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RESUMO

O clareamento dentario € um procedimento amplamente requisitado por pacientes que desejam
melhorar a coloracdo das estruturas dentérias. O efeito clareador é promovido pelo uso de per6xido
de hidrogénio (H202), através da liberacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que ao se
difundirem nos tecidos dentérios oxidam as moléculas pigmentadas mais complexas. No entanto, ao
entrar em contato com os tecidos pulpares, as EROs sdo capazes de induzir estresse oxidativo e
desencadear um processo inflamatério. A lesdao pulpar ocorre imediatamente ap6s o procedimento, e
pode ser caracterizada por inflamagcdo ou necrose durante os primeiros dias. O fator de necrose
tumoral alfa (TNF-o ) é uma das principais citocinas envolvidas nesse processo inflamatério. O
infliximabe € um anticorpo monoclonal quimérico anti-TNF-a. , que possui a capacidade de impedir
que o TNF-a se ligue ao seu receptor nas celulas. O objetivo desse estudo foi avaliar a influéncia do
tratamento com infliximabe nas alteracfes inflamatorias da polpa dental de ratas submetidas a
clareamento dental com peroxido de hidrogénio. Para isso, 72 ratas da linhagem Wistar foram
divididas aleatoriamente em um grupo Sham onde receberam 0,1 ml / kg de solucéo salina, porém
ndo foram submetidos ao clareamento, um grupo controle negativo onde receberam 0,1 ml / kg de
solucdo salina 0,9% e um grupo teste onde receberam 0,1 ml / kg de solucéo salina 0,9% com 5mg/kg
de infliximabe, ambos receberam a aplicacdo do gel clareador. Apés 24h, 48h e 7d os animais foram
eutanasiados e foi realizada a coleta das maxilas para processamento histolégico e analise das polpas
dentarias. Os dados foram expressos em media e erro padrdo da média, submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk e analisados pelo teste ANOVA-2-way e ANOVA-1-way, seguido do pos-
teste de Bonferroni (p <0,05, Graph Pad Prism 5,0). Os resultados demonstraram que o clareamento
dental com peréxido de hidrogénio promoveu alterac@es inflamatdrias e vasculares na polpa dentéria,
associadas ao aumento da nocicepcdo 24h apds o procedimento (p=0,005). O aumento de vasos
ectasicos, presenca de fibrina e reducdo do limiar nociceptivo sugerem participacdo do TNF-a na
resposta inflamatéria pulpar. O tratamento com infliximabe promoveu atenuacdo parcial dessas
alteracdes, indicando possivel efeito modulador sobre a inflamacéo e a hipersensibilidade induzidas
pelo clareamento dental (p=0,008). Esses achados contribuem para melhor compreensdo dos

mecanismos envolvidos na sensibilidade pds-clareamento.

Palavras-Chaves (Descritores DeCS):

clareamento dental; infliximabe; mediadores inflamatdrios; polpa dentéria.



ABSTRACT

Tooth whitening is a highly sought-after aesthetic procedure among patients seeking to improve tooth
color. The whitening effect is achieved through the use of hydrogen peroxide (H20:), which releases
reactive oxygen species (ROS) that diffuse through dental tissues and oxidize complex pigmented
molecules. However, when ROS reach the pulp tissue, they may induce oxidative stress and trigger
an inflammatory response. Pulp damage occurs immediately after the procedure and may be
characterized by tissue injury or necrosis during the first few days. Tumor necrosis factor-alpha (TNF-
a) is one of the main cytokines involved in this inflammatory process. Infliximab is a chimeric
monoclonal anti-TNF-a antibody capable of preventing TNF-o from binding to its cellular receptor.
The aim of this study was to evaluate the influence of infliximab treatment on inflammatory changes
in the dental pulp of rats subjected to tooth whitening with hydrogen peroxide. A total of 72 Wistar
rats were randomly assigned to three groups: a Sham group, which received 0.1 mL/kg of saline
solution and was not subjected to tooth whitening; a negative control group, which received 0.1
mL/kg of 0.9% saline solution and underwent whitening treatment; and a test group, which received
5 mg/kg of infliximab diluted in 0.9% saline solution before the whitening procedure. After 24 h, 48
h, and 7 days, the animals were euthanized, and the maxillae were collected for histological
processing and analysis of the dental pulp. Data were expressed as mean + standard error of the mean
(SEM), submitted to the Shapiro—Wilk normality test, and analyzed using two-way ANOVA or one-
way ANOVA followed by Bonferroni’s post hoc test (p < 0.05; GraphPad Prism 5.0). The results
demonstrated that tooth whitening with hydrogen peroxide promoted inflammatory and vascular
changes in the dental pulp, associated with increased nociception 24 hours after the procedure
(p=0,005). The increase in ectatic vessels, presence of fibrin, and reduction in nociceptive thresholds
suggest the involvement of TNF-a in the pulpal inflammatory response. Treatment with infliximab
partially attenuated these alterations, suggesting a modulatory effect on inflammation and
hypersensitivity induced by tooth whitening (p=0,008). These findings contribute to a better

understanding of the mechanisms involved in post-whitening sensitivity.

Keywords (DeCS):

tooth bleaching; infliximab; inflammation mediators; dental pulp.
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14
1 INTRODUCAO

Atualmente tem havido um aumento significativo na busca por procedimentos estéticos
dentérios, caracterizando em uma demanda crescente de pacientes que tém como objetivo obter um
sorriso esteticamente satisfatorio e harménico. A insatisfacdo com a aparéncia e a coloragdo dos
dentes é bastante relatada por pacientes em consultérios odontoldgicos. Para solucionar tal queixa,
0 clareamento dental se tornou um tratamento amplamente requisitado por apresentar abordagem
conservadora, de baixo custo e capaz de atingir resultados satisfatérios em um curto periodo de
tempo (Silva et al., 2021; Alkahtani et al., 2020). Esse procedimento pode ser realizado de forma
caseira ou em consultdrio sob a supervisdo do cirurgido-dentista.

