocasionar ao tecido pulpar, a
grande maioria das pesquisas sao realizadas in vitro, existindo poucos estudos sobre
os efeitos do clareamento no tecido pulpar (COSTA et al., 2010; CINTRA et al., 2012,
2013, 2016a, 2016b).

Neste contexto, este estudo utilizou como modelo experimental ratos Wistar,
gue por serem facilmente adquiridos e apresentarem facilidade de manuseio (CINTRA
et al., 2016a), possibilita o avango no conhecimento que envolve as terapias anti-
algicas, possivelmente utilizadas em associacdo com as técnicas clareadoras.

No presente estudo, a analise histopatologica da polpa dos ratos submetidos
ao tratamento clareador mostrou grandes areas de necrose no tecido pulpar de ratos,
imediatamente apds o procedimento clareador realizado com peréxido de hidrogénio
35%. Possivelmente, as caracteristicas histolégicas da estrutura dentaria dos ratos,
bem como a sua espessura e o grau de dureza da estrutura dentaria (NELSON-FILHO
etal., 2012) inferiores ao dos humanos, favoreceram a penetracao intensa do peroxido
de hidrogénio, gerando a dissolucdo imediata do tecido pulpar, antes mesmo que a
enzima catalase e 0s processos de reparacdo tecidual fossem significativos
(BOWLES; BURNS, 1992). Nas analises subsequentes, realizadas 24 horas e 48
horas apds o procedimento clareador, foi observada na por¢do corondria, uma
melhora gradual e continua no quadro inflamatério dos tecidos. Este fato

provavelmente relaciona-se com o recrutamento de células mesenquimais
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indiferenciadas da polpa radicular, onde a integridade tecidual foi mantida, resultando

em um tecido mais celularizado.

O estudo de Cintra et al. (2013) mostrou grande ocorréncia de morte celular no
grupo submetido a apenas 1 sessao de clareamento com peroxido de hidrogénio 35%
por 45 minutos, sendo observadas areas de intenso infiltrado inflamatério, com
presenca de hemorragia, vasos dilatados e congestionados e também a
desorganizacdo da camada odontoblastica, corroborando assim com os resultados do
presente estudo, quando a analise foi realizada no periodo de 48 horas (CINTRA et
al., 2013). Destaca-se porém, que o referido estudo analisou somente o periodo de
48 horas, restando duvidas sobre a resposta obtida nas primeiras horas ap6s a sessao
clareadora, periodo que coincide com os momentos de maior ocorréncia de
sensibilidade dentaria. Neste contexto o presente estudo pode contribuir para o
conhecimento da resposta pulpar nos periodos mais curtos, mostrando o intenso
potencial agressor da técnica clareadora.

Com intuito de amenizar o desconforto comumente relatado durante o
tratamento clareador, alguns profissionais tem preconizado empiricamente 0 uso
topico de corticosteroides. Este farmaco vem sendo utilizado no tratamento da
hipersensibilidade, bem como Endodontia desde a década de 60, apresentando
resultados clinicos e histolégicos promissores (FRY et al., 1960; DACHI; STIGERS,
1964).

No presente estudo utilizou-se o Otosporin® sobre o esmalte dentario,
imediatamente apOs a terapia clareadora, objetivando reduzir a reacao inflamatéria
causada pelo tratamento. A analise histologica revelou que o uso deste medicamento
pode trazer vantagens uma vez que o tecido pulpar dos animais que receberam o
corticosteroide manteve-se mais celularizado, com pequenas areas de necrose,
enquanto que o grupo que recebeu apenas o tratamento clareador, apresentou
necrose total da polpa coronéaria.

