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1. Introdução  

 

O clareamento dental vem sendo estudado desde o século XIX, 

buscando definir técnicas que sejam eficazes para restituir a estética dos 

dentes com alteração cromática. Buscam-se também materiais que 

apresentem baixos efeitos deletérios sobre os tecidos adjacentes. 

O primeiro protocolo de clareamento em dentes desvitalizados foi 

preconizado por Bogue em 1872, utilizando-se o ácido oxálico. Desde então, 

inúmeras outras metodologias foram propostas (Attin et al., 2003).  As técnicas 

atuais são baseadas na utilização do peróxido de hidrogênio (uso direto) ou de 

produtos que, ao reagirem, liberam peróxido de hidrogênio de forma mais lenta. 

Independente da técnica utilizada, a ação clareadora é proporcionada pela 

reação do oxigênio ativo, derivado da quebra do peróxido de hidrogênio, junto à 

matriz orgânica do dente.  

 Embora eficientes no que diz respeito ao aspecto estético, as técnicas 

de clareamento são questionáveis quanto a sua toxicidade sobre os tecidos 

periodontais. Em 1979, Harrington & Natkin sugeriram que o tratamento 

clareador em dentes desvitalizados correlacionava-se ao surgimento de 

reabsorção cervical externa. 

 A reabsorção externa é um fenômeno de origem inflamatória que ocorre 

imediatamente abaixo da inserção epitelial do dente, podendo ou não coincidir 

com a área cervical do mesmo (Makkes & Thoden, 1975; Andreasen, 1981; 

Tronstad, 1988). Esta se dá gradualmente, e leva a uma perda irreversível do 

tecido cementário, dentinário e ósseo. Sua patogenia, ainda desconhecida, é 



13 

 

rotineiramente associada a diversas causas, sendo uma delas o tratamento 

clareador endógeno.  

Após a instalação desse quadro, é necessário a definição correta da 

localização e extensão da destruição a fim de se instituir uma terapia 

adequada. Quando possível, a curetagem cirúrgica do tecido acometido e a 

adequada restauração radicular podem viabilizar a manutenção do elemento 

dental. Diversos materiais foram propostos para a restauração subgengival 

desses defeitos, de forma a possibilitar a repopulação celular e o reparo do 

periodonto adjacente (Yilmaz et al., 2010). Muito utilizados, por suas 

habilidades de presa, selamento e biocompatibilidade, destacam-se o cimento 

MTA (agregado trióxido mineral) e o restaurador resinoso/ionomérico 

Geristore® (Mehrvarzfar et al.2010). Outro interessante produto, muito utilizado 

em reparos periodontais é o Emdogain®, cujo principal constituinte é a 

amelogenina, substância importante na amelogênese, e que apresenta 

comprovado efeito inibidor da osteoclastogênese bem como da reabsorção 

óssea e radicular (Yagi et al., 2011).  

Sabe-se que as principais células envolvidas no metabolismo ósseo, 

mais especificamente na sua remodelação, são os osteoclastos e osteoblastos. 

Quando associada a processos patológicos, a fisiologia óssea é alterada e 

passa a sofrer interferência de outros tipos celulares como os linfócitos, 

macrófagos e monócitos, constituindo um processo complexo que envolve 

várias funções celulares coordenadas, reguladas por hormônios sistêmicos, e 

fatores locais como as citocinas: TNF-α, IL-6, IFN-γ, TGF-β, IL-4, IL-10, e pelos 

mediadores RANKL, RANK e OPG. Vários desses mediadores ativam os 
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osteoclastos que passam a expressar TRAP (enzima fosfatase ácida resistente 

ao tartaráto), cuja principal função é a degradação da matriz óssea. 

  Apesar de diversos estudos constatarem reabsorções após o 

tratamento clareador endógeno, pouco se conhece sobre a relação causa-

efeito nesse processo (Neuvald, 1997). Segundo alguns autores, esse tópico 

merece maiores estudos para que se elucide sua etiologia (Trope, 1997; 

Heithersay, 1999). Ademais, os produtos designados para a correção dos 

defeitos causados pela reabsorção também carecem de testes que determinem 

sua interação com o tecido ósseo. 

O presente estudo procurou elucidar os aspectos imuno inflamatórios 

envolvidos na ocorrência da reabsorção cervical externa associada ao 

tratamento clareador endógeno, bem como o comportamento ósseo após o 

tratamento com agentes corretivos. Para tal, avaliou-se a ação do peróxido de 

hidrogênio, peróxido de carbamida e perborato de sódio sobre o tecido ósseo 

da calvária de camundongos, no que se refere à sua habilidade de induzir: 

TNF-α, IL-6, IFN-γ, IL-4, RANKL. Verificou-se ainda, nessa fase experimental, o 

número de células osteoclásticas TRAP positivas. 

 Adicionalmente avaliou-se a expressão de: TNF-α, IL-6, IFN-γ, TGF-β, 

IL-4, IL-10, RANKL, RANK e OPG, também, sobre o osso da calvária, tratada 

com MTA, Geristore® e Emdogain®. 
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2. Revisão de Literatura 

 

O escurecimento de dentes desvitalizados 

 

As alterações de cor em dentes humanos variam de acordo com a sua 

etiologia, aparência, localização, severidade e interação com a estrutura dental. 

Podem ser classificadas em: extrínseca, intrínseca, ou combinadas (Hattab et 

al., 1999). Independente do fator etiológico que leve a este problema, o 

escurecimento de um dente anterior, ou de um grupo de dentes, na maioria das 

vezes, interfere negativamente na aparência do sorriso, e a estética tem 

importante papel na odontologia moderna (Nishiyama et al., 1989). A cor dos 

dentes é o fator isolado mais importante no equilíbrio estético do sorriso, por 

ser mais imediata e rapidamente percebida dentre as outras anomalias 

estéticas (Baratieri et al., 2001).  

A vitalidade pulpar cumpre um papel importante na manutenção da 

estética dentária, conservando o tom, matiz e a translucidez dos tecidos 

mineralizados. Quando essa vitalidade deixa de existir, pode ocorrer uma 

alteração brusca na cor e no brilho do dente, que fica geralmente com tons 

mais escuros, e matizes que podem variar entre o cinza, verde, pardo ou 

azulado (Busato et al. 2002). 

Sabe-se também que dentes submetidos ao tratamento endodôntico 

podem sofrer mudanças em sua cor. As causas destas alterações podem ser: a 

abertura coronária insuficiente, o sangramento abundante ocorrido durante a 
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pulpectomia, a permanência de materiais obturadores na câmara pulpar, 

também o uso de materiais contendo prata precipitada ou iodofórmio (Nutting & 

Poe, 1963). O escurecimento dental pode ser consequência da degradação 

proteica sobre o material necrótico remanescente no interior dos túbulos 

dentinários e da hemólise dos eritrócitos que culmina na liberação de ferro e 

moléculas de coloração escura (Baratieri et al., 2001). 