A combinacdo das duas técnicas € um protocolo bastante utilizado como tratamento
para atingir uma coloracdo dentéria satisfatoria. As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo
responsaveis por promover a aparéncia dentaria mais clara por meio do processo de oxirreducao
das moleculas pigmentadas complexas presentes nas estruturas dentarias (Calheiros et al., 2017).
No entanto, as EROs também irdo agir nos tecidos pulpares, induzindo um estresse oxidativo e
desencadeando um processo inflamatério agudo e ocasionando clinicamente em uma
sintomatologia dolorosa aguda, relatada na literatura como sensibilidade dentinaria (Martini et al.,
2020).

Durante o processo inflamatdrio pos clareamento dental, é evidente a participacédo de
mediadores inflamatdrios, dentre eles, o Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a), uma citocina que
atua no inicio da cascata inflamatoria e que desempenha um importante papel na fase aguda e na
dor inflamatoria. O Infliximabe é um anticorpo monoclonal quimérico humano-murino anti-TNF-a
utilizado em tratamentos imunossupressores (Abdelhamid et al., 2020). A administracdo desse
farmaco altamente especifico pode ajudar na compreensao da influéncia dessa citocina no processo

inflamatdrio mediada por perdxido de hidrogénio apds clareamento dental em ratos.
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2 OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Avaliar a influéncia do tratamento com infliximabe nas alteracBes inflamatorias da

polpa dental de ratas submetidas a clareamento dental com perdxido de hidrogénio.

2.2. Objetivos Especificos

e Auvaliar a influéncia do clareamento dental com per6xido de hidrogénio e do tratamento com

infliximabe em parametros vasculares histomorfométricos da polpa dentaria de ratas.

e Avaliar a influéncia do clareamento dental com perédxido de hidrogénio e do tratamento com

infliximabe no perfil nociceptivo e em aspectos comportamentais de ratas.

e Avaliar a influéncia do clareamento dental com perédxido de hidrogénio e do tratamento com

Infliximabe na variagcdo de peso em ratas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1. Clareamento dentério

O clareamento dental pode ser realizado em consultério odontoldgico ou de forma
caseira. Comumente, a combinacdo de ambas as técnicas € uma medida escolhida por dentistas,
tencionando atingir uma eficacia maior do procedimento. Para a realiza¢do do clareamento, utiliza-
se principalmente o Perdxido de Hidrogénio (H202) e o Peroxido de Carbamida como agentes
clareadores. Normalmente, os agentes clareadores de baixas concentragfes sdo administrados
diariamente por algumas semanas, enquanto o Perdxido de Hidrogénio e o Peréxido de Carbamida
em maiores concentracdes sdo administrados em consultério sob a supervisao de um profissional,
durante um periodo de tempo mais curto (Moreira et al., 2016; Ferreti et al., 2021).

Ao entrar em contato com as estruturas dentarias, as Espécies Reativas de Oxigénio
(EROs) provenientes da degradacdo dos agentes clareadores sdo responsaveis por causar um efeito
clareador. Os radicais livres se difundem através de esmalte e dentina, promovendo a oxidacéo das
moléculas pigmentadas mais complexas, capazes de absorver luz, e sua transformacdo em
moléculas menores que absorvem mais luz. A medida que as moléculas pigmentadas s&o quebradas
e os fragmentos se dispersam, a luz que incide nos dentes é mais bem refletida, resultando em uma
aparéncia dentaria mais clara (Calheiros et al., 2017).

No entanto, ao penetrar a estrutura dentaria, a acdo dos radicais livres ndo se limita
somente ao esmalte e a dentina. Quando em contato com os prolongamentos dos odontoblastos, as
EROs causam dano direto a essas extensdes celular e se difundem rapidamente, atingindo a camara
pulpar, sendo capazes de interagir com a polpa dentéria. Dessa forma, aas EROs se tornam téxicas
para as células do tecido pulpar, dependendo da concentragdo, induzem estresse oxidativo através
de um desequilibrio entre a quantidade de espécies reativas de oxigénio e de antioxidantes
enddgenos e exdgenos, promovem a reducdo da viabilidade das células atingidas, degradacédo da
matriz extracelular, danos a membrana plasmatica e ativacdo de enzimas proteoliticas (De Paula et
al., 2018; Moreira et al., 2016). Outro fato que ocorre durante esse processo, € a liberacdo de
trifosfato de adenosina, neuropeptideos, substancia P33 e prostaglandinas, mediadores
inflamatdrios responsaveis por excitar ou sensibilizar os nociceptores, desencadeando assim,
reacOes inflamatorias e gerando no paciente uma sintomatologia dolorosa aguda, a sensibilidade
dentinaria, condicdo essa que vem a ser um grande fator contribuinte para a desisténcia do

tratamento de clareamento (Martini et al., 2020).
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Como consequéncia clinica mais comum do clareamento de consultorio realizado com
Peroxido de Hidrogénio (H202) em altas concentragdes, é relatada a incidéncia de sensibilidade
dentéria, que pode variar quanto ao grau e ocorréncia. Existe uma variagdo quanto ao risco da
incidéncia da sensibilidade dentéaria apds o clareamento de consultério, sendo relatada em cerca de
67%-87% dos pacientes submetidos ao procedimento. Outro fator que também pode influenciar no
grau de sensibilidade dentaria, sdo as particularidades das estruturas dentais de cada paciente,
quanto mais delgada a espessura de esmalte e dentina, maior serd a possibilidade de
desenvolvimento de uma hipersensibilidade mais intensa e a apresentacdo de danos mais graves nos
tecidos pulpares (Moosavi et al., 2016).