No estudo de Holland et al. (1991), foi observado que o Otosporin®, mesmo
farmaco utilizado no presente estudo, obteve maior poder de penetracdo pela
estrutura dentinaria quando comparada com outros farmacos, apos 5 minutos de
contato com o dente. Além do alto poder de penetragcéo pela estrutura dentinaria, vale
destacar que os corticosteréides reduzem o infiltrado inflamatério e produtos oriundos
das células inflamatorias, bem como a diminuicdo da producéo de prostaglandinas,

principal mediador do processo inflamatério. Além destes efeitos o Otosporin®
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também tem a capacidade de atuar na vasoconstricdo da &area inflamada, diminuindo

o edema e desconforto, estabilizando as membranas das células nervosas (LUYK et
al., 1985).

Outra manobra de combate a dor durante o tratamento clareador, baseia-se na
prescricdo de farmacos que diminuem a sensacgéo dolorosa causada pela terapia
clareadora. Neste estudo, foi selecionado o Tylenol®, por ser um anti-inflamatorio
com menos efeitos colaterais e de eficacia analgésica comprovada (GRAHAM et a.,
2013). Este farmaco atua diretamente na cascata do acido araquidénico, impedindo a
producdo de prostaglandinas, um dos principais mediadores inflamatérios
(SWIERKOSZ et al., 2002; GRAHAM et a., 2013).

Neste contexto, mesmo nao sendo revelado pela analise estatistica, observou-
se claramente que os animais que receberam o Tylenol® apresentaram um padréo
histoldgico distinto do grupo que néo recebeu nenhum tratamento anti-algico, como
pode ser observado na Figura 1. A analise histologica evidenciou, em alguns
espécimes, a presenca de um infiltrado inflamatorio severo, com presenca de células
inflamatorias, algumas mononucleares, e com algumas areas de necrose. Ja no grupo
que recebeu somente o tratamento clareador, no tempo imediato, observa-se em
todos os espécimes, somente areas de necrose na por¢cao coronaria, sem a presenca
de células. Com isso, acredita-se que a administracdo deste farmaco pode trazer
beneficios no processo inflamatério, merecendo estudos ajustando dosagens dos
produtos clareadores, bem como do farmaco. O uso de ambos os farmacos e o efeito
apos a terapia clareadora faz com que a primeira hipotese nula deste estuda seja
parcialmente aceita.

Quanto a presenca e as mudancas nos niveis dos neuropeptidios (CGRP e SP)
no tecido pulpar, ressaltamos que estas substancias sao produzidas
predominantemente por neurdnios sensoriais primarios, especialmente aqueles
envolvidos com a transmissdo da informagcdo nociceptiva. Estes neuropeptidios,
guando liberados centralmente funcionam como neuromediadores (OTSUKA,;
YOSHIOKA, 1993), ao passo que quando liberado perifericamente, no receptor
sensorial, contribuem para a homeostase tecidual e em condi¢des patoldgicas sao
agentes que desencadeiam a inflamacdo neurogénica (FERREIRA, 1995). Estas
substancias sdo produzidas ao nivel do corpo celular e sdo transportadas em

vesiculas tanto para o prolongamento que se direciona ao sistema nervoso central,
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guanto para o prolongamento que direciona ao receptor sensorial (MERIGHI et al.,
1988; PLENDERLEITH et al., 1990; HARRISON; GEPPETTI, 2001).

No receptor sensosorial, tais neuropeptidios apresentam um nivel de liberacéo
basal (FERREIRA, 1995), que é constante o que justifica a presenca da
imunomarcacao leve para no grupo controle. Todavia, em condi¢des patoldgicas, sao
liberados em maior quantidade tanto ao nivel central, quanto periférico, o que
desencadeia respectivamente, dor e inflamac&o neurogénica, tendo em vista que a
poténcia destes peptideos chega a ser mil ou mais vezes superior a de outros
neuromediadores. Por esta razdo, o estudo da presenca destes neuropeptidios no
tecido pulpar pode oferecer dados objetivos dos efeitos de clareadores e farmacos na
sensibilidade dentéria.