Um acesso inadequado à câmara pulpar pode levar à retenção de 

materiais obturadores, medicamentos, sangue e restos de tecido pulpar em 

decomposição no seu teto, favorecendo o manchamento (Silveira & Berger, 

1998; Busato et al. 2002). 

Dahlstron (1993) observou que o sangue, proveniente das hemorragias 

pulpares, quando estagnado na câmara pulpar, sofre decomposição, e a 

combinação dos íons de ferro liberados com o sulfeto de hidrogênio produzido 

pelo metabolismo bacteriano resulta na formação de um composto negro, o 

sulfeto de ferro. Esse pigmento penetra nos canalículos dentinários, causando 

escurecimento dental. 

Algumas substâncias como o nitrato de prata, as soluções contendo iodo 

(iodofórmio), o cloreto de mercúrio e outros sais metálicos, óleos presentes nas 

substâncias resinosas, quando em contato com outros medicamentos no 

interior do canal, também podem levar ao escurecimento dental (De Deus, 

1986). 

O tratamento endodôntico quando mal conduzido, apresentando um 

vedamento inadequado do canal, pode permitir a passagem de fluídos e 

detritos que escurecem os dentes (Zanin & Brugnera Jr., 2004). 
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A resolução desse problema nem sempre é fácil e simples, 

especialmente quando um dente anterior se apresenta mais escuro do que os 

demais. Obter uma estética adequada pode ser uma tarefa árdua, mesmo para 

um profissional habilidoso que utilize materiais e técnicas restauradoras de 

última geração (Baratieri et al., 2001).  

Para Frank (1982), o prognóstico do clareamento baseia-se no tipo e na 

causa das alterações de cor. As que tiveram como causa uma hemorragia 

pulpar ou a decomposição de restos teciduais apresentam um bom 

prognóstico. Entretanto, quando ocorre a penetração e precipitação de sais 

metálicos, medicamentos e cimentos contendo prata bem como materiais 

restauradores, a correção da cor torna-se mais difícil ou mesmo impossível. 

A formação de cadeias longas e complexas no íntimo da estrutura dental 

é responsável pelo aumento do índice de absorção de luz pelo dente o que, em 

maior ou menor grau, resulta no seu escurecimento (Albers et al., 1991; 

Baratieri et al., 1993; Hattab et al., 1999; Watts & Addy, 2001). 

 

Agentes e técnicas de clareamento 

 

Os agentes clareadores são veículos contendo radicais de oxigênio que, 

devido a sua instabilidade, quando em contato com os tecidos dentais, oxidam 

os pigmentos incorporados a ele. Esses macro-pigmentos são “fracionados” em 

cadeias moleculares cada vez menores, promovendo-se, ao final do processo, 

a despigmentação da estrutura dental (Albers et al., 1991; Dzierzak, 1991; 

Fasanaro, 1992; Haywood, 1992; Baratieri et al., 1993). 
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A preocupação com o clareamento de dentes desvitalizados não é 

recente. Bogue (1872) e Charple (1877) preconizavam a utilização do ácido 

oxálico como agente clareador, enquanto Truman (1881) indicava o uso do 

hipoclorito de cálcio. Harlan (1884) descreveu o que seria a primeira utilização 

do peróxido de hidrogênio no clareamento dental intracoronário. Kirk (1893) 

propôs o uso do peróxido de sódio (Na2O2) e Westlake (1895) do peróxido de 

hidrogênio associado ao éter.  

 Durante todo o século XX, diferentes técnicas e substâncias químicas 

foram utilizadas para o clareamento de dentes com alterações cromáticas, em 

especial os dentes desvitalizados. Em 1950, Pearson administrou calor e 

peróxido de hidrogênio para o clareamento de dentes não vitais (Sakaguchi & 

Hanpel, 1991). Cohen (1968) preconizou a utilização de bolinha de algodão 

embebida em peróxido de hidrogênio a 30%, ou superoxol. Em 1963, Nutting & 

Poe introduziram a técnica mediata, “walking bleach”, que utilizava peróxido de 

hidrogênio 30%-35% associado ao perborato de sódio (2NaBO2[OH]2[NH2O]) 

para clareamento de dentes desvitalizados.  

Anos mais tarde, Rotstein et al. (1993) e Weiger et al. (1993) 

preconizaram o uso isolado do perborato de sódio como agente clareador, pois, 

na presença de umidade, esse se decompõe em baixas concentrações de 

peróxido de hidrogênio e posteriormente  em oxigênio ativo, que reage com o 

material orgânico iniciando o  processo clareador. 

O peróxido de hidrogênio (H2O2) tem sido utilizado como agente 

clareador dental há mais de 100 anos (Burchard, 1898; Fisher, 1911; Hardman 

et al., 1985), e ainda é o agente de escolha na maioria dos casos. É utilizado 

tanto em dentes vitais (técnicas convencional e caseira supervisionada), quanto 
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nos não vitais (técnica imediata ou mediata) (Leonard et al., 1997; Li, 1997). 

Este, quando em contato com os tecidos, se degrada em oxigênio, responsável 

pelo clareamento, e água (Hardman et al., 1985; Dzierzak, 1991; Baratieri et 

al., 1993; Baratieri et al., 2001). 

 Em 2004, Lim et al. comprovaram a eficácia do peróxido de carbamida 

35% como clareador dental endógeno em dentes extraídos e corados 

artificialmente, apresentando resultados semelhantes aos obtidos com o 

peróxido de hidrogênio 35%. 

O sucesso do tratamento relaciona-se diretamente à habilidade da 

substância clareadora em penetrar no interior dos túbulos dentinários e reagir 

com as moléculas escurecidas (Kirk, 1889; Saquy et al., 1992). 

Vários métodos foram propostos a fim de aumentar a eficiência e 

eficácia do tratamento clareador, baseados no aumento da permeabilidade do 

agente clareador pelos túbulos dentinários. Segundo Zaragoza (1984), Abbot, 

em 1918, introduziu um instrumento aquecido para acelerar a reação química, 

(Cohen & Burns, 1997). Pashley et al. (1981), Rotstein et al. (1991) e Saquy et 

al. (1992), também, recomendaram a associação do calor. Outros métodos 

foram propostos, como o condicionamento com ácido fosfórico da estrutura 

dentária antes da inserção do agente clareador para remoção da smear layer 

(Howell, 1980; Pashley et al.,1983; Tittley et al., 1988). A aplicação de ultra-

som que fornece energia e consequente aceleração da quebra do produto 

também foi preconizada (Lacerda et al.,1986). 