Assim, tém surgido na literatura grandes propostas terapéuticas para atuar na prevencao
e na reducdo da sensibilidade dentéria associada aos procedimentos de clareamento, atuando na
transmiss@o neuronal dos estimulos dolorosos e na resposta inflamatdria pulpar, como a
administracdo de drogas orais, como analgésicos, antiinflamatorios néo esteroides, antioxidantes,
corticoides e opidides (Moosavi et al., 2016; Martini et al., 2020; De Paula et al., 2018; Costa et
al., 2025).

3.2. Inflamacéo da polpa dentaria pés clareamento

As alteracdes inflamatdrias presentes nos tecidos pulpares apds a exposicdo ao H20:
acontecem devido a capacidade das espécies reativas de oxigénio interagirem com a polpa dental,
deste modo, levando ao surgimento de danos (Silva et al., 2022). A lesdo pulpar ocorre
imediatamente apds o procedimento, e pode ser caracterizada por inflamacao ou necrose durante 0s
primeiros dias (Paula et al., 2018). Ha participacdo de algumas citocinas no processo inflamatério
dos tecidos pulpares submetidos ao procedimento de clareamento, sendo estas principalmente, fator
de necrose tumoral alfa (TNF-a) e, por conseguinte, interleucinas como interleucina (IL)-6 e IL-1p
(Benetti et al., 2018; Silva et al., 2022).

Benetti et al., 2018 em um estudo histoldgico observou aumento na imunoexpressao
das citocinas pro-inflamatorias TNF-a, IL-6 e IL-17 no tecido pulpar de ratos Wistar ap0s
clareamento dental. Os animais foram divididos em grupos controle, onde os animais foram
expostos ao gel placebo, e grupo clareamento com H20. a 35%. Enquanto o grupo controle
apresentou tecido pulpar integro e com camadas celulares organizadas, auséncia de inflamagdo na

regido de cornos pulpares e baixa imunoexpresséo para TNF-a, IL-6 e IL-17, 0 grupo submetido ao
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clareamento apresentou &reas de necrose na regido de cornos pulpares e forte imunoexpressdo para
TNF-o e moderada para IL-6 e IL-17 (Benetti et al., 2018).

3.3. Fator de Necrose Tumoral Alfa

O Fator de Necrose Tumoral Alfa (TNF-a) é uma citocina que desempenha um importante
papel no processo inflamatorio. O TNF-a € um mediador inflamat6rio presente no inicio da cascata
de inflamagdo. E uma das primeiras citocinas a serem produzidas na resposta inflamatéria e uma
das mais importantes atuantes nas reacdes de fase aguda. Essa proteina é capaz de induzir a
producdo de outras citocinas, como a IL-6, além de causar vasodilatacdo e aumento da
permeabilidade dos vasos sanguineos. A superexpressdo de TNF-a, quando presente em neur6nios
sensoriais, pode ocasionar em uma sensibilizacdo inflamatoria, possuindo assim, estreita relacao
com o processo de dor neuropética trigeminal, aumentando a possibilidade de comprometimento do
TNF-o na sensibilidade pds clareamento com peroxido de hidrogénio (Benetti et al., 2018; Silva et
al., 2022; Silva et al., 2019).

Além de induzir aumento na permeabilidade vascular na cdmara pulpar e contribuir para
0 aumento de edema, gerando uma pressao intrapulpar acentuada e consequentemente, 0 TNF-a
favorece o processo inflamatorio dos tecidos pulpares, levando a manifestacdo de sintomas clinicos
(Benetti et al., 2018). Outras citocinas como IL-17, IL-1p, IL-23 também podem estar presente em
tecido pulpar inflamado de dentes expostos ao peréxido de hidrogénio podendo desempenhar um

papel critico nos processos inflamatérios. (Silva et al., 2022).

3.4 Infliximabe

Os anticorpos monoclonais sdo imunoglobulinas produzidas para atuar contra um antigeno
especifico, possuindo a capacidade de se ligar ao alvo. Essas proteinas podem agir de diversas
formas. O infliximabe é um anticorpo monoclonal quimérico humano-murino anti-TNF-o utilizado
em tratamentos imunossupressores. Possuem uma constante IgG1 humana e uma por¢éo derivada
de camundongo. Os efeitos adversos dos bloqueadores do TNF-a incluem aumento do risco de
infeccdes, eventos autoimunes e eventos alérgicos. O infliximabe é administrado clinicamente por

via endovenosa, ndo sendo efetiva a sua administracdo via oral, pela capacidade do sistema
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digestivo degradar o farmaco (Abdelhamid et al., 2020; Barbosa et al., 2008; Mascheretti et al.,
2002).

Inicialmente em 1988, o0 uso do infliximabe foi aprovado para o tratamento da doenga
de Crohn, sendo posteriormente aprovado o seu uso em outras indicacbes imunoldgicas, como
artrite reumatoide, artrite psoriatica, psoriase em placas e colite ulcerativa. E caracterizado por
possuir alto peso molecular e baixa lipofilicidade. A molécula é composta por duas cadeias leves e
dois polipeptideos de cadeia pesada ligados entre si por ligaces covalentes (Xie et al., 2013; Eissner
et al., 2000; Frideriki Poutoglidou et al., 2021; Silva et al., 2019).