Neste estudo, devido as grandes areas de necrose observadas no tempo
imediato, foi possivel a observac¢do da imunomarcacao dos neuropeptidios estudados
apenas nos precipitados celulares. Principalmente no grupo 2, que apresentou
necrose em todos 0s espécimes, ao longo da polpa coronaria. Nos demais grupos
observou-se imunomarcacdo positiva para 0s neuropeptidios estudados. Essa
imunomarcacao positiva, indica uma sensagdo dolorosa exacerbada quando
comparado com as polpas dentarias sadias.

Com a regeneracdo tecidual observada no periodo de 24 horas apés o
clareamento, pdde-se observar imunomarcacao positiva, tanto para CGRP quanto
para SP, em todos 0s grupos que receberam tratamento clareador. Porém, as polpas
de dentes que receberam o tratamento clareador apresentaram maior expressao dos
neuropeptidios, quando comparado ao grupo que ndo recebeu a terapia clareadora.
Este resultado esta de acordo com um estudo realizado por Caviedes-Bucheli et al.
(2006), que observaram que tanto CGRP quanto SP apareceram em todas as polpas,
porém em niveis aumentados em polpas inflamadas (CAVIEDES-BUCHELI et al.,
2006). No referido estudo, os autores indicam que os niveis aumentados destes
neuropeptidios (SP e CGRP) sugerem que a regulacdo neuronal do fluxo sanguineo
pulpar é controlada por fibras nervosas aferentes primarias (sensorial) e fibras
simpéticas (CAVIEDES-BUCHELI et al., 2006), fioras que estdo localizados os
neuropeptidios.

Ainda neste contexto, Awawdeh et al. (2002) analisou a expressao de SP e
CGRP, além da Neuroquinina A em polpas de dente humano saudaveis e com

sensacao dolorosa, e observaram que nas polpas com sintomatologia dolorosa os
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niveis dos neuropeptidios estavam aumentados em relacdo ao tecido pulpar saudavel,
também corroborando com os resultados obtidos neste estudo. No referido estudo os
autores sugerem que o0s niveis aumentados dos neuropeptidios é devido ao fato de
que as fibras nervosas aferentes peptidérgicas na polpa dentaria além de conduzir
impulsos ao sistema nervoso central, também desempenham um papel ativo e
importante na resposta global da leséo celular. Esse aumento da expressdo de
neuropeptidios em polpas inflamadas justifica a quantidade de queixa de sensibilidade
dentaria relatada pelos pacientes apos os procedimentos clareadores (ALMEIDA et
al., 2012; RAHAL et al., 2015; MACHADO et al., 2016).

Diante dos resultados do presente estudo, pode-se considerar que o uso do
Tylenol® e, principalmente, do Otosporin®, tiveram efeitos positivos na expresséao de
neuropeptideos relacionados a dor, minimizando os efeitos algicos deste tratamento,
rejeitando assim a segunda hip6tese deste estudo.

O Otosporin® tem a capacidade de suprimir alteracdes vasculares inflamatorias
podendo prevenir a pressao induzida pelo colapso venoso, estimulando menos as
fibras nervosas e consequentemente diminuindo a producdo de neuropeptideos
relacionados a dor (SP e CGRP). Souza, et al (1996), analisaram o efeito na polpa
dentaria que o medicamento Otosporin® promove, quando aplicado em cavidades
realizadas em dentes de cdes. Os autores observaram que as associacdes de
corticosteréide-antibiético proporciona uma reacao inflamatoria ligeiramente menor do
gue a observada no grupo que nado recebeu a medicdo. O estudo de Souza (1996)
pode justificar parcialmente o resultado obtido no presenteestudo, uma vez que a
reducdo do processo inflamatério, foi acompanhada de reducdo da marcacdo de
neuropeptidios.

Ja o farmaco Tylenol® atua na inicicdo da COX-3 que é responsavel pela
producédo de prostaglandina, portanto, o farmaco diminui a producéo deste mediador,
atuando diretamente na inflamacédo, com a reducéo do quadro inflamatério (GRAHAM
et al., 2013). O uso deste farmaco foi mais significativo na analise da expressao dos
neuropeptidios, devido ao seu efeito analgésico predominante. Soma-se a isso a a¢ao
indireta deste farmaco na producdo e liberacdo destes neuropeptidios, devido a
diminuicdo do quadro inflamatorio.