Entretanto, a potencialização do agente clareador e aceleração do 

clareamento principalmente pela técnica termocatalítica tem sido questionada 

quanto a seus efeitos deletérios sobre a estrutura dental (Madison & Walton, 
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1990; Trope, 1997). Goldstein (1976) e Mondelli et al. (1984) observaram que a 

utilização de fontes de calor a fim de ativar os agentes clareadores podem lesar 

os tecidos dentários.  

Apesar da viabilidade da execução, o tratamento clareador em dentes 

desvitalizados apresenta como risco a instalação de um processo de 

reabsorção radicular externa (Dotto et al.,2000).  

 

 Reabsorção cervical externa e o clareamento endógeno 

 

A reabsorção radicular cervical é uma destruição progressiva de origem 

inflamatória, que ocorre imediatamente abaixo da inserção epitelial do dente, 

que pode ou não coincidir com a área cervical do mesmo (Andreasen, 1981; 

Makkes & Thoden, 1975). Ela pode ocorrer como uma reação retardada após 

uma agressão e, até o momento, sua etiopatogenia não é inteiramente 

compreendida.  

O cemento é o tecido que sobrepõe e protege a dentina radicular. Em 

algumas situações provocadas ou de natural deficiência, essa dentina fica 

exposta à ação reabsortiva dos osteoclastos (Gold & Hasselgren,1992; 

Hammarström & Lindskog, 1992). Diversos fatores etiológicos relacionam-se à 

ocorrência de danos na região cervical do dente. Dentre eles incluem-se o 

trauma dental, o tratamento ortodôntico, a terapia periodontal, o clareamento 

intracoronário e a ocorrência por causa idiopática (Patel et al., 2009; Heithersay 

1999). 

A infiltração dos agentes clareadores nos túbulos dentinários, atingindo o 

periodonto, pode induzir uma resposta inflamatória, e consequente reabsorção 
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cementária e dentinária na área cervical (Paiva & Antoniazzi, 1988; Teixeira et 

al., 2000; Loguercio et al., 2002). Esse risco é maior à medida que se aumenta 

a permeabilidade do agente clareador e sua penetração nos túbulos dentinários 

(Rotstein et al., 1991; Pécora et al., 1991; Dahlstron, 1993; Zalkind et al., 1996). 

Harrington & Natkin, (1979), foram os primeiros autores a sugerirem que 

os dentes despolpados, submetidos ao clareamento, poderiam apresentar 

reabsorção cervical externa alguns anos após o tratamento associado à 

utilização de uma fonte de calor ou ao trauma dental prévio.  

Um dos fatores que pode contribuir para ocorrência da reabsorção 

cervical externa após o clareamento dental é o tipo de junção cemento–esmalte 

presente no elemento dental relacionado. Essa relação pode determinar 

diretamente o maior ou menor extravasamento do material clareador para o 

tecido periodontal cervical adjacente. A junção tipo “gap” (dentina exposta), 

segundo Koulaouzidou et al. (1996), apresenta mais permeabilidade, 

permitindo maior extravasamento cervical dos agentes clareadores. 

Segundo Demarco & Garone Netto (1995) e Lado et al. (1983), a 

penetração do peróxido de hidrogênio no periodonto, através dos túbulos 

dentinários e das falhas amelo-cementárias (presentes em aproximadamente 

10% dos dentes), seria a causa principal da reabsorção externa pós 

clareamento. O extravasamento do peróxido de hidrogênio, no nível cervical, 

causa a queda brusca de pH na região, culminando com a desnaturação da 

dentina, desconhecida pelo sistema imune, sendo então, reabsorvida pelos 

osteoclastos. 

Muitos estudos procuram demonstrar essa premissa. Em um estudo 

laboratorial no qual foram realizadas leituras do pH na região da junção amelo-



22 

 

cementária durante o clareamento, Kehoe (1987) verificou a existência de uma 

leve acidez após a aplicação do agente clareador, o que induziris a atividade 

osteoclástica na região.  

De acordo com Rotstein (2000), os mecanismos pelos quais o 

clareamento dental induz danos ao ligamento periodontal e/ou ao cemento 

ainda não foram completamente elucidados. Presumivelmente, os irritantes 

químicos se difundem através dos túbulos dentinários e dos defeitos presentes 

na junção amelo-cementária, causando necrose tecidual, inflamação do 

ligamento periodontal e, finalmente, reabsorção radicular. Pires (2003) sugere 

que um pH ácido, muitas vezes presente nos sítios submetidos ao 

clareamento, é uma condição ideal para a ocorrência da reabsorção radicular, 

intermediada por hidrolases ácidas que levam a desmineralização dos tecidos. 

A possibilidade de degradação química dos tecidos que entram em 

contato com o agente clareador não deve ser descartada. Além da 

possibilidade de desencadeamento de uma reabsorção mediada 

imunologicamente, esses agentes podem levar a formação de radicais tóxicos 

entre o peróxido de hidrogênio e a dentina ou o cemento, que funcionariam 

como agentes irritantes (Demarco & Garone Netto, 1995). 

 

 Tecido ósseo e mediadores da reabsorção 

 

O osso é um tecido dinâmico que passa por constante remodelação com 

episódios de formação e reabsorção óssea ao longo da vida. O desequilíbrio 

entre esses dois fenômenos pode determinar diversas condições patológicas 

(Roodman, 1996). Os dois tipos celulares responsáveis pela remodelação 
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óssea são os osteoblastos, engajados na formação e os osteoclastos, com 

função de reabsorção óssea (Roodman, 1996; Suda et al., 1999). 

Os osteoclastos são responsáveis pela reabsorção óssea e de outros 

tecidos duros, inclusive a raiz dos dentes (Hammarström & Lindskog, 1985). 

Fonseca & Bahia (1995) descrevem os osteoclastos como as principais células 

envolvidas no processo de reabsorção cervical, pós-clareamento dental 

endógeno. Os osteoclastos, células primárias responsáveis pela reabsorção 

óssea, são diferenciadas das células progenitoras hematopoiéticas, sob a 

influência de vários hormônios, citocinas e fatores de diferenciação. Uma vez 

completamente diferenciados, os osteoclastos rapidamente morrem na 

ausência de algum fator de sobrevivência (Lee et al., 2004).  

 Semelhantemente aos osteoclastos, os odontoclastos são células 

clásticas cuja função relaciona-se a quadros patológicos que incluem 

anomalias craniofaciais, erupção dental e reabsorção radicular (Wang & 

McCauley, 2010). São células que se diferenciam de progenitores celulares 

circulantes, oriundos da polpa dental e ligamento periodontal (Sahara et al., 

1996). Essas compartilham de características dos osteoclastos como 

catepsinas K e D TRAP (fosfatase ácida resistente ao tartaráto) e 

metaloproteináses (MMP-9) (Gotz et al., 2000). Portanto, a reabsorção dental é 

determinada pela odontocasto/osteoclastogênese, e é regulada por um 

processo imune fisiológico (Wang & McCauley, 2010).  

