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Troncoso SAM. Efeito do volume de gel clareador na alteração cromática, penetração trans-

amelodentinária de H2O2 e no estresse oxidativo no tecido pulpar [dissertação]. Araçatuba: 

Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual Paulista; 2021. 

RESUMO 

Objetivo: Avaliar a influência do volume de gel clareador na alteração cromática (ΔE e ΔWid), 

difusão do peróxido de hidrogênio (PH), resposta inflamatória e estresse oxidativo pulpar. 

Materiais e métodos: In vitro - 60 dentes bovinos divididos em 4 grupos, de acordo com o 

volume de gel (n = 15): SG - sem gel; V30 - 30 μL de PH 35%; V60 - 60 μL; V120 - 120 μL. 

A análise da difusão de PH foi realizada na 1ª sessão (T1) e as análises de alteração cromática 

foram realizadas após T1, 2ª (T2), 3ª (T3) sessões e 15 dias (T4) após o tratamento. Os dados 

foram submetidos à ANOVA e Teste de Tukey (α < 0,05). In vivo - 20 ratos foram distribuidos 

em 4 grupos (n = 10), de acordo com o volume de gel: Controle – sem tratamento; V2 - 2μL de 

PH 17,5%; V4 - 4μL e V8 - 8μL. Após 24 horas, os animais foram eutanasiados e as maxilas 

processadas para avaliação histológica e imunoistoquímica (óxido nítrico). Os dados foram 

submetidos aos testes de Wilcoxon e Mann-Whitney (α < 0,05). Resultados: Observou-se que 

ΔE e Wid não foram influenciados pelo volume. A difusão de PH, a resposta inflamatória e o 

estresse oxidativo foram proporcionais ao volume. Conclusão: A eficácia clareadora não é 

proporcional ao volume enquanto os danos oxidativos são. Relevância clínica: Um menor 

volume de gel é mais seguro para o tratamento além de ter a mesma eficácia clareadora de 

volumes maiores. 

Palavras-chave: Clareamento dental. Estresse oxidativo. Óxido nítrico. Posologia. Peróxido 

de hidrogênio. 

  



 

 

Troncoso SAM. Effect of bleaching gel volume on chromatic alteration, transenamel and 

transdentinal penetration of H2O2 and oxidative stress on pulp tissue [dissertation]. Araçatuba: 

UNESP - São Paulo State University; 2021. 

ABSTRACT 

Objective: Evaluate the influence of whitening gel volume on color change (ΔE), whitening 

index (ΔWid) and hydrogen peroxide diffusion (PH), inflammatory response and pulp oxidative 

stress. Materials and methods: In vitro - 60 bovine teeth divided into 4 groups, according to gel 

volume (n = 15): SG - no treatment; V30 - 30 µL of 35% HP; V60 - 60 µL; V120 - 120 µL. 

The HP diffusion analysis was performed in the 1st session (T1) and the chromatic change 

analyzes were performed after T1, 2nd (T2), 3rd (T3) sessions and 15 days (T4) after treatment. 

Data were submitted to ANOVA and Tukey Test (α < 0.05). In vivo - 20 rats were distributed 

into 4 groups (n = 10), according to gel volume: Control – no treatment; V2 - 2μL of 17.5% 

HP; V4 - 4μL and V8 - 8μL. After 24 hours, the animals were euthanized and the jaws processed 

for histological and immunohistochemical (nitric oxide) evaluation. Data were submitted to 

Wilcoxon and Mann-Whitney tests (α < 0.05). Results: It was observed that ΔE and Wid were 

not influenced by volume. PH diffusion, inflammatory response and oxidative stress were 

proportional to volume. Conclusion: Bleaching efficacy is not proportional to volume while 

oxidative damage is. Clinical relevance: A smaller volume of gel is safer for treatment and has 

the same bleaching efficacy as larger volumes. 

Keywords: Tooth bleaching. Oxidative stress. Nitric oxide. Dosage. Hydrogen peroxide. 
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1 INTRODUÇÃO* 

Apesar do clareamento dental ser realizado há mais de cem anos [1], as técnicas 

clareadoras foram impulsionadas após a proposta do tratamento caseiro, em 1989 [2]. Este 

período coincide cronologicamente com a valorização da estética facial, que tem como um dos 

elementos centrais a presença de dentes alinhados, com formas harmônicas e claros. A partir de 

então, várias técnicas e produtos foram desenvolvidos com o intuito de potencializar os 

resultados clareadores, principalmente empregando-se produtos altamente concentrados, 

indicados nas técnicas de consultório (in-office) [1]. No entanto, esta técnica gera 

questionamentos, especialmente com relação à demasiada ocorrência de sensibilidade dentária 

pós-operatória e às alterações pulpares [10-12]. 

O clareamento dental é um procedimento que altera as propriedades ópticas dos tecidos 

dentários, tais como a cor, translucidez e a fluorescência [13]. Sabe-se que em decorrência de 

seu baixo peso molecular, as espécies reativas de oxigênio (EROs) formadas a partir do 

peróxido de hidrogênio (PH) dos produtos clareadores, difundem-se através do esmalte e 

dentina e oxidam os agentes cromóforos, o que resulta em dentes com tonalidades mais claras 

[1, 3, 4, 14-16]. 

Todavia, estudos demonstram que durante este processo, parte destas EROs alcançam 

o complexo dentino-pulpar [16, 17], suscitando efeitos adversos que vão desde processo 

inflamatório leve no tecido pulpar até necrose tecidual [18-22]. É possível que a grande 

ocorrência de sensibilidade trans ou pós-operatória em pacientes submetidos ao clareamento 

in-office esteja relacionada a este fenômeno [21, 23].                                                                                        

O estresse oxidativo no tecido pulpar pode estimular a síntese e a liberação de 

mediadores bioquímicos [18, 24], como o óxido nítrico (NO, do inglês nitric oxide), principal 

mediador citotóxico de células imunes efetoras, que é produzido a partir da L-arginina, por uma 

reação mediada pela enzima NO-sintase constitutiva e induzível, constituindo a mais 

importante molécula reguladora do sistema imune [25]. Assim, uma forma indireta de se avaliar 

o estresse oxidativo seria através da imunomarcação para NO, oportunizando a correlação entre 

o nível de estresse oxidativo com a quantidade de PH difundida [26]. 