Quando os tempos de cada grupo foram comparados, observou-se uma
diminuicdo da expresséo dos principais neuropeptidios relacionados a dor. Isso pode

ser justificado pela regeneracéao tecidual observada nos resultados histologicos. Com
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aregeneracdao, o processo inflamatorio diminuiu, o que levou a diminui¢cdo do estimulo

das fibras nervosas, diminuindo a producéo e liberacdo deste neuropeptidios. Sendo
assim, a terceira hipétese nula deste estudo foi rejeitada.

Destacamos ainda que a analise realizada entre 0s grupos controles
possibilitou constatar que os farmacos utilizados ndo produziram nenhum efeito
adverso no tecido saudavel, mantendo o aspecto de normalidade, semelhante ao
observado no grupo controle. Este fato indica que tais farmacos ndo produziram
nenhuma influéncia negativa nas amostras analisadas, e que os efeitos negativos
foram causados apenas pelo gel clareador.

Apesar das limitagdes do modelo experimental como a alta concentracdo do
produto utilizado nos dentes dos ratos, além das caracteristicas morfolégicas
(espessura e dureza) ser inferiores as caracteristicas do dente humano e também da
resposta biologica exacerbada em comparagdo com o dente humano, os resultados
colhidos mostram que este tratamento pode ser altamente danoso ao tecido pulpar.
Mesmo considerando os possiveis efeitos promissores dos farmacos testados, o
tratamento clareador deve manter-se sub cuidados de profissionais habilitados para

administrar a terapia clareadora indicada para cada dente a ser clareado.
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6 Conclusao

Levando em consideracdo os dados obtidos e as limitagbes do modelo

experimental, podemos concluir que:

— O uso de peréxido em alta concentracdo provocou danos severos no tecido
pulpar de ratos, os quais atingiram até o terco médio da raiz;

— A aplicacdo topica do Otosporin® mostrou ser uma alternativa eficaz para
minimizar os efeitos colaterais do tratamento clareador em tecido pulpar de ratos,
levando a diminuicdo do processo inflamatorio;

— Os tratamentos com farmacos reduziram a imunomarcacdo dos principais
neuromediadores relacionados com dor;

— O quadro inflamatério bem como a imunomarcacdo dos principais

neuropeptidios relacionados a dor diminuiram com o decorrer do tempo.
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ANEXO 1 — Certificado do Comiss&o de Etica de Pesquisa em Animal.
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FACULDADE OE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animals
CEUA - Ethics Committes on the Use of Animals

CERTIFICADO

Certficamos que o Projeto de Pesquisa intilvlado “Influéncia do uso de
substincias topicas e sistémicas na inflamagioc 2 na expressio de
neuropeptidlos pré-inflamatdrios apés o lratamento clareador”, Processo FOA
n® 201400817, sob responsabilidade de André Luiz Fraga Briso apresenta um
prolocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentago
Animal e sua execucao foi aprovada pela CEUA em 02 de Setembro de 2014.

VALIDADE DESTE CERTIFICADD: 28 de¢ Fevereiro ¢e 2016
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 28 de Margo de 2016.
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We certfy thal the sludy entitied "Influence of the use of topical and systemic
substances In Inflammation and In the pro-inflammatory neuropeptides
expression after bleaching treatment”, Protocol FOA n® 2014-00817, under the
supervision of André Luiz Fraga Briso presents an experimental protocol in
accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
implementation was approved by CEUA on September 02, 2014.

YALIDITY OF THIS CERTIFICATE: February 28, 2016,
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: March 28, 2016.
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Anexo 2 —Escores e medianas atribuidos na analise histologica em cada terco

coronario para todos os grupos controles.