Os anticorpos monoclonais contra TNF-a. agem por meio da sua capacidade de se ligar
aos receptores de TNF-o, produzindo uma sinalizacdo reversa através do ligante ancorado na
membrana, ele funciona impedindo que o TNF-a se ligue ao seu receptor na celula, podendo induzir
a supressdo da citocina e apoptose celular, ou pela inibicdo da ligacdo a jusante do TNF
transmembrana aos receptores de TNF (Abdelhamid et al., 2020; Xie et al., 2013). Dessa forma, o
uso desse farmaco altamente especifico pode ajudar na compreensdo do papel dessa citocina na
inflamacdo mediada por peréxido de hidrogénio apds clareamento dental em ratos e guiar o

clareamento dentario em pacientes com doencas autoimunes usuarias de tratamentos anti-TNF-a.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Animais, calculo amostral e principios éticos

Este estudo foi iniciado apés aceitagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal
(CEUA) com protocolo 004/24 (ANEXO 1) da Universidade Christus e foi realizado de acordo com
os Principios Eticos para Experimentagio Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Devido as mulheres serem as mais predispostas & dor na regido
oral e maxilofacial (Palmeira et al., 2011), foram utilizadas ratas Wistar (Rattus norvegicus) adultas
(2-3 meses) (Rattus norvegicus) (180-200 g). Os animais foram acondicionados em caixas de
polipropileno alojadas (n = 4 / caixa) sob condicdes de temperatura controlada (20 - 25°C) com
ciclo claro / escuro de 12h / 12h e comida e 4gua estavam disponiveis ad libitum.

Baseado em estudo anterior (Freitas et al., 2022), que mostrou redu¢édo da migracgéo de
neutrofilos em ratos com Ulceras traumaticas orais tratados com Infliximabe (54,3 + 31,3 versus
20,0 £ 6,4 neutrofilos / mg de tecido), foram utilizados oito animais por grupo para rejeitar a

hipdtese nula com um nivel de poténcia de 90% e um nivel de confianca de 95% (teste t de Student).

4.2 Grupos experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais. Um grupo
Sham, cujos animais receberam 0,1 ml / kg de solucdo salina 0,9% por via subcutanea em dose
Unica imediatamente antes do clareamento dentario. Esses animais foram submetidos a anestesia,
barreira gengival, mas ndo foram submetidos a aplicacdo do gel clareador.

Um grupo controle negativo, cujos animais receberam 0,1ml / kg de solucéo salina 0,9%
por via subcutanea em dose Unica imediatamente antes do protocolo experimental. Esses animais
foram submetidos a anestesia, barreira gengival e foram submetidos a aplicacdo do gel clareador.

E um grupo teste cujos animais receberam 0,1ml / kg de solucdo salina 0,9% com 5
mg/kg de Infliximabe (Remicade®) por via subcutanea em dose Unica imediatamente (Freitas et al.,
2022). Esses animais foram submetidos a anestesia, barreira gengival e a aplicacédo do gel clareador.

Cada grupo contou com trés momentos de eutanasia, apds 24h e 48h para analise
histoldgica das polpas dentéarias e 0 grupo eutanasiado apds sete dias foi submetido a analise

comportamental e estudo de nocicepc¢ao.
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4.3 Protocolo experimental

Foi utilizado o protocolo de clareamento dentério proposto por SILVA-COSTA et al.
(2018) que consiste em, inicialmente, anestesiar os animais com xilazina (20 mg/kg) e quetamina
(80 mg/kg). Apos anestesia uma barreira gengival foi aplicada nos molares superiores dos animais
(Figura 1) (FGM Dentscare LTDA, Joinville, SC, Brazil) para aplicacdo do gel clareador de H20-
38% Opalescence Boost (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, USA) nos dentes isolados
(0,02 ml por dente) por 15 minutos bilateralmente (hemiarcadas direita e esquerda). Os animais do
grupo controle negativo também foram anestesiados e submetidos a abertura bucal e barreira
gengival, mas ndo foram submetidos ao gel clareador. Os animais foram acompanhados até o
retorno da anestesia.

ApOs 24h, 48h e 7d os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica de xilazina
(50 mg/kg) e quetamina (150 mg/kg) e foram coletadas as maxilas para fixacdo em formol neutro

10% e processamento histologico.

Figura 1 — Aplicacdo da barreira gengival nos molares superiores.

Fonte: Imagem produzida pela autora do trabalho (2024).

4.4 Estudo de comportamento e ensaio de nocicepgéo

Os eutanasiados apds 7 dias foram usados para estudo comportamental. Os animais
foram acondicionados individualmente em sala escura com luz vermelha em caixa de polipropileno

para armazenamento de camundongos. Apds 5 minutos em quarto escuro, 0s animais foram
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observados por mais 5 minutos (cronometrados) e foram contados o nimero de mordidas e a
quantidade de vezes que arranharam/cogaram as vibrissas. O mesmo protocolo foi repetido
diariamente pelo mesmo pesquisador até a eutanasia. Os animais foram pesados diariamente para
avaliar sua variagdo de massa corporal.

Adicionalmente, durante contagem do numero de mordidas e cogadas, um auxiliar
utilizou a escala de Grimace para classificar o nivel de dor e sofrimento, estabelecendo através de
uma escala os escores de dor e sofrimento dos animais, de 0 (nenhuma dor / sofrimento) a 1 (dor /
sofrimento leve) e 2 (dor / sofrimento acentuado) para aperto orbital, protuberancia do nariz,
protuberancia da bochecha, posicao da orelha e mudanca do bigode para ratos. A soma dos escores
de cada animal (0-10) foi a unidade amostral (Silva et al., 2019).