                                                             
* Formatado de acordo com as normas da Clinical Oral Investigations 

https://www.springer.com/journal/784/submission-guidelines 

 

https://www.springer.com/journal/784/submission-guidelines
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Estudos prévios mostraram que o número de sessões clareadoras influencia nas 

alterações do tecido pulpar em dentes de ratos, onde o aumento do número de sessões resultou 

em aumento na extensão e a intensidade das alterações pulpares [22]. Da mesma forma, o 

aumento do tempo de permanência do gel clareador e de sua concentração também intensificou 

os danos pulpares.  Assim, é possível que o volume de gel disponibilizado também influencia 

no dano ao tecido pulpar, o que ainda não foi avaliado. 

Não obstante, embora o clareamento seja um tratamento dose-dependente, não existem 

investigações científicas específicas ou indicações precisas em bulas com relação à 

dose/volume de produto a ser aplicado sobre a estrutura dentária. É necessário conhecer o efeito 

do volume de gel clareador no sucesso do tratamento, uma vez que a possibilidade de manter a 

eficácia, utilizando posologias mais amenas poderia representar avanços consideráveis na 

resposta biológica a este procedimento. 

Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar a influência do volume de gel clareador 

na eficácia clareadora ao longo do tempo, na penetração trans-amelodentinária de PH e na 

resposta inflamatória e celular específica ao estresse oxidativo no tecido pulpar após o 

tratamento clareador, tendo como hipóteses nulas que (1) o volume de gel clareador não 

influenciaria na alteração cromática e na eficácia clareadora; (2) o volume de gel clareador não 

influenciaria na penetração trans-amelodentinária de PH; (3) o volume do gel clareador não 

influenciaria na resposta inflamatória no tecido pulpar e (4) o volume do gel clareador não 

influenciaria na resposta celular específica ao estresse oxidativo no tecido pulpar. 
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2 MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1 Delineamento experimental – In Vitro 

O projeto apresentou dois fatores em estudo:   

Volume do gel clareador, em 4 níveis: 

a. Ausência de gel; 

b. 30 μL; 

c. 60 μL; 

d. 120 μL. 

 

Tempos de análise em 4 níveis, considerando a alteração em relação ao T0 (Delta): 

a. T1- após a primeira sessão clareadora; 

b. T2- após a segunda sessão clareadora; 

c. T3- após a terceira sessão clareadora; 

d. T4- 15 dias após a finalização do tratamento. 

 

Variáveis de Resposta: 

a. Alteração cromática; 

b. Penetração trans-amelodentinária. 

 

Obtenção e seleção das amostras  

O projeto foi submetido à Comissão de Ética em Pesquisa Animal da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba (Unesp) (Processo ARAC/FO 547/2019 Vol.1) e as intervenções só 

foram realizadas após a sua aprovação. Inicialmente, foram obtidos 120 incisivos bovinos 

permanentes oriundos de animais com idade entre 24 e 30 meses. Após a extração, os dentes 

foram limpos mecanicamente utilizando curetas periodontais e submetidos à profilaxia com 

pedra pomes e água. Aqueles que apresentaram alterações morfológicas na coroa e trincas no 
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esmalte manchas ou desgastes excessivos das incisais não foram selecionados. Para evitar a 

proliferação bacteriana foram armazenados em solução salina fisiológica, contendo timol a 

0,1% e mantidos em refrigerador em temperatura aproximada a 4°C, até o início da fase 

experimental [10]. 

Os dentes tiveram as raízes separadas das coroas na junção amelo-cementária e, 

posteriormente, as coroas foram fixadas à plataforma de uma furadeira de bancada (FGC-16, 

Ferrari, São Paulo, SP, Brasil). Com auxílio de uma ponta diamantada para corte de vidro de 8 

mm de diâmetro (Dinser Diamond Tools Ltda, Sacomã, SP, Brasil), sob constante irrigação, 

foram obtidos discos de esmalte/dentina com 5,7 mm de diâmetro [10].  

Os discos tiveram a superfície dentinária regularizada por meio de movimentos 

giratórios manuais sobre lixas de óxido de alumínio de granulação 600 (T469-SF-Noton, Saint-

Gobam Abrasives Ltda, Jundiai, SP, Brasil), até apresentarem a espessura de 3,7 mm (1,3 mm 

de esmalte e 2,4 mm de dentina, ±0,2 mm), aferidos em paquímetro digital (500-144B, 

Mitutoyo Sul América Ltda, SP, Brasil). Para remoção da smear layer foi aplicada solução de 

EDTA 0.5M, pH 7,2 por 30 segundos, sobre a superfície de dentina, seguido de rinsagem com 

água deionizada [10].  

Os fragmentos foram posicionados sobre uma matriz de silicone preta, contendo 

perfurações com 5,7 mm de diâmetro e 3,7 mm de espessura (similar ao espécime), o que 

possibilitou o encaixe das amostras [10]. Os discos dentários foram então submetidos à leitura 

do valor de E* em espectrofotômetro de reflexão ultravioleta visível (UV-2450, Shimadzu, 

Kyoto, Japão), que utiliza o sistema de cores Cielab, sendo constituído pelos eixos que definem 

a cor: L*, a* e b*. A coordenada L* (luminosidade) refere-se à variação entre o branco 

(L*=100) e o preto (L*=0); a coordenada a* varia de -90 a +70 e refere-se à escala de verde a 

vermelho, com valores negativos para as cores esverdeadas e positivo para as cores 

avermelhadas; e a coordenada b* varia de -80 a +100 e refere-se à escala de azul a amarelo, 

com valores negativos para as cores azuladas e positivo para as cores amareladas [35]. 

