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Resumo

Objetivo: este estudo tem como objetivo avaliar a gen-
giva marginal de camundongos submetidos ao contato
com o peroxido de carbamida, simulando a técnica de
clareamento caseiro. Materiais e método: vinte ratos
foram divididos em quatro grupos, trés grupos com
diferentes duragées na aplicacdao do agente clareador
de peroxido de carbamida 16% e um grupo controle.
Os animais foram sacrificados conforme os periodos
determinados, e a remogcdao da mandibula na altura
correspondente ao incisivo central, envolvendo a mu-
cosa gengival da regido, foi fixada e processada para
confecgao de cortes histolégicos e analise histomorfo-
logica da regido. Resultados: a analise dos resultados
mostrou que existe uma formagdo de cones epiteliais,
hiperplasia e processo inflamatério maior nos animais
dos grupos em que se aplicou o gel clareador por dez e
quinze dias em relagdo ao grupo controle. Conclusao:
com base nos achados deste estudo, pode-se concluir
que os agentes clareadores podem alterar diretamente
a morfologia tecidual, podendo a exposicao da mucosa
oral a esses produtos predispor os tecidos a riscos da-
nosos elevados.

Palavras-chave: Peroxido de carbamida. Mucosa gengi-
val. Camundongos.

Introducao

Existe um aumento expressivo da demanda
por servicos relacionados a harmonizac¢éo corporal,
o que se reflete na exponencial procura por trata-
mentos odontol6gicos estéticos, como o clareamento
dental. Desde que foi descrito em 1989, tal proce-
dimento encontra-se cada vez mais difundido na
pratica odontolégical. Enquanto grandes empresas
cosméticas vendem o procedimento de clareamento
dental como minimamente invasivo e seguro, pes-
quisadores questionam os potenciais efeitos nocivos
de tal procedimento, tais como o efeito carcinogé-
nico e a capacidade de injurias aos tecidos moles e
mineralizados?®.

A terapia clareadora consiste em utilizagéo tépi-
ca, sobre o dente, de um agente oxidante (peréxido
de carbamida ou de hidrogénio) capaz de quebrar
macromoléculas que o pigmentam. De maneira ge-
ral, a concentrago utilizada desses agentes depen-
de da técnica empregada. E importante ressaltar
que existem duas técnicas distintas para o procedi-
mento de clareamento dental. Na técnica de clare-
amento dental em consultério, o paciente submete-
-se ao procedimento sob supervisido do cirurgido-
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-dentista. J4 no clareamento dental caseiro, com a
utilizagdo de placas de copolimero etileno/acetato de
Vinila (EVA), é o préprio paciente que aplica o agen-
te clareador a ser utilizado durante o procedimento.
Uma vez que tal procedimento é feito em domicilio,
durante o tratamento existe o risco de extravasa-
mento do material clareador, ocorrendo o contato
com os tecidos orais. Assim, a seguranca de tal pro-
cedimento torna-se questionavel, uma vez que sua
formula possui produtos quimicos que podem agre-
dir os tecidos orais*.

Na técnica caseira, quando o gel é aplicado dia-
riamente com auxilio de moldeiras individuais, os
géis mais comumente utilizados contém peréxido de
carbamida em concentracoes entre 10% e 22%, ou
peréxido de hidrogénio apresentando concentragoes
entre 5% e 11%. Quando a técnica de consultério é
empregada, as concentragdes mais utilizadas sdo de
35% e 37% de peréxido de carbamida®. Assim, tendo
em vista o risco existente no tratamento clareador
caseiro, uma vez que os agentes clareadores atuam
penetrando no esmalte, na dentina e na mucosa
oral como compostos oxidantes, podendo ocasionar
alteragdes nos tecidos envolvidos nesse processo, o
objetivo deste estudo foi avaliar a gengiva marginal
de camundongos submetida ao contato com o peré-
xido de carbamida.

Materiais e método

O presente trabalho foi aprovado pela Comisséo
de Etica no Uso de Animais e pela Comisséo de Pes-
quisa em Odontologia da Universidade Federal do
Rio Grande do Sul, Projeto n° 22.473.