Os osteoclastos originam-se de células hematopoiéticas precursoras da 

linhagem de monócitos/macrófagos (Teitelbaum, 2000). Interações entre o 

estroma celular dos osteoblastos e das células progenitoras de osteoclastos 

conduzem para a indução e diferenciação dos osteclastos, bem como ativação 
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dos mesmos (Suda et al., 1999). O fator de estimulação de colônias e 

macrófagos (M-CSF) e o ligante do receptor ativador do NFK-B (RANKL) 

desempenham importante papel na osteoclastogênese (Hill et al., 1998; Lerner, 

2000). RANKL é uma proteína disponível na forma transmembrana e solúvel, 

ambas produzidas principalmente no estroma celular dos osteoblastos 

(Hofbauer et al., 2000; Teitelbaum, 2000; Teitelbaum & Ross, 2003). 

Anteriormente eram proteínas consideradas linfócito T específicas, mas outras 

células como as da medula, endoteliais e condrócitos, demonstraram expressá-

la (Wong et al., 1997; Lacey et al., 1998). Agem por ligação com o receptor 

para RANKL (RANK) nas células progenitoras de osteoclastos, determinando a 

diferenciação e ativação desses (Hofbauer et al., 2000; Lerner, 2000). Segundo 

Kong et al., em 1999a, os camundongos deficientes em RANKL, por deleção 

do gene, não possuem osteoclastos e desenvolvem osteopetrose. O sistema 

RANKL/RANK é essencial para a formação de osteoclastos. O RANKL é 

também expressado em abundância por ativação dos linfócitos T; essas células 

podem de fato desencadear a osteoclastogênese, e esse mecanismo é 

provavelmente essencial na destruição das articulações, comum na artrite 

reumatóide (Kong et al., 1999b). A formação e ativação dos osteoclastos, 

nessas patologias, é regulada direta e indiretamente pelas células T CD4 + 

infiltradas nas lesões (Sato & Takayanagi, 2006). Os efeitos indiretos são, na 

maioria, mediados por citocinas inflamatórias, como TNF-α, IL-6 e IL-1, 

produzidas pelas células sinoviais como macrófagos, que induzem a expressão 

de RANKL nos fibroblastos sinoviais (Hofbauer et al., 1999; Takayanagi, et al. 

2000). Nenhuma destruição óssea não inflamatória, entretanto, pode ser 

atribuída às células Th1. Essa é uma questão importante para determinar qual 
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tipo de célula T está associada à osteoclastogênese em condições sub-

inflamatórias. Para regular a osteoclastogênese e seus efeitos, a OPG 

(osteoprotegerina) age como um receptor decoy, competindo com RANK pela 

ligação com RANKL. As variações dos níveis de RANKL/OPG controlam a 

osteoclastogênese in vivo e in vitro (Boyle et al., 2003; Teitelbaum et al., 2003). 

Diversos estudos que investigam a osteoclastogênese associada à 

resposta imune inflamatória demonstram a existência de destruição óssea 

mediada por citocinas. Citocinas como TNF-α, IL-6, TGF-β, IL-1, IL-7, IL-17, 

induzem a osteoclastogênese e a atividade de reabsorção óssea (Maruotti et 

al., 2012). Em contrapartida, citocinas como IL-4, IL-10, IL-12, IFN-γ 

desempenham o efeito contrário, inibindo a diferenciação dos osteoclastos e de 

sua atividade (Kohara et al., 2011). 

O TNF-α é uma citocina pró-inflamatória multifuncional, que possui 

numerosas funções e é produzido principalmente por monócitos e macrófagos 

ativados. É um dos principais mediadores da resposta do hospedeiro, mediada 

pelos macrófagos em resposta à toxinas bacterianas, produtos inflamatórios e 

outros estímulos invasores (Tracey & Cerami, 1993). É importante no 

recrutamento de osteoclastos, demonstrando papel central em doenças que 

apresentam reabsorção óssea, como na artrite reumatóide (Wong et al., 2009). 

Demonstrou-se que a inibição de TNF- α é efetiva no tratamento de doenças 

reumáticas (Kohara et al., 2011.). Definido como um potente fator de 

reabsorção óssea, TNF-α é responsável por estimular essa reabsorção in vitro 

(Thomson et al., 1987) e in vivo (König et al., 1988). O envolvimento do TNF-α 

tem sido associado à perda óssea periodontal, à perda de implantes 

ortopédicos e a outras formas de inflamações osteolíticas crônicas (Bingham, 
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2002). Essa citocina também pode ser produzida pelos osteoblastos, atua na 

osteoclastogênese pela ativação de NF-kB dentro de um mecanismo 

intracelular, ou pode atuar de maneira autócrina como mediador da 

estimulação de RANKL (Zou et al., 2001). Os osteoclastos induzidos por TNF-α 

na presença de IL-1 demonstraram capacidade de causar cavidades de 

reabsorção em lascas de dentina. Ambas citocinas possuem importante papel 

na reabsorção óssea, desencadeada em patologias inflamatórias (Kobayashi et 

al., 2000). Apesar de seu comprovado papel na osteoclastogênese, um recente 

estudo realizado por Maruotti et al. em 2012, questionando o papel de 

inibidores de TNF-α no tratamento de artrites crônicas, demonstrou indícios de 

que outros mediadores seriam importantes na ativação da reabsorção óssea 

nessas patologias. Portanto, apenas a terapia baseada na inibição dessa via 

não seria suficeinte. 

Como o TNF-α, a IL-6 é conhecida também por seu papel na 

osteoclastogênese e na reabsorção óssea (Kotake et al., 1996). Os efeitos da 

IL-6 são interconectados com os da IL-1 e TNF-α. Ela age estimulando a 

diferenciação do progenitor mesenquimal da linhagem osteoblástica (Taguchi 

et al., 1998), além de ser potente agente anti-apoptótico para essas células. A 

principal fonte de IL-6 no tecido ósseo é o estroma celular dos osteoblastos e 

não o dos próprios osteoclastos (Holt et al., 1996).  