Controle Otosporin® Tylenol®
Escores Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
1 717 717 717 77 717 717 7 717 7
2 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
Tergo 3 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
oclusal 4 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa
1 717 717 717 717 717 717 7 717 7
2 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
Coroa Tgrgo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
médio 4 or7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana 1 Aa 1Aa 1 Aa 1 Aa 1Aa 1 Aa 1 Aa 1Aa 1 Aa
1 717 717 717 717 717 717 717 717 717
2 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 017 or7 0r7
Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
cervical 4 017 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
Mediana 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa
1 717 717 717 717 717 717 717 717 717
2 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
€oronario 4 017 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 07 017 07 017 017 017 017 0r7 017
Mediana 1 Aa 1Aa 1 Aa 1 Aa 1Aa 1 Aa 1 Aa 1Aa 1 Aa
1 717 717 717 717 717 717 717 717 717
2 or7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
Raiz Terco 3 0r7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
médio 4 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 017 or7 0r7
5 017 017 07 017 017 017 017 0r7 017
Mediana 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa
1 717 717 717 7 717 7 7 717 7
2 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
Terco 3 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 017 or7 0r7
apical 4 017 017 017 0r7 017 0r7 017 or7 017
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1 Aa 1Aa 1 Aa
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Anexo 3 — Escores e medianas atribuidos na andlise histologica em cada terco

coronario e radicular para todos os grupos clareados.

Whiteness HP Maxx 35% + | Whiteness HP Maxx 35% +

Controle Whiteness HP Maxx 35% )
Otosporin® Tylenol®

Escores Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h

1 7 717 77 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7

2 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7

Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 217 37 0r7 6/7 6/7 or7 37 37
oclusal 4 017 0r7 0r7 0r7 57 417 57 17 117 27 417 417
5 0r7 017 0r7 77 017 0r7 217 017 0r7 517 or7 0r7
Mediana | 1Ab 1Ab 1 Ab 5Aa 4 Ba 4 Ba 4Aab | 3Bab | 3Bab 5Aa 4 Ba 4 Ba

1 77 77 717 017 017 0r7 017 017 0r7 or7 or7 0r7

2 0r7 017 0r7 017 017 0r7 017 417 517 or7 117 27

Coroa Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 6/7 37 0r7 37 27 207 6/7 517
médio 4 017 0r7 0r7 0r7 117 or7 77 0r7 0r7 37 or7 0r7
5 0r7 0r7 0r7 77 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 207 or7 0r7

Mediana | 1Ab 1Ab 1Ab 5Aa 3Ba 3Ba 4Aab | 2Bab | 2Bab 4 Aa 3 ABa 3Ba

1 77 717 717 0r7 0r7 0r7 0r7 37 37 or7 or7 0r7

2 017 017 or7 017 517 6/7 017 417 417 117 417 517

Terco 3 017 017 or7 017 217 117 6/7 017 0r7 117 37 27
cervical 4 017 017 or7 017 017 0r7 117 017 017 517 or7 0r7
5 017 017 or7 717 017 0r7 017 017 0r7 or7 or7 0r7

Mediana 1 Ab 1 Ab 1 Ab 5 Aa 2Ba 2Ba 3Aab | 2Bab 2Ba 4 Aa 2Ba 2 Ba

1 717 717 717 017 717 417 017 517 517 or7 417 517

2 017 017 or7 117 017 37 417 217 27 117 37 27

Terco 3 017 017 or7 117 017 0r7 37 017 0r7 517 or7 0r7
coronario 4 017 017 or7 517 017 0r7 017 017 017 117 or7 0r7
5 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7

Mediana 1 Ab 1 Aa 1 Aa 4 Aa 1Ba 1Ba 2 Aab 1Ba 1Ba 3 Aa 1Ba 1Ba

1 77 717 717 017 6/7 77 517 717 77 17 717 77

2 0r7 0r7 0r7 27 117 0r7 217 0r7 0r7 517 or7 0r7

Raiz Tergo 3 0r7 0r7 0r7 517 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 117 or7 0r7
médio 4 017 017 0r7 017 017 0r7 017 017 017 or7 or7 0r7
5 017 017 0r7 017 017 0r7 017 017 017 or7 or7 017