Apbs andlise de comportamento, foi realizado o ensaio de nocicep¢do, usando
filamentos de fibra de Von Frey de um analgesimetro digital (Bronther®). O analgesimetro digital
utilizado apresenta capacidade do transdutor: 0,1 até 1000 gramas (aprox. 1 mN até 10 N), resolucéo
de 2 mV/V, tempo de reacdo entre 1mseg - 150 mseg, faixa de temperatura: 10-60°C. Um Unico
operador, previamente calibrado, apoiou o animal na palma da mdo até que o animal estivesse
acomodado e condicionado e, em seguida, pressionou-se com o filamento de Von Frey a regido
massetérica do animal. Esse processo foi repetido trés vezes em cada lado do animal (primeiro lado
direito, depois lado esquerdo). O teste mediu, em Newton, a forca que o animal suporta até
desenvolver o mecanismo de escape. Este teste foi realizado trés dias antes do protocolo
experimental para condicionamento do animal, sendo realizado diariamente, até o dia da eutanasia.
A média das triplicatas dos lados direito e esquerdo foi usada como unidade amostral (SILVA et
al., 2020).

4.5. Processamento histologico e analise das polpas dentarias

Apos a fixacdo as maxilas foeam descalcificadas em acido etileno diamino-tetraacético
(EDTA) 10% ph 7,4 por 30-60 dias e foram desidratadas usando em série alcodlica graduada,
diafanizados com xilol e impregnados com parafina. As amostras foram colocadas em moldes a
temperatura ambiente e cortadas em secdes de 3pm de espessura, coradas com hematoxilina e eosina
(HE).

As polpas dentérias de todos os dentes foram escaneadas por um scanner de laminas
Motic e as imagens foram exportadas para o software Qupath no qual foram mensurados a area total

da polpa dentaria em um aumento de 5x, e, em um aumento de 400X, a area de cada vaso sanguineo
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(um2) para calcular o nimero de vasos sanguineos na polpa dentéria (n), a area média de cada vaso
sanguineo (Lm?2) e a porcentagem de polpa dentaria preenchida por vasos sanguineos (%). Os vasos
ainda foram categorizados em sem altera¢des histolégicas ou com ectasia ou com fibrina no interior
para calculo da porcentagem de vasos sanguineos ectasicos presentes na polpa dentaria (%) e a
porcentagem de vasos sanguineos que exibiram fibrina em seu interior (%) (WEIDNER et al.,
1991).

4.6 Analise estatistica

Os dados foram expressos em média e erro padrdo da média, submetidos ao teste de
normalidade Shapiro-Wilk e analisados pelo teste ANOVA-2-way para medidas repetidas (estudo
comportamental) e ANOVA-1-way para medigdes independentes (analise histoldgica), seguido

pelo-pds teste de Bonferroni (p <0,05, Graph Pad Prism 5,0).



5 RESULTADOS

5.1 Anélise de comportamento e nocicepg¢ao
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Apds 24h da realizagdo do clareamento dental, foi possivel observados que os animais

tratados com solucdo salina apresentaram uma reducéo significativa na nocicepc¢ao em relagéo ao

grupo sham. Os animais tratados com infliximabe apresentaram retorno dos valores aos parametros

de normalidade (p=0,005). Nos demais dias analisados, ndo houve diferenca significativa na

nocicepc¢éo entre os trés grupos de estudo (Tabela 1).

Tabela 1 Analise de comportamento e nocicep¢do de animais submetidos a modelo experimental de clareamento dental

com peroxido de hidrogénio e tratamento com infliximabe.

Tempo (Dias) p-

1 2 3 4 5 6 7 Valor
Von Frey (N)
Sham 122.6745.51 120.8748.45 126.44+13.60 105.08+6.04 116.50+8.17 127.92+11.25 153.51+13.51 0,005
DB+Saline  83.66+8.86* 143.10+10.02 151.21+10.81 118.71+5.59 132.88+11.44 147.04+18.61 176.45+22.33
DB+Inf 129.86+9.38 108.64+3.14 152.78+8.67 119.67+4.95 131.28+3.94 142.90+5.83 171.48+7.00
Peso (%0)
Sham 102.92+0.70 100.80+0.53 101.06+0.77 103.06+£0.67 102.56+0.50 102.06+0.66 106.25+0.58 0,011
DB+Saline  98.59+0.76* 98.58+1.22* 98.04+1.63* 100.79+0.98 101.46+0.94 102.12+1.01 105.04+0.94
DB+Inf 100.27+0.27 102.13+1.67 100.21+0.88 100.56+0.69 101.26+0.60 102.11+0.57 108.32+1.96
Mordidas (n)
Sham 59.00+£31.02 26.50+17.31 37.25+21.15 54.504+28.34 95.75+33.94 116.13+42.39 108.88+34.37 0,160
DB+Saline  65.13+30.74 54.13+31.99 64.13+31.69 52.88+33.30 35.13%£15.77 17.00+10.74 13.50+8.58
DB+Inf 57.88+26.17 61.88+25.91 23.50+14.55 62.50+35.38 66.25+25.03 69.75+44.61 55.75+35.68
Cocadas (n)
Sham 20.88+10.36 16.00+7.39  11.63+9.96 27.63+7.29 23.13+6.67 18.00+10.42 14.3848.32 0,974
DB+Saline 21.38+8.80  15.25+6.69 14.63+11.27 12.25+7.64 20.00+4.86  27.00+6.55  21.6315.24
DB+Inf 1600+8.38 18.88+9.40  16.13+8.76 31.38+18.55 28.13+10.86 24.50+9.64  19.63+7.67

*p<0,05 versus demais grupos no mesmo dia, teste ANOVA-2-way para medidas repetidas (mediaxtEPM).