A semelhança de outros mediadores de reabsorção, a IL-6 estimula a 

atividade osteoclástica e a reabsorção óssea por meios indiretos, aumentando 

as interações entre osteoblastos e osteoclastos. Essa citocina, na verdade, 

estimula a atividade osteoclástica quando associada, em cultura, com 

osteoblastos, mas não se verificou atividade de estimulação em cultura pura de 
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osteoclastos (Hattersley et al., 1988). De forma semelhante, embora os 

precursores dos osteoclastos expressem níveis muito mais elevados de 

receptores para IL-6 do que os osteoblastos, estudos indicam que receptores 

nos osteoblastos, e não nos osteoclastos, são necessários para que IL-6 

induza a diferenciação osteoclástica (Udagawa et al., 1995). A primeira ação da 

IL-6 é, portanto, estimular os osteoblastos na produção dos efeitos em cascata 

que ativam os osteoclastos entre os quais está RANKL. Os efeitos produzidos, 

portanto, podem atuar de modo parácrino, para ativar diretamente a atividade 

osteoclástica ou de modo autócrino para promover a estimulação de 

osteoblastos na produção de fatores parácrinos que imediatamente ativem os 

osteoclastos (Steeve et al., 2004). 

TNF-α, IL-1 e IL-6 são citocinas pró-inflamatórias, que estimulam a 

osteoclastogênese de forma sinérgica (Ragab et al., 2002), aumentando a 

produção de RANKL e OPG. A ação dominante dessas citocinas resulta no 

direto aumento da atividade de RANKL. Juntas, essas três citocinas regulam 

sua própria expressão, podendo agir não apenas por ação sobre o estroma 

celular, mas também diretamente sobre os osteoclastos e seus precursores. In 

vivo, os níveis de osteoclastogênese são modulados rapidamente, de acordo 

com a soma de sinais inibitórios e de ativação (Steeve et al., 2004). Lam et al., 

2001, demonstraram que TNF-α age diretamente nos precursores de 

osteoclastos, potenciando a osteoclastogênese induzida por RANKL, mesmo 

quando em níveis baixos. Sinergisticamente TNF-α e RANKL regulam o 

aumento da expressão de RANK em animais selvagens. TNF-α também 

estimula a produção de IL-6 pelos osteoclastos e osteoblastos pela ativação de 

p38MAPK, que aumenta a transcrição do fator NF-kappa B (Kurokouchi et al., 
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1998). Diversos estudos, entretanto, demonstraram que a TNF-α isolada e 

diretamente não foi capaz de induzir a reabsorção óssea pelos osteoclastos 

(Thomson et al., 1987; Azuma et al., 2000; Komine et al., 2001).  

Osteoclastos maduros e ativados expressam altos níveis de TRAP 

(fosfatase ácida resistente ao tartaráto), uma das principais substâncias com 

função de degradar matriz óssea mineralizada. Diversos estudos demonstram 

que camundongos com depleção do gene TRAP específico, desenvolvem 

menos reabsorção óssea e podem apresentar osteopetrose (Perez-Amódio et 

al., 2006). Desde que foi demonstrado que a enzima fosfatase ácida 

expressada pelos osteoclastos resistia à inibição pelo tartarato (Hammarström 

et al., 1971), TRAP foi sendo amplamente utilizada nos teste de marcação 

celular para identificar osteoclastos e seus precursores ativados 

(Schindelmeiser et al., 1989). 

Um importante mediador da osteoclastogênese, que apresenta um papel 

de certa forma ambíguo, é o TGF-β. Esta citocina é secretada por linfócitos T 

ativados, T regulatórios e monócitos estimulados por antígenos (Hahn & 

Liewer, 2007). Quando ocorre a reabsorção da matriz óssea, a alta presença 

de TGF-β estimula a proliferação dos osteoblastos e a reposição de matriz 

óssea (Martin & Sims, 2005). TGF-β controla o início e a resolução das 

respostas inflamatórias, regulando a quimiotaxia, ativação e sobrevivência de 

células imunocompetentes como os linfócitos, macrófagos e granulócitos (Li et 

al., 2006). Diversos estudos comprovam que esse mediador promove a 

osteoclastogênese induzida por RANKL, via ativação do complexo TRAF6 

(Yasui et al., 2011).  Recentemente constatou-se que o TGF- β propicia a 

osteoclastogênese, inibindo mediadores inflamatórios como IFN-γ e IL-10, que 
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essencialmente combatem a formação dos osteoclastos.  Entretanto essa 

mesma citocina suprime a osteoclastogênese, reduzindo a liberação de RANKL 

pelos osteoblastos (Fox & Lovibond, 2005). 

Para combater e/ou equilibrar a resposta pró-inflamatória e ósseo 

reabsortiva, outros mediadores como a IL-4, IL-10, IFN-γ e OPG são 

expressados em momentos oportunos. A OPG é uma proteína membro da 

família do receptor de TNF-α expressa pelos osteoblastos, que inibe fortemente 

a reabsorção óssea, ligando-se com RANKL, o que impede a ligação no seu 

respectivo receptor (RANK) e a consequente ativação da dos osteoclastos. A 

IL-4 é uma 

 citocina que, juntamente com a OPG, bloqueia o sistema RANK/RANKL, 

inibindo a inflamação e a osteoclastogênese (Wei et al., 2002; Bessis et al., 

1998). É altamente detectada em doenças como a artrite reumatoide sinovial, 

em que inibe a expressão de TNF-α, IL-1 (Miossec et al., 1992), IL-6 e 

prostaglandina E2 (PGE2) (Sugiyama et al., 1995). IL-4 não só inibe alguns 

mediadores pró-inflamatórios, mas também regula a expressão de mediadores 

anti-inflamatórios, como os do receptor antagonista de IL-1, o que revela suas 

habilidades anti-inflamatórias (Allen et al., 1993). Também a IL-4 reduz a 

reabsorção óssea (Miossec et al., 1994). Em sinoviócitos reumatóides diminui a 

produção de IL-6, potente ativador de osteoclastogênese (Sugiyama et al., 

1995).  

Outro mediador importante no combate à reabsorção óssea é o IFN-γ, 

secretado pelas células T helper tipo 1, células T citotóxicas, células 

dendríticas, células natural killer (NK) e contribui principalmente para a 

regulação da resposta imune mediada pelos linfócitos T (Dunn et al., 2006). 
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IFN-γ também estimula macrófagos a produzir óxido nítrico (NO) e a apresentar 

antígenos, constituindo um importante mecanismo de defesa contra vírus e 

bactérias (Billiau et al., 1998). Age sobre o metabolismo ósseo inibindo a 

sinalização de RANKL pela degradação de TRAF6, o que resulta na supressão 

da osteoclastogênese (Takayanagi et al., 2000; Gohda et al., 2005). Vermeire 

et al. (1997) demonstraram que camundongos deficientes de IFN-γ 

desenvolvem mais reabsorção óssea num quadro de artrite induzida. 

Entretanto, tal achado não exclui o fato de que IFN-γ desenvolve funções 

múltiplas na regulação de patologias ósseas. Em alguns momentos agudos da 

resposta imune observou-se que essa molécula indiretamente estimularia a 

formação de osteoclastos via ativação de células Th1 (Gao et al., 2007). Pode 

também induzir a expressão de M-CSF por células do estroma da medula 

óssea e dessa forma estimular a proliferação de precursores osteoclásticos 

(Lacey et al., 1995). 