Vinte camundongos albinos CF1, machos, com
idade média de oito a dez semanas e peso médio
de 40 a 45 gramas, foram utilizados no estudo. Os
animais foram mantidos em estantes ventiladas,
com temperatura controlada (22 + 1°C) e ciclo claro-
-escuro de 12 horas. Foram fornecidas racdo e 4gua
filtrada ad libitum. Os protocolos realizados esta-
vam de acordo com as recomendacodes para o cuida-
do com animais de laboratoério e normas éticas para
a experimentacdo em animais conscientes do Guia
de Uso e Cuidado com Animais Laboratoriais, do
National Institutes of Health dos Estados Unidos
da América, que sdo adotadas pelo Colégio Brasi-
leiro de Experimentacdo Animal. Os animais foram
distribuidos randomicamente entre os seguintes
grupos (n = 5):

a) grupo 1 (controle): aplicacdo do gel inerte por
quinze dias;

b) grupo 2: aplicacéo do gel inerte por dez dias, se-
guido de cinco dias de aplicacdo do gel clareador;

¢) grupo 3: aplicacdo do gel inerte por cinco dias,
seguido de dez dias de aplicacéo do gel clareador;

d) grupo 4: aplicacdo do gel clareador por quinze
dias.
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Para a aplicacdo sobre a mucosa marginal do
agente clareador (Whiteness Perfect, FGM, peréxi-
do de carbamida 16%), ou do gel inerte (gel de carbo-
pol 940N 0,5% neutralizado) utilizado como contro-
le, os animais foram anestesiados com quetamina
e xilazina, 100 mg/kg e 10 mg/kg, respectivamente
(Virbaxyl®, Virbac do Brasil Induistria e Comércio
Ltda.). Os géis foram aplicados por 1 hora/dia, du-
rante quinze dias, conforme o grupo experimental.

Decorrida uma quinzena do inicio da aplicacio
dos agentes sobre a mucosa oral, os animais foram
eutanasiados e as dreas de interesse de analise re-
movidas e imersas em formalina neutra tamponada
10% por 24 horas. As amostras foram embebidas em
parafina e, por meio de um micrétomo (Leica RM
2025, Nussloch, Baden - Wiirttemberg, Germany),
laminas histolégicas com 4 pm de espessura foram
confeccionadas e coradas com hematoxilina de Har-
ris e eosina alcodlica.

As laminas histolégicas foram analisadas por
um examinador experiente, calibrado e cego em re-
lacéo as laminas analisadas. Para isso, foi utilizado
um microscépio (BX41TF, Olympus) com a magni-
ficacdo de 100x, 200x e 400x. A cada dez ldminas
analisadas, o examinador repetia a andlise de trés
laminas aleatoriamente para manutencdo da cali-
bracéo.

Os eventos teciduais avaliados foram: a) atro-
fia epitelial, caracterizada pela auséncia de camada
epitelial; b) hipertrofia epitelial, caracterizada pela
hipertrofia da camada epitelial; c) presenca de cones
epiteliais, verificada na regido de contato entre te-
cido epitelial e conjuntivo; d) processo inflamatério,
sendo observado de maneira geral pela presenca de
células do processo inflamatério tais como neutrofi-
los, eosindfilos, macréfagos, linfocitos, plasmécitos. A
presenca de tais eventos foi ranqueada quanto a apa-
ricdo em 0 (ausente), 1 (leve), 2 (médio), 3 (intenso)®.

Analise estatistica

O tamanho amostral foi definido baseado em re-
sultados de um estudo piloto. Para determinar isso,
o evento inflamacgdo como desfecho primario foi con-
siderado com um poder de estudo de 80% e um erro
alfa de 5%. Como as variaveis eram ordinais, os da-
dos foram analisados utilizando o teste estatistico
de Kruskall-Wallis, seguido do teste de Dunn para
os casos em que a diferenca estatistica foi detecta-
da. O software GraphPad (San Diego, CA, USA) foi
utilizado para os ensaios estatiticos. As diferencas
entre as médias foram consideradas significativas
quando p <0,05.