Em relacdo a massa corpérea, foi possivel observar que nos dias um a tres apds o

clareamento dental, o grupo tratado com clareamento e solugéo salina apresentou reducéo do ganho

médio de massa corpdrea comparado ao grupo sham. Os animais tratados com infliximabe
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apresentaram aumento significativo deste parametro em relagdo ao grupo salina nesses trés dias.
Nos demais dias ndo houveram variagdes significativas entre os grupos (p=0,0011) (Tabela 1).
Quanto ao numero de mordidas (p=0,160) e o0 nimero de cogadas (p=0,974), 0s grupos
estudados ndo apresentaram diferencas significativas em nenhum dos dias avaliados (Tabela
1). Quanto a analise do nivel de dor e sofrimento utilizando a escala de Grimace, nenhum dos

animais apresentou escores de Grimace superiores a 0 em nenhum dos dias avaliados.

5.2 Area total da polpa dentaria

Quanto a analise da area total da polpa dentéaria, ndo houve diferenga estatisticamente
significante nesse parametro nos grupos de animais submetidos a clareamento tratados ou ndo com

Inflliximabe apds 24h (p=0,582) e 48h (p=0,219) da realizacdo do clareamento dental (Figura 2).
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Figura 2: Influéncia do tratamento com infliximabe na histomorfometria da area total da polpa dentaria de animais
submetidos a modelo experimental de clareamento dental com peréxido de hidrogénio. *p<0,05 vs Sham; Tp<0,05 vs.
Saline; ANOVA-2-way/bonferroni (médiaxtEPM).

5.3 Area média de vasos sanguineos

Em relacdo a analise da area média dos vasos, pode-se perceber que ap6s 24h da
realizacdo do clareamento dentério, o grupo salina (549,30£53,04 um?) e infliximabe (547,20+56,32
pum2) apresentaram um aumento na area média dos vasos sanguineos quando comparados ao grupo
sham (547,2456,32 um?) (p=0,0018).
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24h

Figura 3: Perfil histolégico da total da polpa dentaria de animais submetidos a modelo experimental de clareamento
dental com peroéxido de hidrogénio. HE = hematoxilina eosina; 400x. Barra = 20 um.

Apos 48h (p=0,014) os animais tratados com salina (519,0+72,62 um?2) permaneceram
apresentando um aumento da area média dos vasos comparado ao grupo sham (394,60+25,98 um2)

enquanto que o grupo tratado com infliximabe reduziu significativamente esse parametro
(363,2£71,43 um?) (p=0,014) (Figura 3).
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Figura 4: Influéncia do tratamento com infliximabe na histomorfometria dos vasos sanguineos da polpa dentéaria de
animais submetidos a modelo experimental de clareamento dental com peréxido de hidrogénio.
*p<0,05 vs Sham; p<0,05 vs. Saline; ANOVA-2-way/bonferroni (médiatEPM).

5.4 Percentual da &rea da polpa preenchida por vasos sanguineos
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Em relagdo ao percentual da &rea polpa preenchida por vasos sanguineos, apds 24h da
realizacdo do clareamento dental, o grupo salina (21,59+3,10%) apresentou um aumento
significativo do percentual da area de polpa preenchida por vasos sanguineos em comparagdo ao
grupo Sham (10,27+1,07%) (p=0,003) e ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos salina e infliximabe (16,78+2,63%). Ap0Os 48h, os animais submetidos ao clareamento e
tratados com solucdo salina (21,62+3,07%) apresentaram um aumento médio do parametro
estudado em comparacdo ao grupo sham (12,80+0,97%) e o tratamento com infliximabe
(11,03£2,45%) reverteu significativamente esse parametro (p=0,008) (Figura 4) .
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Figura 4: Influéncia do tratamento com infliximabe na histomorfometria do percentual da &rea polpa preenchida por
vasos sanguineos de animais submetidos a modelo experimental de clareamento dental com perdxido de hidrogénio.

*p<0,05 vs Sham; p<0,05 vs. Saline; ANOVA-2-way/bonferroni (médiatEPM).

5.5 Percentual de vasos ectasicos presentes na polpa dentaria

Quanto a analise do percentual de vasos ectasicos presentes na polpa dentéria dos
animais apos o clareamento dental, pode-se observar que apos 24h houve um aumento significativo
do percentual médio de vasos ectasicos do grupo submetido ao clareamento e tratado com solucéo
salina (34,99+2,33%) comparado com o grupo sham (16,26+2,04%) e o grupo tratado com

infliximabe (23,76+2,01%) reduziu parcial e significativamente esses valores (p<0,001).



55+
50+
454
404
354
304
25+
20+
154
104

5-

Ectasic blood vessels (%)

28

[] sham

[T] DB + Saline

I DB + Infliximab
*

] 1
24h 48h

Figura 5: Influéncia do tratamento com infliximabe na histomorfometria do percentual de vasos ectasicos presentes na

polpa dentaria de animais submetidos a modelo experimental de clareamento dental com perdxido de hidrogénio.
*p<0,05 vs Sham; Tp<0,05 vs. Saline; ANOVA-2-way/bonferroni (médiaxtEPM).

Apos 48h ambos o0s grupos apresentaram reducdo desse parametro, mas ainda assim,

tanto o grupo tratado com salina (28,06+2,15%) quanto o grupo tratado com infliximabe

(24,78+2,93%) apresentaram valores médios mais altos que o grupo sham (20,14+1,48%) (p=0,007)

(Figura 5).