Mediana 1Ab 1Aa 1A 2 Aa 1Ba 1Ba 1 Ab 1Aa 1 Aa 2 Aa 1Ba 1Ba

1 717 717 717 717 717 717 717 717 717 6/7 777 717

2 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 117 or7 0r7

Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7
apical 4 017 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7
5 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7

Mediana 1 Aa 1Aa 1 Aa 1Aa 1Aa 1 Aa 1Aa 1Aa 1 Aa 1Aa 1Aa 1 Aa
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Anexo 4 — Escores e medianas atribuidos a imunomarcagcdo da SP em cada tergo

coronério e radicular para todos os grupos controles.

Controle Otosporin® Tylenol®

Escores Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 77 717 717 7 717 7

Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
oclusal 4 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 0r7 0r7 0r7
Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 77 717 717 717 717 717 717 717

Coroa Tergo 3 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
médio 4 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 07 017
Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 77 717 7 77 717 77

Terco 3 0r7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
cervical 4 or7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 717 717 717 717 717 717

Terco 3 0r7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
Coronario 4 or7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 77 717 7 77 717 77

Raiz Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
médio 4 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 017 or7 0r7

2 717 717 717 717 717 717 717 777 717

Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
apical 4 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 07 017 07 017 017 017 017 0r7 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
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Anexo 5 — Escores atribuidos a imunomarcacao da CGRP em cada ter¢o coronario e

radicular para todos os grupos controles.

Controle Otosporin® Tylenol®

Escores Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h

1 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 77 717 717 717 717 717 717 717

Tergo 3 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
oclusal 4 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 0r7 07 0r7
Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 77 717 717 7 717 7

Coroa Tergo 3 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
médio 4 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 7 717 77 77 717 77

Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
cervical 4 017 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 0r7 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 77 717 7 77 717 77

Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
COronario 4 017 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 017 or7 0r7 017 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 717 717 717 717 717 717

Raiz Tergo 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
médio 4 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 0r7 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa

1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 0r7

2 717 717 717 717 717 717 717 777 717

Terco 3 0r7 017 0r7 0r7 017 0r7 017 or7 0r7
apical 4 017 017 017 0r7 017 0r7 017 or7 017
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017

Mediana 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa 2 Aa
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Anexo 6 — Escores atribuidos a imunomarcacdo da SP em cada terco coronério e

radicular para todos os grupos clareados.