O valor inicial E* foi calculado através da fórmula:  

E = [(L)² + (a)² + (b)²]½ 

Uma vez obtidos os valores, foram selecionados os 60 blocos dentários que 

apresentaram valores mais baixos da amostragem, com tolerância de 5% (média = 66,73 e 

desvio padrão = 0,10).  
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Produto clareador  

O gel clareador de escolha foi o Whiteness HP Maxx (FGM, Produtos Odontológicos, 

Joinville, SC, Brasil) à base de PH a 35%. O produto é apresentado em dois frascos, sendo um 

contendo o PH e o outro, o agente espessante. Ambas substâncias foram misturadas na 

proporção de 3:1 e manipuladas segundo as instruções do fabricante para obter o gel [24]. 

 

Distribuição dos grupos experimentais 

Os espécimes foram aleatoriamente divididos em 4 grupos experimentais (n=15), de 

acordo com o volume de gel clareador a ser utilizado, conforme descrito a seguir e ilustrado na 

Figura 1. 

 

 

Figura 1 Representação da distribuição dos grupos experimentais de acordo com o volume de 

gel clareador e tempos de análise 
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Grupo Sem Gel (SG; controle) – Os espécimes não receberam gel clareador durante 

toda a fase experimental. 

Grupo Volume 30 (V30) ‒ Os espécimes receberam 30µL do PH a 35%. O gel 

manipulado foi inserido em uma pipeta própria para líquidos viscosos (Microman E M100E, 

Gilson, Inc, Middleton, Wisconsin, USA), que permitiu a dosagem precisa do produto. O 

gel foi aplicado sobre todo o esmalte do bloco de dente bovino, e permaneceu em contato 

por 45 minutos, em única aplicação [36]. Após, o gel foi removido com sugadores e papel 

absorvente e os espécimes foram lavados em água corrente. O procedimento foi repetido 

por mais 2 vezes, com intervalo de uma semana entre as sessões.  

Grupo V60  ̶  Os espécimes receberam aplicações de 60µL do produto clareador. A 

manipulação do gel, a forma e o tempo de aplicação, assim como o número de sessões, 

foram os mesmos descritos no Grupo V30. 

Grupo V120 ‒ Todos os espécimes receberam aplicações de 120µL, como descrito 

anteriormente. 

Os espécimes permaneceram armazenados em câmaras umidificadoras no intervalo 

entre as sessões até a última análise de alteração cromática e eficácia clareadora. 

 

Avaliação da alteração cromática  

A análise da alteração cromática foi realizada 24 horas após o término de cada sessão 

clareadora, nos tempos T1, T2, T3 e T4 em espectrofotômetro de reflexão ultravioleta visível. 

O cálculo do ∆E foi realizado pelo sistema CIELAB*, através da fórmula: ∆E = [(∆L)² + (∆a)² 

+ (∆b)²]1/2. 

 

Índice de clareamento 

A análise de alteração cromática foi complementada pelo índice de clareamento baseado 

também nos eixos avaliados no sistema CIELAB*, possibilitando evidenciar especificamente 

o efeito clareador do tratamento. Os valores positivos resultantes do índice WID indicam maior 

efeito clareador e os valores baixos e/ou negativos indicam menor efeito clareador, tratando-se 

de uma formulação linear simples obtida através da seguinte fórmula: WID = (0,511 x L*) – 

(2,324 x a*) – (1,100 x b*) [37]. 
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Penetração trans-amelodentinária de PH 

Preparo da Câmara pulpar artificial (CPA) 

A análise da difusão trans-amelodentinária de PH foi realizada somente na primeira 

sessão clareadora. Para tanto, as amostras foram posicionadas em câmaras pulpares artificiais 

(CPAs), sendo adaptadas em seu compartimento superior entre 2 anéis de silicone, que 

mantiveram os discos fixados às CPAs [38]. Cada CPA apresenta 2 compartimentos: o da 

porção superior, apresenta uma abertura de 8 mm de diâmetro, e outra abaixo com 6 mm de 

abertura, permitindo o posicionamento e travamento adequado do espécime; a porção inferior 

apresenta perfurações laterais que permitem a circulação da solução utilizada para quantificar 

o peróxido difundido no espécime. 

 

Preparo das soluções e quantificação da difusão de PH 

Com os espécimes já montados nas CPAs, foi adicionado 1 mL do tampão de acetato, 

formado por soluções previamente manipuladas de acetato de sódio 2M e ácido acético 2M, 

com pH ajustado para 4,5 [38]. A solução preenche a porção inferior das CPA, de tal forma que 

permanece em contato com a superfície dentinária durante o período em que o gel clareador 

permanece em contato com a superfície do esmalte, permitindo sua estabilização na solução 

tampão [15]. 

Após a aplicação e remoção do gel, e aguardados 30 minutos, foram coletados 0,25μL 

da solução contida no interior das CPAs e adicionadas à solução de violeta leucocristal (0,5 

mg/mL; Sigma Chemical Co, St Louis, MO, EUA) e enzima peroxidase (1 mg/mL; Sigma 

Chemical Co, St Louis, MO, EUA). Este método baseia-se na reação do PH com o corante 

violeta leucocristal, catalizado pela enzima peroxidase [39]. A coloração dessa mistura varia de 

intensidade de acordo com a quantidade de peróxido difundida. 

As análises das soluções padrão e das soluções obtidas nas CPA foram realizadas no 

espectrofotômetro de reflexão ultravioleta visível* (UV-2450, Shimadzu) sob comprimento de 

onda de 596 nm. Os dados obtidos permitiram a criação de um gráfico de absorbância × 

concentração, que determinou a quantificação do PH difundido através da estrutura dentária e 

estabilizado no interior da CPA. 
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2.2 Delineamento experimental – In Vivo 

O projeto apresentou dois fatores em estudo:   

Volume do gel clareador, em 4 níveis: 

a. Ausência de gel; 

b. 2 μL; 

c. 4 μL; 

d. 8 μL. 