5.6 Percentual de vasos com fibrina presentes na polpa dentéria

Por fim, quanto a analise do percentual de vasos exibindo fibrina em seu interior presentes

na polpa dentaria dos animais ap0s o clareamento dental, ndo foi observado diferenca

significativamente estatistica apos 24h (p=0,082).
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Figura 6: Influéncia do tratamento com infliximabe na histomorfometria do percentual de vasos com fibrina presentes
na polpa dentéria de animais submetidos a modelo experimental de clareamento dental com perdxido de hidrogénio.
*p<0,05 vs Sham; p<0,05 vs. Saline; ANOVA-2-way/bonferroni (médiatEPM).

Apo6s 48h do clareamento dental tanto o grupo tratado com clareamento (16,88+1,57%) tanto
0 grupo tratado com infliximabe (15,19+1,55%) mantiveram valores significativamente mais altos
quando comparado ao grupo sham (11,82+1,07%) (p=0,002) (Figura 6).
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6 DISCUSSAO

Apbs o clareamento dental com H202, foi possivel observar que a presenca de
importantes alteraces vasculares e inflamatdrias na polpa dentéaria é dependente da expressao de
TNF-a visto que o tratamento com o anti-TNF-a infliximabe reverteu total ou parcialmente esse
processo. Estudos prévios descrevem que a sensibilidade dentéria apés o clareamento dental é
fortemente relacionada com difusdo dos agentes clareadores pelas estruturas dentéarias e dano
promovido pelas EROs. Apesar da distancia da dentina para a camara pulpar, essas moléculas sao
capazes de promover um estresse oxidativo e desencadear um processo inflamatério (SOARES et
al., 2022).

As EROs desempenham um papel importante na fase inicial da inflamacdo apds o
clareamento dental. Isso ocorre pela sua capacidade de interagir com as células pulares e promover
danos (LLENA et al., 2018). Gallinari et al. (2019) descrevem em seu estudo que os danos celulares
na polpa dentaria podem estimular a liberagdo de mediadores com prostaglandinas, histamina e
bradicinina, que causam um aumento na permeabilidade vascular e vasodilatacéo.

Benetti et al., 2018 em um estudo histolégico prévio, descreveu que protocolos de
clareamento com agentes clareadores em altas concentracdes, como a utilizacdo de H20, a 35%,
induzem inflamacdo moderada a severa, areas de necrose e aumento da liberacdo de mediadores
pro-inflamatorios na polpa dentéria de ratos submetidos a clareamento dental (Benetti et al., 2018).
Dentre os parametros analisados foi observado um aumento na area média dos vasos sanguineos,
aumento da porcentagem de vasos sanguineos, aumento de vasos ectasicos presentes na polpa e
vasos contendo fibrina em seu interior, principalmente nos grupos submetidos ao clareamento e
tratados com solucéo salina.

A vasodilatacdo € um dos sinais da presenca de inflamacdo aguda, ocorre com o
aumento do fluxo sanguineo em direcdo ao sitio afetado, como resposta a agressdo sofrida
(ZUBAIR; BURNS, 2024). Interessantemente, o bloqueio do TNF-a foi capaz de atenuar
parcialmente as alteracGes vasculares da polpa. Em um estudo desenvolvido utilizando um modelo
experimental com ratos Wistar, onde os animais foram submetidos a realiza¢ao do clareamento com
H>02 a 35%, foi observado aumento na imunoexpressdo de TNF-a , no tecido pulpar quando
comparado ao grupo controle tratado com solucdo salina (CINTRA et al., 2018). Esses achados
corroboram 0s nossos resultados, onde evidenciamos o seu papel importante na inflamacdo apds
clareamento dental e que o seu bloqueio é responsavel por reverter parcialmente a resposta

inflamatéria vascular da polpa nas primeiras 48h pds clareamento.
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A ectasia vascular esté relacionada a liberacdo de mediadores inflamatérios induzidos
pelo estresse oxidativo, como prostaglandinas, éxido nitrico e citocinas pré-inflamatérias, os quais
contribuem para a vasodilatacdo e aumento da permeabilidade vascular (LLENA et al., 2018). O
TNF-a possui papel essencial nesse processo, promovendo ativagdo endotelial e aumento da
permeabilidade vascular (BRIZENO et al., 2016) e FREITAS et al., 2020 descreveu que o bloqueio
do TNF-o com infliximabe reduziu o extravasamento de proteinas e o edema em modelo
inflamatorio.

Quanto ao aumento da porcentagem de vasos exibindo fibrina em seu interior, foi
observada principalmente ap6s 48h do clareamento, sugerindo uma maior permeabilidade vascular
e extravasamento plasmatico provenientes da inflamagdo aguda. LUYENDYK et al. (2018)
afirmam que a fibrina desempenha uma funcdo importante na conducéo de vias inflamatdrias agudas
e reparadoras que afetam o espectro de lesdo tecidual, remodelacéo e reparo. A deposicdo de fibrina
estd ligada ao dano endotelial e a ativacdo da cascata de inflamacdo, sendo considerada um
importante marcador de exsudagdo vascular. A fibrina e os produtos das plaquetas e das células
inflamatdrias modulam a resposta angiogénica das células endoteliais e contribuem para o reparo
tecidual (HINSBERGH, 2011).

O fato de o infliximabe néo ter reduzido significativamente esses parametros no presente
estudo, sugere que o TNF-a estd envolvidos no aumento da permeabilidade vascular apos o
clareamento dental. O infliximabe € um anticorpo monoclonal que inibe a atividade do TNF-a, atua
reduzindo eventos inflamatérios que dependem dessa citocina, como ativacdo endotelial,
extravasamento plasmatico e recrutamento leucocitario (GERTEL et al., 2024).