Experimentos comprovam que as células T, que por hora expressam 

citocinas inflamatórias como TNF-α e IL-1, indutores de RANKL, podem 

também expressar citocinas que inibem RANKL, como IL-4, IL-10 e IFN-γ 

(Takayanagi et al., 2005). 

A interleucina 10 (IL-10), também é uma citocina regulatória do processo 

inflamatório (Hahn e Liewer, 2007), que inibe as funções de macrófagos e 

células dendríticas e a ativação dos osteoclastos, como se demonstrou em 

lesões periapicais (Stashenko et al., 1998; Kawashima & Stashenko., 1999). 

Tal mediador relaciona-se à síntese de colágeno e proliferação celular, 

mediando a polarização dos macrófagos para o subtipo 2 ( de Oliveira Mendes 

et al., 2003; Rezende et al., 2007). IL-10 inibe a osteoclastogênese RANK 
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induzida e também a cascata de sinalização de cálcio por RANK, ambos pela  

inibição da transcrição de TREM-2. Esse mecanismo diminui a ativação de 

RANKL, o que constitui uma das principais vias regulatórias da 

osteoclastogênese (Park-Min et al., 2009). 

 

Reparo das reabsorções radiculares 

  

Com a reabsorção cervical instalada é necessário instituir uma terapia 

adequada para a manutenção do elemento dental. A melhor terapêutica deve 

ser precedida de um correto diagnóstico da alteração inflamatória, utilizando-se 

exame radiográfico convencional ou mesmo tomografias computadorizadas, a 

fim de se mensurar a extensão da lesão (Patel & Dawood, 2007).  

O tratamento poderá ser: a exodontia, a extrusão (a fim de se expor a 

lesão para fora dos limites ósseos) (Fuss et al., 2003) ou a reimplantação do 

elemento (após curetagem do alvéolo), nos casos mais graves (Andreasen & 

Hjorting-Hansen, 1966). Procura-se também recuperar o defeito preenchendo-o 

com materiais restauradores definitivos, após curetagem dos tecidos 

acometidos pelo processo inflamatório (Al-Sabek et al., 2005; Fuss et al., 

2003). A regeneração tecidual guiada é um procedimento cirúrgico periodontal 

que, através do levantamento de um retalho mucoperiosteal, permite a 

exposição da superfície radicular, expondo o local da reabsorção, para a 

limpeza e restauração do defeito radicular. Esse procedimento permite a 

cicatrização do tecido ósseo adjacente (Karring et al., 1984; Nyman et al., 

1987; Fuss et al., 2003; Yilmaz et al., 2010).  
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 Diversos materiais são propostos para o selamento dessas cavidades, 

esperando-se que sejam bem tolerados pelos tecidos periodontais (Al-Sabek et 

al., 2005; Mehrvarzfar et al., 2010). Dentre esses, o Geristore® é um 

restaurador híbrido, resinoso e ionomérico, cuja utilização em preenchimentos 

radiculares subgengivais é bem indicada. É usado em reparos cirúrgicos de 

perfurações radiculares, como guia de regeneração tecidual (Abitbol et al., 

1995, 1996; Resillez-Urioste et al., 1998; Behnia et al., 2000). Analisando sua 

sensibilidade à umidade, Cho et al. (1995) verificaram que o Geristore® 

apresentou indicies menores que os cimentos convencionais de Ionômero de 

vidro. Estevez et al. (2010) em um estudo clínico de casos de reabsorção 

cervical em incisivos centrais superiores tratados com Geristore®,  obtiveram 

77,8% de sucesso, após 12 meses de acompanhamento.  

Outro cimento restaurador indicado na terapêutica desses casos é o 

MTA (agregado de trióxido mineral), que possui diversas propriedades 

favoráveis incluindo bom selamento, biocompatibilidade, efeito bactericida, 

radiopacidade, habilidade de presa na presença de sangue. É indicado para o 

capeamento pulpar, a obturação endodôntica, reparos radiculares em 

condições cirúrgicas ou não, também nas perfurações de furca (Torabinejad & 

Chivian, 1999; Barbosa Silva et al., 2008; Rezende et al., 2008; Mehrvarzfar et 

al., 2010; Torabinejad & Parirokh, 2010). Dentes perfurados e tratados com 

MTA apresentam camadas teciduais não inflamatórias e menor infiltração 

quando comparados aos com o amálgama dental, materiais restauradores 

intermediários a base de óxido de zinco e eugenol e o Super EBA (Torabinejad 

et al., 1995; Bargholz, 2005). Quanto ao selamento marginal, Mehrvarzfar et al. 

(2010) observaram valores similares, em dentes com perfuração de furca 
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tratados com o MTA e o Geristore®, que apresentaram comportamento superior 

ao do amálgama. 

A amelogenina também vem sendo indicada quando procura-se 

paralisar e promover o reparo de reabsorções invasivas, podendo associar-se a 

outros materiais restauradores como os descritos anteriormente  (Behnia et al., 

2000; Filippi et al., 2002) A amelogenina, o principal constituinte da matrix do 

esmalte, é secretada pelos ameloblastos, tendo importante papel em sua 

formação (Termine et al., 1980). Estudos anteriores demonstraram que a 

amelogenina também é expressa no tecido periodontal (Fong & Hammärstrom, 

2000). De maneira interesante foi observada uma reabsorção radicular 

significante em camundongos geneticamente deficientes para a amelogenina, 

sugerindo que essa proteína regula negativamente a reabsorção radicular 

odontoclástica (Hatakeyama et al., 2003). Além disso, a aplicação de 

Emdogain®, fonte conhecida de amelogenina, largamente utilizado na 

reparação periodontal, inibe a reabsorção em modelos de estudo animal e 

humano (Hamamoto et al., 2002; Barret et al., 2005; Yagi et al., 2009). Tem-se 

demonstrado que a amelogenina suprime, em culturas de osteoclastos, a 

formação e a expressão de RANKL (Hatakeyama et al., 2006; Nishiguchi et al., 

2007). Alguns estudos comprovam que a utilização de amelogenina, no 

reimplante de dentes avulsionados ou em processo de anquilose, reduz o nível 

de reabsorção perirradicular e controla a evolução da anquilose (Filippi et al., 

2002; Wiegand & Attin, 2008).  Apesar de serem necessários mais estudos, 

todos esses achados reforçam a hipótese de que o tratamento com 

amelogenina pode prevenir a reabsorção óssea/radicular e o número de 

odontoclastos, in vivo (Yagi et al., 2009). 
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3. Objetivos 

 

3.1 Objetivo Geral: 

 

Este estudo avaliou os efeitos dos produtos clareadores dentais, peróxido 

de carbamida 37 % e perborato de sódio P.A., bem como dos agentes 

reparadores MTA, Geristore® e Emdogain® sobre a ativação das células ósseas 

e do metabolismo deste tecido.  Esta pesquisa permitiu que se 

compreendessem parcialmente os mecanismos imunológicos envolvidos nas 

reabsorções cervicais externas induzidas pelo clareamento endógeno, bem 

como o comportamento do tecido ósseo a agentes utilizados no tratamento 

dessas reabsorções.  