 

Variáveis de Resposta: 

a. Resposta inflamatória pulpar; 

b. Resposta celular específica ao estresse oxidativo no tecido pulpar. 

 

Animais 

O projeto foi submetido à Comissão de Ética em Pesquisa Animal da Faculdade de 

Odontologia de Araçatuba (Unesp) (Processo ARAC/FO 547/2019 Vol.1) e as intervenções só 

foram realizadas após a sua aprovação. Foram utilizados 20 ratos Wistar (Rattus albinus), 

machos, com peso de aproximadamente 250 g, oriundos do biotério da Universidade Estadual 

Paulista (UNESP). Os animais foram mantidos em temperatura entre 22ºC e 24ºC, ciclo de luz 

controlada (12 horas claro e 12 horas escuro), recebendo dieta sólida e água à vontade (4 

ratos/gaiola) [18].  

 

Produto clareador  

Foi utilizado gel clareador à base de PH 17,5%, obtido através da diluição do gel à base 

de PH 35% (Whiteness HP Maxx, FGM - Produtos Odontológicos, Joinville, SC, Brasil) que 

tem apresentação comercial em dois frascos, sendo um contendo o PH e o outro, o agente 
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espessante. O gel de PH 17,5% foi obtido utilizando a proporção de 3:3:2, sendo 3 gotas de 

peróxido de hidrogênio, 3 gotas de água destilada e 2 gotas de agente espessante [24]. 

 

Distribuição dos sítios experimentais 

Os animais foram distribuídos aleatoreamente em 2 sítios experimentais representados 

pelas hemi-maxila direita e esquerda. Os tratamentos foram realizados de forma aleatória, sendo 

realizado um sorteio prévio para escolha de qual volume de gel clareador seria utilizado em 

cada hemi-maxila (sem gel, 2 μL, 4 μL e 8 μL). 

 

Protocolo sedativo e anestesia 

Os animais receberam, via intramuscular, uma associação do sedativo Cloridrato de 

Xilazina 2% (Syntec do Brasil LTDA, Cotia, São Paulo, Brazil) na dosagem de 10 mg/kg e 

Cloridrato de Quetamina 10% (União Química Farmacêutica Nacional S/A, Embu-Guaçu, 

São Paulo, Brazil), na dosagem 80 mg/Kg, para causar efeito anestésico e sedativo [27]. 

 

Tratamento clareador 

Após a anestesia, foram realizadas as sessões clareadoras para cada grupo experimental, 

conforme descrito a seguir.  

Grupo Controle: Os molares superiores não receberam nenhum tipo de tratamento 

clareador.   

Grupo V2: Com o auxílio de uma pipeta para líquidos viscosos (Microman E M100E, 

Gilson, Inc, Middleton, Wisconsin, USA), foram aplicados sobre os molares superiores 2 µL 

do gel à base de PH 17,5%, permanecendo em contato com a estrutura dentária por 10 minutos. 

Em seguida, os dentes foram limpos com algodão e papel absorvente e lavados abundantemente 

com água.   

Grupo V4: De forma análoga, foram aplicados sobre os molares superiores 4 µL do gel 

à base de PH 17,5%, permanecendo em contato com a estrutura dentária por 10 minutos. 

Grupo V8: Foram aplicados sobre os molares superiores 8 µL do gel à base de PH  

17,5%, permanecendo em contato com a estrutura dentária por 10 minutos.   
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O tempo e a concentração foram determinados por estudos préviamente publicados [18, 

40] e testes piloto, que apontaram que esta posologia não geraria necrose e dissolução pulpar 

no tratamento com o volume médio de gel (4uL).  

 

Etapas laboratoriais 

Os animais foram eutanasiados 24 horas após o término dos tratamentos clareadores, 

através de overdose do anestésico Tiopental sódico, via intraperitoneal (150 mg/Kg; Thipentax, 

Cristália - Produtos Químicos Farmacêuticos Ltda, Itapira, Brasil) [10].  As hemimaxilas foram 

separadas, dissecadas e fixadas em solução de formalina tamponada a 4%, por 24 horas. Os 

espécimes foram descalcificados em solução de ácido etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10% 

(pH = 7), por aproximadamente 3 meses, e depois desidratados, clarificados e embebidos em 

parafina [27]. 

O micrótomo de deslizamento (Leica Microsystems - RM 2045, Wetzlar, Germany) foi 

utilizado para realização da microtomia, obtendo cortes semisseriados com 5 µm de espessura, 

no sentido vestíbulo-palatino e coletados em lâminas silanizadas. Os cortes foram selecionados 

a partir do momento em que a raiz mesial fosse visível em seu sentido longitudinal pleno. As 3 

primeiras lâminas obtidas foram submetidas à coloração com hematoxilina-eosina (H.E.) e os 

próximos 3 lâminas foram submetidas à análise imunoistoquímica pela técnica da 

imunoperoxidase indireta [26], para anti-óxido nítrico sintase.  

Para a reação imunoistoquímica, os cortes histológicos foram desparafinizados em xilol 

e hidratados em série decrescente de etanol (100°- 100°- 100°- 90°- 70° GL). A recuperação 

antigênica foi realizada através da imersão das lâminas histológicas em tampão Diva 

Decloaker® (Biocare Medical, CA, USA), em câmara pressurizada Decloaking Chamber® 

(Biocare Medical, CA, USA), a 95°C, por 10 minutos. Após lavagens em 0,1M, pH 7,4, as 

lâminas histológicas foram imersas em 3% de PH, por 1 hora, para o bloqueio da peroxidase 

endógena. Após lavagens em PBS, os cortes histológicos foram tratados com 3% de soro 

albumina bovino por 12 horas, para bloqueio dos sítios inespecíficos [18, 27]. 