A sensibilidade dental ap6s o clareamento esta relacionada a difusdo do perdxido de
hidrogénio através das estruturas dentarias, promovendo inflamacdo pulpar, liberacdo de
mediadores inflamatdrios e sensibilizacdo de terminacfes nervosas pulpares. (Martini et al., 2020).

Quanto aos achados desta analise acerca da dor e nocicepcao, verifica-se que 0s animais
tratados com solucdo salina apresentaram uma reducdo na nocicepcdo 24h apés a realizacdo do
clareamento, revelado através do teste utilizando filamentos de fibra de Von Frey do analgesimetro
digital. O tratamento com infliximabe foi capaz reverter esse parametro, apresentando resultados
semelhantes ao do grupo sham, por meio do bloqueio seletivo do TNF-o, promovendo uma
modulacdo da resposta inflamatdria e com isso, reduzindo dor e desconforto.

Hall et al. (2016) desenvolveram um estudo utilizando um modelo experimental com
camundongos, onde foi induzida uma superexpressdo de TNF-a e a sua relacdo dor inflamatoria,

resultando em um quadro subsequente de pulpite. Os animais foram submetidos a um ensaio de
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nocicepcao induzida por inflamag&o, onde 0os mesmos apresentam disfuncdo mastigatdria indicativa
de dor orofacial, achados que corroboram com o presente estudo.

Coelho et al. (2014) avaliaram em seu estudo o papel do TNF-a na hiperalgesia térmica
e mecanica orofacial induzida por um estimulo inflamatério em um modelo de dor neuropética na
regido orofacial e administrando um farmaco inibe a agdo do TNF-a, onde observaram uma reducdo
na hiperalgesia térmica e mecanica inflamatéria nos animais que receberam o tratamento. Entéo,
esses achados sugerem que 0 TNF-a desempenha um papel importante na hiperalgesia induzida por
inflamacéo na regido orofacial (COELHO et al., 2014).

alterac6es inflamatdrias e nociceptivas podem influenciar o comportamento alimentar e
0 metabolismo dos animais experimentais. Abdelhamid et al. (2020) em seu estudo gue teve como
objetivo investigar o efeito do infliximabe na sindrome metabdlica induzida por frutose em ratos.
O TNF-a mostrou importante participacdo em respostas sistémicas inflamatorias associadas a
alteracdes fisiologicas e comportamentais (Abdelhamid et al., 2020; Silva et al., 2020).

Logo, levando em consideracao as restricdes metodologicas aos modelos experimentais
in vivo, onde os resultados ndo podem ser extrapolados para modelos humanos, os resultados do
presente estudo indicam que a intervencdo com infliximabe modula a resposta inflamatdria da polpa
dentaria, atenuando as alteracdes vasculo-inflamatdrias e nociceptivas induzidas pelo clareamento
dental. Recentemente Pinto et al. (2024) demonstrou que o bloqueio da 6xido-nitrico sintase
induzida também é capaz de reverter esse processo. O bloqueio dessa enzima parece contribuir mais
fortemente com o controle da nocicepcdo que o controle do TNF-a, visto que ela é ativada
diretamente pelo dano causado pelas EROs enquanto o TNF-a precisa ser sintetizado. No entanto,
INOS e TNF-o sdo proteinas sinérgicas e fazem parte da inflamacdo aguda, ressaltando a
importancia desse processo na hiperalgesia provocada pelo clareamento dentario usando peréxido

de hidrogénio em molares de ratas.
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7 CONCLUSAO

A administracdo de peroxido de hidrogénio em altas concentracBes para realizacdo do
clareamento dental desencadeia um processo inflamatorio na polpa dentéria, promovendo alteragdes
vasculares, inflamatdrias e nociceptivas importantes e 0 TNF-a € crucial nesse processo. O bloqueio
mediado pelo infliximabe reverteu total ou parcialmente esse processo sugerindo forte participacao
dessa citocina na dor e inflamacao pulpar associada ao clareamento dentéario. Dessa forma, acredita-
se que tratamentos que modulem o TNF-a possam ser importantes no controle da hipersensibilidade
dentéria pds clareamento, bem como é provavel que pacientes em uso de terapias anti-TNF-a sofram

menos de dor e sensibilidade, fazendo do clareamento dentario seguro para esse grupo de pacientes.
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CEUA INSTITUTO PARA DESENVOLVIMENTO DA EDUCACAO LTDA IPADE
CENTRO UNIVERSITARIO CHRISTUS

Unichristus

Centro Universitirio Christus

Of. No. 004/24
Protocolo da CEUA: 004/24
Pesquisador Responsavel: PAULO GOBERLANIO DE BARROS SILVA

Titulo do Projeto: INFLUENCIA DO TRATAMENTO COM INFLIXIMABE NAS ALTERAGOES
INFLAMATORIAS DA POLPA DENTAL DE RATAS SUBMETIDAS A CLAREAMENTO DENTAL
COM PEROXIDO DE HIDROGENIO.

Levamos ao conhecimento de V. Sa que a Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto
para Desenvolvimento da Educagdo LTDA - IPADE considerou APROVADO o projeto
supracitado na reuniao do dia 29 (vinte e nove) de fevereiro de 2024.

Descrigao do animal utilizado:

Numero 72

Espécie: Ratas Fémeas Wistar
Pt Amostral:

Relatorios parciais e finais devem ser apresentados ao CEUA/Instituto para Desenvolvimento da
Educacao LTDA - IPADE ao término do estudo, periodo maximo 29/02/2025.

Fortaleza, 29 de fevereiro de 2024.

Qlpo

Olga Vale Oliveira Machado
Coordenadora
CEUA/Instituto para Desenvolvimento da Educagao LTDA - IPADE
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