. 

3.2     Objetivos específicos: 

 

3.2.1 Avaliar, por PCR em tempo real, a expressão de TNF-α, IL-6, IFN-γ, 

IL-4, RANKL pelas células ósseas, ex vivo, na presença dos agentes 

clareadores, peróxido de carbamida 37% e perborato de sódio P.A. 
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3.2.2 Avaliar, por marcação histoquímica para TRAP (fosfatase ácida 

resistente ao tartarato), a ativação de osteoclastos, na presença dos 

agentes clareadores, peróxido de carbamida 37% e perborato de sódio 

P.A. 

 

3.2.3 Avaliar, por PCR em tempo real, a expressão de TNF-α, IL-6, IFN-γ, 

IL-4, IL-10, TGF-β, RANKL, RANK e OPG, pelas células ósseas, ex vivo, 

na presença dos agentes de reparação MTA, Geristore® e Emdogain®. 
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4. Metodologia 

 

4.1 Caracterização do projeto: 

 

Este foi um estudo experimental que avaliou o efeito do peróxido de 

carbamida 37 % e perborato de sódio P.A. sobre o tecido ósseo da calvária de 

camundongos, ex vivo, no que diz respeito à produção de TNF-α, IL-6, IFN-γ, 

IL-4, RANKL, por PCR em tempo real; bem como, sobre a ativação das células 

osteoclásticas, através da marcação histoquímica para TRAP (Fosfatase ácida 

tartarato resistente). Adicionalmente este estudo avaliou também por PCR em 

tempo real a expressão, ex vivo, de TNF-α, IL-6, IFN-γ, TGF-β, IL-4, IL-10, 

RANKL, RANK e OPG, pelo osso da calvária de camundongos onde foram 

realizadas “feridas” ósseas e estas imediatamente foram tratadas com MTA, 

Geristore® e Emdogain®.   

 

4.2 Plano amostral 

  

Utilizaram-se camundongos C57BL/6 para realizar ensaios em suas 

calvárias, com a injeção de agentes clareadores e tratamento com reparadores 

utilizados no clareamento dental e no tratamento das reabsorções cervicais 

externas, respectivamente. Os animais foram sacrificados em dois momentos 

distintos, 7 e 14 dias (para os agentes clareadores) e 14 e 21 dias (para as 
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substâncias reparadoras), quando as calotas cranianas foram removidas, 

maceradas, o RNA extraído e, posteriormente, a expressão gênica das 

citocinas foi detectada por PCR em tempo real. Nos animais em que se 

inocularam os agentes clareadores, avaliou-se também a ativação de 

osteoclastos pelo teste histológico para TRAP.  

O estudo foi composto pelos seguintes grupos: 

 

Agentes clareadores: 

 Grupo I - 7 dias (grupo controle negativo - H2O estéril);  

 Grupo II - 7 dias (Peróxido de hidrogênio 20 Volumes - H2O2 

20V); 

 Grupo III - 7 dias (Peróxido de carbamida 37% - PC); 

 Grupo IV - 7 dias (Perborato de Sódio P.A + Peróxido de 

hidrogênio 20 Volumes – PS + H2O2 20V ) 

 Grupo V -14 dias (grupo controle negativo - H2O estéril);  

 Grupo VI – 14 dias (Peróxido de hidrogênio 20 Volumes - 

H2O2 20V); 

 Grupo VII – 14 dias (Peróxido de carbamida 37% - PC); 

 Grupo VIII – 14 dias (Perborato de Sódio P.A + Peróxido de 

hidrogênio 20 Volumes – PS + H2O2 20V ) 

 

Agentes reparadores: 

 Grupo A -14 dias (grupo controle negativo – frasco eppendorf 

cortado vazio);  

 Grupo B – 14 dias (MTA) 
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 Grupo C – 14 dias (Geristore®)  

 Grupo D – 14 dias (Emdogain®) 

 Grupo E -21 dias (grupo controle negativo – frasco eppendorf 

cortado vazio);  

 Grupo F – 21 dias (MTA) 

 Grupo G – 21 dias (Geristore®)  

 Grupo H – 21 dias (Emdogain®) 

 

4.3 Fármacos utilizados 

 

Utilizou-se o Peróxido de Carbamida 37 % (FGM, Joinvile, SC, Brasil), o 

perborato de sódio P.A. (Lenza Farmacêutica, Belo Horizonte, MG, Brasil), o 

peróxido de hidrogênio numa concentração de 20 Volumes (Lenza 

Farmacêutica, Belo Horizonte, MG, Brasil). O perborato de sódio foi 

manipulado com peróxido de hidrogênio 20 Volumes (1:1) a fim de formar-se 

uma pasta injetável. O Peróxido de Hidrogênio [20 V] foi testado 

individualmente para avaliar seus efeitos sobre o metabolismo ósseo, uma vez 

que foi utilizado como solvente do perborato de sódio. A água destilada estéril 

foi utilizada como controle negativo. 

 Foram utilizados também o cimento MTA Bios® (Ângelus, Londrina, PR, 

Brasil), o restaurador Geristore® (Den-Mat Corporation, Santa Maria, CA) e 

Emdogain® (Straumann, Suiça), todos manipulados de acordo com as 

instruções dos respectivos fabricantes em condições de esterilidade. 
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4.4 Animais 

 

Utilizaram-se camundongos C57BL/6 com idade entre 8 e 10 semanas 

adquiridos do CEBIO (Centro de Bioterismo da Universidade Federal de Minas 

Gerais, Belo Horizonte, MG, Brasil). Esses animais foram mantidos em biotério 

com barreiras, controle dos ciclos de luz, comida e água ad libitum.  Cada 

grupo foi constituído por cinco animais para os experimentos com agentes 

clareadores e sete animais para os experimentos com os agentes reparadores, 

totalizando-se 136 camundongos. O protocolo desse experimento foi 

autorizado pelo comitê de ética e pesquisa em animais (CETEA – UFMG, 

protocolo n°178/2007). 