Resultados

A partir da analise histopatolégica das areas
submetidas ao contato com os materiais em estu-
do, verificou-se que em nenhum dos grupos ocorreu
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atrofia epitelial (dados ndo mostrados). Quanto a
hipertrofia epitelial, foi observada maior ocorréncia
nos grupos 3 e 4 em relagdo ao grupo 1 (p <0,05).
O grupo 2 néo apresentou diferenga estatistica em
relacdo aos demais grupos (Figura 1). Em relacdo a
formacao de cones epiteliais, foi observada presenca
no grupo 4 em relacdo aos grupos 1 (p <0.001) e 2
(p <0.05), ndo sendo observada essa difereng¢a quan-
do comparado ao grupo 3. J4 o grupo 3 apresentou-se
semelhante aos grupos 1 e 2 (Figura 2). Em relagéo
ao processo inflamatério, foi observado de maneira
mais intensa no grupo 4 em relagdo aos grupos 1
(p <0.01) e 2 (p <0.05), ndo sendo observada diferen-
ca estatistica quando comparado ao grupo 3. Nao foi
observada diferenca estatistica entre os grupos 1, 2
e 3 (Figura 3).
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Figura 1 — Hipertrofia epitelial

Fonte: todas as figuras sé@o de elaboragcdo dos autores com base nos dados
da pesquisa.
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Figura 2 — Cones epiteliais
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Figura 3 — Processo inflamatério
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Discussao

Os agentes clareadores disponiveis no mercado
apresentam na composi¢do peréxido de carbamida
ou peréxido de hidrogénio. Com diferentes marcas,
as concentracdes podem variar de 6% a 38%, depen-
dendo da indicagdo e do protocolo do tratamento.
O peréxido de hidrogénio foi introduzido como so-
lucdo desinfetante e irrigadora dental por Harlan
em 1884°% que observou que a substidncia também
poderia ser utilizada como agente clareador de den-
tes escurecidos. No entanto, o clareamento de den-
tes com vitalidade pulpar utilizando o peréxido de
hidrogénio s6 comecgou efetivamente a ser realizado
no inicio do século XX"9.

Gokay et al.l® (2000) constataram que atual-
mente o agente clareador mais utilizado é o peroéxi-
do de hidrogénio, ou produtos que se desdobram em
perdxido de hidrogénio, potencializando sua ag¢éo. E
o caso do peréxido de carbamida que se decompoe
em ureia e peréxido de hidrogénio. O peréxido de
hidrogénio dissocia-se em dgua e oxigénio, e a ureia,
por sua vez, decompde-se em di6xido de carbono e
amonia. Uma elevada concentracdo do peréxido de
hidrogénio (30% a 35%) é conhecida por ser cdustica
a mucosa oral, podendo ocasionar queimadura nos
tecidos moles!!.

Estudos clinicos utilizando peréxido de carba-
mida com moldeiras em clareamento caseiro indica-
ram que 25% a 40% dos pacientes relataram irrita-
cdo gengival durante o tratamento'®!®. Além disso,
experimentos in vivo em animais demostraram que
a exposicdo da gengiva ao peréxido de hidrogénio
1%, pelo periodo de 6 a 48 horas, resultou em um
dano epitelial e uma resposta inflamatéria aguda
no tecido subcutianeo adjacente ao epitélio'*.

Tendo em vista a diversidade de protocolos de
tratamento para o clareamento caseiro, neste tra-
balho selecionou-se o periodo de quinze dias de apli-
cacdo do agente clareador peréxido de carbamida
16%. Esse periodo e concentracdo foram seleciona-
dos por representarem pardmetros intermedidrios
utilizados no tratamento de clareamento caseiro. O
periodo de aplicagcdo diaria de 1 hora deveu-se ao
risco ao qual seriam submetidos os animais em pe-
riodos superiores, uma vez que para a aplica¢do do
agente clareador havia a necessidade de manté-los
sob anestesia geral.