As lâminas histológicas foram submetidas à incubação com o anticorpo primário anti-

ONS (anticorpo de rato gerado em coelho, LS-B3657-250, LifeSpan BioSciences, WA, USA). 

Este anticorpo primário foi diluído em PBS acrescido de 0,1% Triton X-100 (PBS-TX), durante 

24 horas, em câmara úmida. Nas etapas subsequentes foi utilizado o Universal Dako Labeled 
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Streptavidin-Biotin Kit® (Dako Laboratories, CA, USA). Após lavagens, as secções foram 

incubadas no anticorpo secundário biotinilado, durante 2 horas, lavadas e tratadas com 

estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte, por 1 hora. Depois de três lavagens 

em PBS-TX foi realizada a revelação utilizando-se como cromógeno o 3,3’- tetracloridrato de 

diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, USA). Ao término de uma 

série de lavagens em PBS, os cortes histológicos foram contra-corados com hematoxilina de 

Harris. Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos mesmos procedimentos 

suprimindo-se a utilização dos anticorpos primários [18, 27].  

 

Análise da resposta inflamatória pulpar 

Foi utilizado microscópio óptico (DM 4000 B, Leica®, Germany) para análise 

histológica, avaliando-se os parâmetros através de escores que foram atribuídos em cada terço 

da coroa (oclusal, médio e cervical) [18]: 

1 – Células inflamatórias ausentes ou em número desprezível; 

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

3 – Infiltrado inflamatório moderado (entre 25 e 125 células por campo); 

4 – Infiltrado inflamatório severo (mais que 125 células por campo); 

5 – Necrose. 

 

Análise do marcador de oxido-nítrico 

A análise foi definida avaliando-se a presença de coloração acastanhada no citoplasma 

das células e na matriz extracelular, em cada terço da câmara pulpar. Os escores atribuídos em 

cada terço da coroa (oclusal, médio e cervical) foram: 

1 – Baixo padrão de imunomarcação; 

2 – Moderado padrão de imunomarcação; 

3 – Severo padrão de imunomarcação. 
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Análise estatística 

O software Sigma Plot (Systat, San Jose, CA, USA) foi utilizado para realização da 

análise estatística. Para as análises das alterações cromáticas (∆E) e eficácia clareadora (∆WID) 

os dados foram submetidos ao teste ANOVA 2 fatores medidas repetidas e os dados de difusão 

de PH foram submetidos ao teste ANOVA 1 fator. Em seguida, o teste Tukey foi utilizado para 

comparações (α < 0,05).   

Para as comparações estatísticas da resposta inflamatória e imunomarcação de óxido-

nítrico foram utilizados testes não-paramétricos de Wilcoxon para as análises pareadas 

(CONT×2µL, e 4µL×8µL) e Mann-Whitney para as análises não-pareadas (CONT×4µL, 

CONT×8µL, 2µL×4µL e 2µL×8µL). Para todos os testes foi adotado o nível de significância 

de 5%. 
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3 RESULTADOS 

In Vitro 

Análise da alteração cromática (ΔE) 

A Tabela 1 mostra que a alteração de cor foi independente do volume utilizado, sendo 

observado que apenas SG apresentou valores inferiores aos demais grupos em todos os tempos 

analisados (p < 0,05). Quando analisado o comportamento dos grupos a cada sessão clareadora 

e após 15 dias (T4), observou-se que SG e V120 mantiveram seus valores inalterados desde a 

primeira sessão (T1), sem apresentar variações até o término do tratamento. Em contrapartida, 

os grupos V30 e V60 apresentaram os maiores valores somente após a segunda semana de 

clareamento.  

Tabela 1 Média (±desvio padrão) dos valores da alteração cromática (ΔE) do clareamento dental 

Grupos T1 T2 T3 T4 

SG 2,46 (±1,69) Ba 2,34 (±2,21) Ba 3,16 (±2,60) Ba 3,28 (±2,24) Ba 

V30 5,35 (±1,60) Ab 6,67 (±1,99) Aa  5,72 (±2,56) Aab 6,60 (±1,90) Aa 

V60 5,00 (±1,50) Ab 6,06 (±2,02) Aab 5,90 (±2,68) Aab 6,86 (±2,56) Aa 

V120 5,85 (±1,48) Aa 6,09 (±2,27) Aa 6,16 (±2,75) Aa 6,87 (±2,53) Aa 

* Letras maiúsculas e minúsculas diferentes indicam diferença significativa entre os grupos em cada período 

avaliado, e dentro de cada grupo nos diferentes períodos avaliados, respectivamente (p < 0,05).  

 

Eficácia clareadora - Índice de clareamento (ΔWID) 

De forma semelhante, a Tabela 2 mostra que o volume de gel não influenciou na 

obtenção do efeito clareador, que foi igualmente eficaz em todos os grupos e períodos, diferindo 

do grupo controle (p<0,001).  Ao analisar o comportamento dos grupos ao longo do tempo, 

observa-se que apesar das oscilações temporárias, o resultado obtido após a primeira sessão 

clareadora (T1) foi semelhante ao observado no final do experimento (T4), em todos os grupos.  

 

 

Tabela 2 Média (±desvio padrão) dos valores de ΔWID do clareamento dental 
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 T1 T2 T3 T4 

SG -1,31 (±1,68) Bab -0,45 (±1,78) Ba -1,81 (±1,18) Bab -2,15 (±2,46) Bb 

V30 3,92 (±3,13) Ab 5,50 (±1,93) Aa 3,55 (±3,90) Ab 4,73 (±3,23) Aab 

V60 3,83 (±3,54) Aa 3,39 (±3,39) Aa 3,56 (±3,69) Aa 4,23 (±3,99) Aa 

V120 5,51 (±3,23) Aab 4,24 (±3,77) Ab 4,70 (±3,61) Aab 6,07 (±3,91) Aa 

*As letras maiúsculas comparam entre as linhas (volume de gel) e as minúsculas comparam as 

colunas (tempos de análise).  
 