Controle Whiteness HP Maxx 35% Whiteness HP Maxx 35% + | Whiteness HP Maxx 35% +
Otosporin® Tylenol®
Escores Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
1 0r7 017 0r7 017 017 0r7 017 017 0r7 or7 or7 0r7
2 77 77 717 07 017 0r7 017 37 717 or7 or7 717
Tergo 3 017 017 07 0r7 017 7 017 47 017 07 17 017
oclusal 4 017 017 07 0r7 7 017 47 017 017 37 07 017
5 017 017 0/7 il 017 017 37 017 017 47 0/7 017
, 3 3
Mediana | 2Ab 2 Ab 2 Ab 5Aa 4 ABa 3Ba 4 Aab ABab 2Bb 5 Aab ABab 2Bb
1 017 017 07 017 017 017 0r7 017 017 07 07 07
2 77 77 717 017 017 417 017 77 717 or7 37 717
Coroa Tergo 3 0r7 017 0r7 017 37 37 117 017 0r7 or7 417 0r7
médio 4 017 017 0r7 017 417 0r7 6/7 017 017 417 or7 0r7
5 017 017 017 717 017 017 017 017 017 37 017 017
Mediana | 2Ab 2 Ab 2 Ab 5Aa | 4ABa | 2Ba 4 Aab 2Bb 2Bb 4 Ab ABsab 2Bb
1 017 017 07 017 017 017 017 017 017 07 017 017
2 717 M 77 017 017 77 017 M 77 07 717 77
Terco 3 017 017 07 017 7 017 7 017 017 07 017 017
cervical 4 017 017 or7 017 017 0r7 017 017 017 717 or7 0r7
5 017 017 017 717 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana | 2 Ab 2 Ab 2 Ab 5Aa | 3ABa | 2Bb 3 Ab 2Bab | 2Bb | 4Aab | 2Bab | 2Bb
1 017 017 07 017 017 017 017 017 017 07 017 017
2 717 M 77 017 017 017 017 M 77 717 717 77
Terco 3 017 017 or7 27 717 717 717 017 0r7 or7 or7 0r7
coronario 4 017 017 07 57 017 0r7 017 017 017 or7 or7 0r7
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana | 2 Ab 2 Ab 2 Aa 4Aa | 3ABa | 3Ba 3 Ab 2 Ab 2 Aa 2 Ab 2 Aab 2 Aa
1 017 017 or7 017 017 0r7 017 017 0r7 or7 or7 0r7
2 717 7 77 017 M 77 M M 77 717 77 77
Terco 3 017 017 017 37 017 07 017 017 017 07 07 07
Raiz médio 4 017 0r7 07 47 017 07 017 017 017 07 017 07
5 017 017 0/7 017 017 0/7 017 017 017 0/7 0/7 017
Mediana | 2 Ab 2 Aa 2 Aa 4 Aa 2Ba 2Ba 2 Ab 2 Aa 2 Aa 2 Ab 2 Aa 2 Aa
1 017 017 0r7 017 017 0r7 017 017 017 or7 or7 017
2 717 717 717 07 017 0r7 017 37 717 or7 or7 717
Tergo 3 017 017 0r7 017 017 717 017 417 017 or7 777 0r7
apical 4 017 017 0r7 017 717 0r7 417 017 017 37 or7 017
5 017 017 0/7 717 017 0/7 37 017 017 47 0/7 017
Mediana | 2 Ab 2 Ab 2 Ab 5Aa | 4ABa | 3Ba 4 Aab AB3ab 2Bb 5 Aab AB$ab 2Bb
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Anexo 7 — Escores atribuidos a imunomarcacao da CGRP em cada ter¢o coronario e

radicular para todos os grupos clareados.

Controle Whiteness HP Maxx 35% Whiteness HP Maxx 35% + | Whiteness HP Maxx 35% +
Otosporin® Tylenol®
Escores Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h Oh 24h 48h
1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7
2 7 77 77 07 0r7 0r7 0r7 0r7 717 or7 or7 717
Terco 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 717 0r7 77 0r7 or7 717 0r7
oclusal 4 0r7 0r7 0r7 0r7 77 0r7 47 0r7 0r7 47 or7 0r7
5 017 017 017 717 017 017 37 017 017 37 017 017
, 3 3
Mediana | 2Ab 2 Ab 2Ab 5Aa 4 ABa 3Ba 4 Aab ABab 2Bb 4 Aab ABab 2Bb
1 0r7 017 0r7 017 017 0r7 017 017 0r7 or7 or7 0r7
2 77 77 717 017 017 417 017 37 717 or7 or7 717
Terco 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 37 117 417 0r7 or7 717 0r7
Coroa médo 4 017 0r7 0r7 0r7 77 0r7 6/7 0r7 0r7 47 or7 0r7
5 017 017 07 717 017 017 017 017 017 37 0r7 017
Mediana 2Ab 2 Ab 2 Aa 5Aa 4 ABa 2Ba 4 Aab AB33b 2Ba 4 Aab AB3ab 2Ba
1 017 017 0r7 017 017 0r7 017 017 017 or7 or7 0r7
2 717 717 717 017 017 717 017 717 717 or7 417 717
Tergo 3 017 017 or7 017 37 0r7 717 017 017 or7 37 0r7
cervical 4 017 017 or7 017 417 0r7 017 017 0r7 717 or7 0r7
5 017 017 017 717 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana 2Ac 2 Aa 2 Aa 5Aa 4 ABa 2Ba 3 Abc 2Bb 2Ba 4 Aab ABzab 2Ba
1 017 017 or7 017 017 0r7 017 017 017 or7 or7 0r7
2 717 717 717 017 017 0r7 017 717 717 117 717 717
Terco 3 017 017 or7 27 717 717 717 017 017 6/7 or7 0r7
COronario 4 017 017 or7 517 017 0r7 017 017 0r7 or7 or7 0r7
5 017 017 07 017 017 017 017 017 017 0r7 0r7 017
Mediana | 2 Ab 2 Ab 2 Aa 4 Aa 3 ABa 3Ba 3 Ab 2 Ab 2 Aa 3Aab | 2Aab 2 Aa
1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7
2 717 717 77 017 717 77 717 717 77 717 717 77
Terco 3 017 017 0r7 37 017 0r7 017 017 017 or7 or7 0r7
Raiz médio 4 017 017 0r7 417 017 0r7 017 017 017 or7 or7 017
5 017 017 017 017 017 017 017 017 017 017 017 017
Mediana 2 Ab 2 Aa 2 Aa 4 Aa 2Ba 2Ba 2 Ab 2 Aa 2 Aa 2 Ab 2 Aa 2 Aa
1 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 or7 or7 0r7
2 T 77 77 07 0r7 0r7 0r7 0r7 717 or7 or7 717
Terco 3 0r7 0r7 0r7 0r7 0r7 717 0r7 77 0r7 or7 77 0r7
apical 4 0r7 0r7 0r7 0r7 77 0r7 417 0r7 0r7 47 or7 0r7
5 017 017 07 717 017 017 37 017 017 37 0r7 017
Mediana | 2Ab 2 Ab 2 Ab 5Aa 4 ABa 3Ba 4 Aab Agab 2Bb 4 Aab AI:ab 2Bb
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Anexo 8 — Preparo das solugdes utilizadas na técnica imunoistoquimica