A partir das andlises histolégicas realizadas, po-
de-se observar que, com o aumento do periodo de ex-
posicdo ao agente clareador, os eventos teciduais re-
lacionados a uma resposta de protecio do organismo
frente a um agente agressor também aumentaram,
quando comparados ao grupo controle. Os achados
em relacdo a hiperplasia epitelial corroboram com
os achados de Weitzman et al.'® (1986), que, ao es-
tudar os efeitos da aplicagdo tépica duas vezes por
semana de peréxido de hidrogénio a 30% sobre o
epitélio oral de Syrian hamsters, observaram que
todos os animais submetidos a tal tratamento apre-
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sentaram hiperplasia epitelial. Ainda, em estudo de
Albuquerque et al.'® (2003), apds a aplicacdo tépica
de peréxido de carbamida a 10% por 20 minutos e
durante trés semanas sobre a mucosa oral de ratos
Wistar, observaram que a aplicagdo do agente clare-
ador induziu ao aumento na proliferacdo de células
epiteliais, o que pode estar relacionado a um poten-
cial carcinogénico.

Em relacédo a outro evento analisado neste es-
tudo, é comum ocorrer uma hiperplasia da camada
basal por aumento no nimero de células da camada
basal da matriz, levando a formacédo de invagina-
¢oes, chamadas cones epiteliais. Neste estudo, essa
formacéo foi relacionada ao aumento do tempo de
contato com o agente clareador. Tal dado corrobora
com o aumento do nivel inflamatério adjacente a ca-
mada epitelial dos animais, relacionado ao contato
com o agente clareador. Em estudo de Alves et al.””
(2008), ao estudarem o desenvolvimento de coles-
teatomas, uma associa¢do positiva no aumento hi-
perplasico, formacéo de cones epiteliais e processo
inflamatério foi encontrada, o que também foi en-
contrado no presente estudo.

Em relacdo ao processo inflamatério, estudos
prévios demonstraram que fibroblastos e querati-
nécitos produzem citocinas pro-inflamatoérias, como
interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6) quando em contato
com peroéxido de hidrogénio!®. O achado de que a
expressdo de ambas as citocinas é elevada em res-
posta a exposi¢éo a agentes clareadores sugere que
esses agentes sdo capazes de induzir uma resposta
associada a cascata inflamatoéria®.

Com base nos dados obtidos no presente tra-
balho, conclui-se que com o aumento do periodo de
contato do agente clareador, é observado o aumento
na resposta inflamatéria. Sugere-se que tal evento
ocorra pela producgio de citocinas pro-inflamatérias
semelhantes as descritas por Terunuma et al. (2001)
e por Cornelissen et al. (2009)1819,

Conclusao

Com base nos achados deste estudo, podemos
concluir que o agente clareador a base de peréxi-
do de carbamida a 16% pode alterar diretamente a
morfologia tecidual em ratos. As mudangas ocorri-
das estdo relacionadas a uma protecdo da mucosa
oral por meio da hipertrofia e formacéo de cones epi-
teliais e de um processo inflamatério mais evidente
nos grupos 3 e 4, quando se usou o gel clareador por
dez e quinze dias, respectivamente. Assim, sugere-
-se que a exposicdo da mucosa oral a esses produtos
pode predispor esses tecidos a alteracdes e riscos
elevados.
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Abstract

Objective: This study aims to assess the marginal
gingiva of mice subjected to contact with carbamide
peroxide, simulating at-home bleaching techniques.
Materials and method: 20 mice were divided into four
groups: three groups with different times of application
of 16% carbamide peroxide bleaching agent, and a
control group. The animals were sacrificed according
to the times established, and mandible removal at the
corresponding height of the central incisor involving
the gingival mucosa of the area was fixed and
processed for the production of histological sections
and histomorphometric analysis of the area. Results:
The analysis of results showed higher epithelial cone
formations, hyperplasia, and inflammation in groups
where the whitening gel was applied for 10 and 15
days than the control group. Conclusion: Based on the
findings of this studly, it may be concluded that bleaching
agents can directly change tissue morphology, and
exposing oral mucosa to these products can predispose
the tissues to significant adverse risks.

Keywords: Carbamide peroxide. Gingival mucosa.
Mice.
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