Análise da penetração trans-amelodentinária de PH 

A Tabela 3 apresenta o valor médio da concentração de H2O2 que permeou o tecido 

dentário. Constata-se que o grupo controle (SG) apresentou os menores valores, diferindo 

estatisticamente dos demais (p < 0,001). Houve diferença significativa entre os valores de 

penetração de PH em todos os grupos (p < 0,001), onde o grupo que recebeu a aplicação do 

volume de 120 μL de gel clareador (V120) apresentou os maiores valores, seguidos pelos 

grupos de 60 μL (V60) e de 30 μL (V30).  

 

Tabela 3 Média (±desvio padrão) da concentração de PH (μg/mL) permeado pelos tecidos 

dentais após o tratamento clareador, segundo os grupos 

 

Grupos Penetração do PH 

SG 0,101 (0,10) D 

V30 0,849 (0,35) C 

V60 1,142 (0,42) B 

V120 1,782 (0,30) A 

*As letras diferentes (maiúsculas nas linhas) indicam diferença estatisticamente significante (p < 0,05).   

 

In Vivo 
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Análise do infiltrado inflamatório 

As imagens representativas do infiltrado inflamatório são mostradas na Figura 3 e os 

resultados na Tabela 4. No terço oclusal observou-se que o grupo que não recebeu aplicação do 

gel clareador (controle) diferiu estatisticamente dos demais, apresentando tecido pulpar em 

normalidade, com ausência de inflamação (p = 0,002). O grupo V2 também apresentou menor 

infiltrado inflamatório que V4 e V8 (p=0,009 e p<0,001, respectivamente). Já V4 e V8 foram 

semelhantes (valor de p), onde foram observadas áreas de necrose no grupo V8 e infiltrado 

inflamatório severo no grupo V4 (p > 0,05).  

No terço médio, apesar dos grupos que receberam a aplicação do gel clareador 

apresentarem infiltrado inflamatório discreto em comparação ao grupo controle, que apresentou 

ausência de células inflamatórias, o grupo V2 diferiu também significativamente de V8 (p = 

0,011).  No terço cervical todos os grupos apresentaram um tecido pulpar organizado e ausência 

de células inflamatórias (p = 1,000). 
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Tabela 4 Mediana e valores de “p” atribuídos ao infiltrado inflamatório no tecido pulpar com 

diferentes volumes de gel 

Terços da polpa coronária Escores 24 h 

Controle V2 V4 V8 

 

Oclusal 

1 10/10 0/10 0/10 0/10 

2 0/10 3/10 0/10 0/10 

3 0/10 5/10 3/10 1/10 

4 0/10 2/10 3/10 3/10 

5 0/10 0/10 4/10 6/10 
 

Mediana 1 3 4 5 

 valor p 

*Controle×V2= 0,002 

V4×V8 = 0,063 

*V2xV4 = 0,009 

*V2xV8 = <0,001 

*Controle×V4 = 0,002 

*Controle×V8 = 0,002 

Médio 

1 10/10 3/10 0/10 0/10 

2 0/10 7/10 7/10 6/10 

3 0/10 0/10 3/10 4/10 

4 0/10 0/10 0/10 0/10 

5 0/10 0/10 0/10 0/10 

Mediana 1 2 2 2 

 valor p 

*Controle×V2= 0,016 

V4×V8= 0,681 

V2xV4 = 1,000 

*V2xV8 = 0,011 

*Controle×V4 = 0,016 

*Controle×V8 = 0,016 

Cervical 

1 10/10 10/10 10/10 10/10 

2 0/10 0/10 0/10 0/10 

3 0/10 0/10 0/10 0/10 

4 0/10 0/10 0/10 0/10 

5 0/10 0/10 0/10 0/10 

Mediana 1 1 1 1 

  Valor p 

Controle×V2= 1,000 

V4×V8= 1,000 

V2xV4 = 1,000 

V2xV8 = 1,000 

Controle×V4 = 1,000 

Controle×V8 = 1,000 

 

Controle×V2 e V4×V8 = Teste de Wilcoxon (p < 0.05); V2×V4, V2xV8, controle×V4 e controle×V8 = 

Teste de Mann-Whitney (p < 0.05). *Os asteriscos destacam a diferença significativa entre os grupos. 
 

 

Figura 3 Imagens representativas do infiltrado inflamatório. (A) – CONTROLE: Células 

inflamatórias ausentes nos terços oclusal (a1), médio (a2) e cervical (a3). (B) – V2: Áreas de 
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infiltrado inflamatório moderado à ausente, moderado (b1), discreto (b2) e ausente (b3). (C) – 

V4: Infiltrado inflamatório de severo à ausente, (c1) severo, (c2) discreto e (c3) ausente. (D) – 

V8: Áreas de necrose (d1), infiltrado inflamatório moderado (d2) e ausente (d3). [Coloração de 

hematoxilina-eosina – 100× e 400×] 

 

 

 

Análise do óxido-nítrico 

As imagens representativas da marcação imunológica de óxido nítrico estão 

apresentadas na Figura 4 e os dados na Tabela 5.  No terço oclusal, todos os grupos que 

receberam a aplicação do gel clareador diferiram significativamente do grupo controle, que 

apresentou baixo padrão de imunomarcação (p < 0,05).  Além disso, o grupo V2, que recebeu 

apresentou moderado padrão de imunomarcação, diferiu estatisticamente dos grupos V4 e V8 

(p < 0,001), os quais apresentaram marcação severa e foram semelhantes entre si (p = 1,000). 