a) Tampéo PBS:

Para 4 litros de PBS:

1° opgcdo: 10,529 de Fosfato de s6dio monobasico (0,2M de NazH2P04.H20)
46,09 de Fosfato de sodio dibasico anidro (0,2M de Na2HPOa4)
2° opcdo: 10,529 de Fosfato de sédio monobésico (0,2M de NazH2P0O4.H20)

86,80g de Fosfato de sodio dibasico heptahidratado (0,2M de
Naz2H2P04.H20)

b) PBS-TX:

Para cada 2000mL de PBS adicionar 1 mL de triton-X-100

c)Solucéao fixadora: PFA 4%

Para fazer 2 litros de PFA 4%:

—  Solugéo 1:
Em 1 litro de 4gua destilada adicionar: 80g de PFA

4g de NaOH

1.Aquecer 500mL de agua destilada até atingir 65°C

2.Acrescentar NaOH e esperar dissolver

3.Esperar a temperature chegar até 60°C e adicionar aos poucos o PFA
4.Completar até 1L com agua destilada

— Solucéo 2: 1 litro de tampéo PBS

Misturar a mesma quantidade das duas solu¢des (1 litro) e em seguida filtrar.

d) Solucédo desmineralizadora: EDTA 10%

Para fazer 2 litros de EDTA 10%:

i"
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— Solucéo 1:
Em 1 litro de agua destilada adicionar: 200g de EDTA

18g de NaOH

1.Aquecer 500mL de agua destilada até atingir 60°C

2.Acrescentar NaOH e esperar dissolver

3.Esperar a temperature chegar até 60°C e adicionar aos poucos o0 EDTA
4.Completar 1L com agua destilada

— Solucao 2: 1 litro de tampéo PBS

Misturar a mesma quantidade das duas solugdes (1 litro) e em seguida filtrar.

e) Solucdo BSA (blogueio dos sitios inespecificos):

Adicionar 9g de BSA (soro fetal bovino) em 600mL de PBS-TX

de agua destilada

f) Diluicdo do tampao “Anti Retrieval”

Para 3 litros de tampao: diluir 30 mL do tampéao “Anti Retrieval” em 2970mL
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