No terço médio, todos os grupos que receberam a aplicação do gel clareador também 

diferiram significativamente do grupo controle, que apresentou baixo padrão de 
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imunomarcação (p < 0,05). Os grupos V2 e V4 foram semelhantes e apresentaram resultados 

intermediários, enquanto que o grupo V8 apresentou severa imunomarcação, diferindo 

estatisticamente dos demais grupos (valor de p). 

No terço cervical, apenas o grupo V8 apresentou severa imunomarcação e diferiu 

estatisticamente dos grupos controle, V2 e V4 (valor de p).  
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Tabela 5 Mediana e valores de “p” atribuídos à marcação imunoistoquímica do óxido nítrico 

no tecido pulpar com diferentes volumes de gel 

Terços da polpa coronária Escores 24 h 

Controle V2 V4 V8 

 

Oclusal 

1 10/10 0/10 0/10 0/10 

2 0/10 8/10 0/10 0/10 

3 0/10 2/10 10/10 10/10 
 

Mediana 1 2 3 3 

 valor p 

*Controle×V2= 0,002 

V4×V8= 1,000 

*V2xV4 = <0,001 

*V2xV8 = <0,001 

*Controle×V4 = <0,001 

*Controle×V8 = <0,001 

Médio 

1 10/10 0/10 0/10 0/10 

2 0/10 10/10 10/10 0/10 

3 0/10 0/10 0/10 10/10 

Mediana 1 2 2 3 

 valor p 

*Controle×V2= 0,002 

*V4×V8= 0,002 

V2xV4 = 1,000 

*V2xV8 = <0,001 

*Controle×V4 = <0,001 

*Controle×V8 = <0,001 

Cervical 

1 10/10 10/10 10/10 3/10 

2 0/10 0/10 0/10 7/10 

3 0/10 0/10 0/10 0/10 

Mediana 1 1 1 2 

  Valor p 

Controle×V2= 1,000 

*V4×V8= 0,016 

V2xV4 = 1,000 

*V2xV8 = 0,002 

Controle×V4 = 1,000 

*Controle×V8 = 0,002 

 

Controle×V2 e V4×V8 = Teste de Wilcoxon (p < 0.05); V2×4V, V2xV8, controle×V4 e controle×V8 = 

Teste de Mann-Whitney (p < 0.05). *Os asteriscos representam diferença estatisticamente significante 

entre os grupos. 
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Figura 4 Imagens representativas da análise imunoistoquímica de óxido nítrico sintase, 24 horas 

após o tratamento clareador. Foi observado baixo padrão de imunomarcação nos terços oclusal, 

médio e cervical no grupo Controle (Grupo C - a; e; i), padrão moderado de imunomarcação 

nos terços oclusal, médio do grupo V2 (Grupo 2 μL – b; f) e médio do grupo V4 (Grupo 4 μL 

– g). Padrão severo de imunomarcação foi observado em todos os terços do grupo V8 (Grupo 

8 μL – d; h; l) e no terço oclusal do grupo V4 (Grupo 4 μL – c). [Imunoistoquímica de oxido 

nítrico sintase – 1000×] 
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4 DISCUSSÃO 

Apesar do tratamento clareador ser considerado uma terapia dose-dependente [35, 41], 

o efeito do volume de gel clareador na eficácia do tratamento e na ocorrência de efeitos adversos 

ainda são desconhecidos. Neste estudo, observou-se que todos os grupos que receberam a 

aplicação do gel, independente do volume aplicado, apresentaram alterações significativas e 

semelhantes nas análises de ΔE. Também foi constatado que os tratamentos proporcionaram as 

maiores alterações cromáticas logo após as primeiras sessões, permanecendo inalteradas até o 

final do experimento. Dados semelhantes foram observados na análise do Wid, o que ratifica a 

maior importância das primeiras sessões no ganho estético esperado pelo tratamento clareador. 

Em outras análises apresentadas na literatura, observou-se que a alteração cromática 

acontece continuamente até a terceira sessão clareadora. No entanto, no presente estudo 

empregou-se dentes bovinos sem pigmentação artificial e, por serem naturalmente claros, pode 

ter favorecido a saturação clareadora no início do tratamento. De toda forma, nos parâmetros 

avaliados neste estudo, o volume de gel clareador não influenciou na alteração cromática e no 

efeito clareador, sendo aceita a primeira hipótese nula. 

De certa forma, esta efetividade é validada pelo estudo comparativo de Gerlach e 

colaboradores [42], que em um ensaio clínico randomizado duplo-cego, observaram que tiras 

de clareamento com uma camada fina de agente clareador obteve mesmo resultado que o 

conseguido pela técnica caseira.  

As análises da efetividade das técnicas clareadoras normalmente contemplam as 

alterações cromáticas, bem como a ocorrência de sensibilidade dentária, que é relatada pela 

maior parte dos pacientes [1, 6, 23]. De forma indireta, no presente estudo, adotou-se a 

metodologia empregada por Mottola e colaboradores [39], aperfeiçoada pelo emprego das 

câmaras pulpares artificiais [24], que possibilitam conhecer in vitro a concentração de PH 

difundido através da estrutura dentária e estabilizada pela solução tampão que preenche as 

câmaras pulpares. A presença de peróxido de hidrogênio e outras espécies reativas na cavidade 

pulpar tem sido relacionada aos principais efeitos adversos das técnicas clareadoras [10-12, 15]. 

Os dados obtidos neste estudo mostraram que quanto maior o volume de gel aplicado, maior a 

penetração trans-amelodentinária de PH sendo negada a segunda hipótese nula do estudo. 

Sabe-se que após a aplicação do gel clareador sobre o esmalte ocorre um desequilíbrio 

químico na região e, com o intuito de reestabelecer a condição de normalidade, o peróxido 

proveniente do gel clareador desloca-se para o local de menor concentração, ou seja, para o 
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interior da estrutura dentária. Os resultados obtidos sugerem que a maior disponibilidade de 

peróxido nos grupos que utilizam maior volume de gel intensifica este desequilíbrio, 

favorecendo a maior penetração na estrutura dentária. Uma parte destas EROs buscam a 

estabilidade ao reagirem com substâncias cromóforas e resultam no almejado efeito clareador. 

Porém, o efeito clareador não responde linearmente ao aumento da disponibilidade de peróxido, 

fazendo com que parcela considerável das EROs que não reagiram atinjam a cavidade pulpar 

[28]. 

Assim, apesar de vários estudos avaliarem os efeitos da utilização de terapias para 

sensibilidade dentária, antioxidantes ou até mesmo anti-inflamatórias [x43-45], parece que a 

redução do volume do produto utilizado na técnica também pode ser um auxiliar na prevenção 

desta sintomatologia, não prejudicando os resultados estéticos. 

Estas constatações observadas nos testes in vitro foram validadas nas análises in vivo, 

uma vez que a utilização do maior volume de gel clareador acarretou em maiores alterações do 

tecido pulpar, sendo encontradas áreas de necrose e infiltrado inflamatório severo. Por outro 

lado, os molares que receberam o menor volume de gel clareador apresentaram apenas um 

infiltrado inflamatório moderado, negando, portanto, a terceira hipótese nula do estudo.  

Vale destacar que nos testes in vivo optou-se por utilizar um tempo de permanência do 

gel clareador de 10 minutos sobre os molares [18], já que estudos prévios mostraram que este 

tempo seria suficiente para propiciar a avaliação das reações do tecido pulpar ao estresse 

oxidativo sem que ocorresse necrose total da polpa coronária. Outro fator importante está 

relacionado à concentração de PH escolhida para a realização dos testes in vivo, concentração 

esta, distinta e inferior à dos testes in vitro. Esta escolha também foi baseada na necessidade de 

obtenção de resultados mais brandos correlacionados ao processo inflamatório, principalmente 

sem que houvesse necrose tecidual, já que inúmeros estudos já avaliaram os efeitos promovidos 

por altas concentrações de peróxido [12,15,18]. 

Com relação à óxido nítrico sintase, é uma enzima chave na síntese do óxido nítrico e, 

consequentemente, alterações nos níveis desta enzima podem ser interpretadas como 

modulação nos níveis de óxido nítrico nos tecidos [51]. Na polpa dentária o óxido nítrico auxilia 

na manutenção da homeostase, participa da resposta inflamatória local e atua na reparação 

tecidual [52]. No presente estudo foi observado um padrão de imunomarcação basal para óxido 

nítrico sintase no grupo controle, o que evidencia sua importância na manutenção da 

homeostase da polpa. Por outro lado, ao se aplicar diferentes volumes de gel à base de peróxido 
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de hidrogênio 17,5% observou-se que houve um aumento no padrão de imunomarcação do 

óxido nítrico sintase na polpa dentária, portanto negando a quarta e última hipótese nula do 

estudo, em que o volume de gel clareador não influenciaria na resposta celular específica ao 

estresse oxidativo após o tratamento. 

O aumento no padrão e a localização da imunomarcação ao longo dos diferentes terços 

da polpa dentária se mostraram dependente do volume do gel clareador, ou seja, quanto maior 

o volume utilizado, maior foi o padrão e a extensão da imunomarcação na polpa dentária. Estes 

resultados mostram que a alteração na imunomarcação do óxido nítrico sintase é reflexo da 

participação do óxido nítrico no processo inflamatório resultante da aplicação do gel. O 

aumento no padrão e na extensão da imunomarcação para óxido nítrico sintase estão de acordo 

com o maior infiltrado inflamatório, o que corrobora outros estudos que mostram que dentre as 

principais fontes produtoras de óxido nítrico estão as células inflamatórias [53].  

Vale destacar que Colares e colaboradores [54] também investigaram os níveis de H2O2 

e NO após realização do clareamento dental em consultório, entretanto em amostras de fluido 

gengival coletadas de pacientes. Os autores observaram, através da análise proteômica das 

amostras, alterações na abundância de proteínas associadas não apenas à síntese de H2O2 e NO, 

mas também no recrutamento de neutrófilos. Também observaram que 21 dias após a 1ª sessão 

clareadora permanecia um aumento da percentagem de proteínas relacionadas com a 

regeneração do tecido no grupo que recebeu menor concentração de H2O2, enquanto que 

permanecia um processo inflamatório exacerbado no grupo clareado com PH 35%. 

Apesar das limitações dos modelos experimentais utilizados no presente estudo, como 

as características morfológicas dos dentes bovinos ou dos ratos serem distintas às do dente 

humano, os resultados mostraram que a redução da quantidade de material utilizado pode tornar 

o tratamento mais seguro e propiciar maior economia ao clínico dentro do consultório. Vale 

destacar que estudos futuros clínicos também devem ser realizados, considerando diferentes 

protocolos e posologias, objetivando a validação do estudo nos pacientes e verificação da 

ocorrência de menor sensibilidade pós-operatória. 

De uma forma geral, os resultados obtidos no presente estudo sugerem que os efeitos 

adversos presentes nas terapias clareadoras são também volume-dependentes, tendo em vista 

que ocorreu maior difusão de H2O2, maior imunomarcação de NO e infiltrado inflamatório 

severo, quando os maiores volumes foram utilizados. Por outro lado, a alteração do volume teve 

uma importância relativa na resposta clareadora, fazendo com que seja prudente haver uma 
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dosagem adequada dos produtos, sendo assim melhor ponderado os benefícios estéticos e os 

riscos biológicos envolvidos no procedimento. 
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5 CONCLUSÃO 

A análise conjunta dos testes realizados nas condições experimentais descritas, permite-

nos concluir que: 

- O efeito clareador obtido na técnica clareadora in office não apresenta uma correlação 

direta com o volume de gel clareador aplicado sobre o esmalte; 

- Os efeitos adversos relacionados à penetração de PH no tecido pulpar mostraram-se 

volume-dependentes.  
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