 

4.5 Anestesia 

 

Todos os animais estiveram sob anestesia geral durante os 

procedimentos operatórios. Por via intraperitoneal preparou-se uma solução 

contendo 60mg/kg de hidroclorato de ketamina (Dopalen, Vetbrands- Divisão 

de Saúde Animal, Jacareí, SP, Brasil) e 20mg/kg de xilazina (Anasedan, 

Agribands do Brasil Ltda., Paulínia, SP, Brasil). Desta solução foi administrado 

um volume de 1-1,5µL/g de peso corpóreo do animal. 

 

 

 

 

 

Fig. 01- Anestesia intraperitoneal 
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4.6 Procedimentos cirúrgicos utilizados na inoculação dos Agentes 

Clareadores 

 

Os camundongos tiveram suas cabeças raspadas na área situada entre 

a linha dos olhos e das orelhas (vide figura 02), utilizando-se lâminas de aço 

inoxidável (Gillete-Procter e Gamble do Brasil, Campo Alegre-RJ, Brasil). Em 

seguida 40 µl dos agentes em teste foram injetados no centro da área 

despelada, abaixo da pele, rompendo-se o periósteo da calvária. Utilizou-se 

nesta etapa seringas de 1,0 ml com agulhas de 0,38 X 13 / 27,5 G (BD 

PlastipaK, São Paulo, SP, Brasil). 

No 7º e 14º dias após as inoculações os animais foram sacrificados por 

deslocamento cervical e, imediatamente após, a região submetida ao 

tratamento foi dissecada.  Utilizando-se fresa nº ¼ (KG-Sorensen, Barueri, SP, 

Brasil) acoplados em peça de mão e motor elétrico (Driller, São Paulo, 

SP,Brazil) extraiu-se as áreas de osso da calvária, tendo a mesma uma área 

média de 4 X 5 mm (vide figura 02). Partes das peças cirúrgicas foram 

armazenadas em solução de Trizol (GIBCO BRL Laboratories, Grand Island, N. 

Y., EUA) ou fixadas em solução de formalina 10 % (Merck,Darmstadt, 

Germany).  

 

(A) (B) 
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4.7 Procedimentos cirúrgicos utilizados na experimentação dos 

Agentes reparadores.  

 

A cabeça do camundongo foi incisada em sua linha média utilizando-se 

lâminas de bisturi estéril (Solidor®, São Paulo, SP, Brasil). Em seguida, com 

uma ponta adiamantada esférica nº 8 (KG-Sorensen, Barueri, SP, Brasil) 

acoplados em peça de mão e motor elétrico (Driller, São Paulo, SP,Brazil) 

provocou-se uma “ferida”, rompendo-se o periósteo e a cortical superficial da 

calvária. Posteriormente cada agente reparador foi inserido em frascos 

eppendorf (0,5 ml) seccionados a dois milímetros de sua extremidade inferior, 

Fig. 02- (A-D) Acima sequência de preparo da calvária até inoculação dos agentes 
clareadores. (E-F) Abaixo dissecação e demarcação da área de extração. 
 

(C) (D) 

(E) (F) 
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(vide figura 03), e colocados sobre a ferida óssea. Este procedimento permitiu 

que se padronizasse a área de contato do material com o tecido ósseo, além 

de impedir o deslocamento dos materiais. Suturou-se os tecidos moles 

utilizando-se fio de mononylon agulhado n° 6-0 (Ethicon – Johnson & Johnson, 

São José dos Campos, SP, Brasil). 

Ao final de 14 e 21 dias, os animais foram sacrificados por deslocamento 

cervical e a região tratada foi dissecada.  Utilizando-se fresa nº ¼ (KG-

Sorensen, Barueri, SP, Brasil) acoplados em peça de mão e motor elétrico 

(Driller, São Paulo, SP,Brazil) extraiu-se as áreas de osso da calvária expostas 

(vide figura 04) aos agentes em teste e as armazenou em solução de Trizol 

(GIBCO BRL Laboratories, Grand Island, N. Y., EUA). 

 

 

 

 

 
(C) 

(A) (B) 

(D) 
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Fig. 03- (A) Dissecação da cabeça; (B) “Ferida” óssea provocada; (C) Agente 
reparador sendo colocado na ponta do frasco eppendorf; (D) Posicionamento sobre a 
“ferida”; (E) Sutura realizada. 

(E) 

(A) (B) 

(C) 

Fig. 04- (A) Vista pós-cicatrização; (B) Abertura pós-cicatrização; (C) Extração do osso 
exposto ao agente. 
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4.8 Procedimentos para análise de PCR em Tempo Real 

 

Extração do RNA 

As amostras armazenadas em Trizol foram trituradas em aparelho 

elétrico (IKA T10 basic – Merse – SP, Brasil) e, sequentemente, foi adicionado 

200μL de clorofórmio. Em seguida, as amostras foram centrifugadas por 15 

minutos a 12,000 x g a 4ºC. A fase aquosa foi transferida para outro eppendorf, 

adicionando-se 250 μL de isopropanol (Merck, São Paulo). A mistura foi 

incubada na estufa BOD (Q-315D, Quimis®) a 25ºC, por 15 minutos e 

centrifugada por 10 minutos a 12,000 x g a 4ºC promovendo-se a precipitação 

do RNA. O sobrenadante foi descartado e com 250μL de etanol 75% lavou-se 

do RNA precipitado. Para se obter o pelet, vortexou-se e centrifugou-se o 

eppendorf a 10,000 x g a 4ºC por 15 minutos. Descartou-se o sobrenadante e 

emborcando-se os eppendorfs por 15 minutos em média para o escoamento de 

todo o líquido. Em seguida, adicionou-se 25μL de água de alta qualidade 

tratada com DEPC (dietil pirocarbonato, SIGMA® Chemical Co., Louis, MO, 

EUA).  

 

Quantificação do RNA 

O mRNA de cada amostra foi quantificado duplamente em 

espectofotômetro (Nanodrop® /ND 1000 Wilmington-Delaware, EUA) com 

comprimento de onda 260/280 OD. 
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Síntese do cDNA 

Sintetizou-se o cDNA pela transcrição reversa, utilizando-se 1 μg de 

RNA, seguindo-se o protocolo descrito por Silva et al. (2008). As condições 

padrão da reação no termociclador foram: 

1) 70oC por 5 min. 

2) 4°C por 5 min. 

3) pausa para adição da enzima. 

4) 23°C por 5 min. 

5) 37°C por 1h. 

6) 90°C por 5 min. 

 

PCR Real Time  

As sequências de primers utilizadas para a detecção das citocinas 

encontram-se na tabela 1:  

Iniciadores Sequência 5’- 3’ BP 

HPRT FW: GTTGGATACAGGCCAGACTTTGTT 

      RV:GATTCAACTTGCGCTCATCTTAGGC 

162 

TNF- α FW: ATCTTCTCAAAATTCGAGTGACCA 

        RV: TGGAGTAGACAAGGTACAACCC 

171 

RANK         FW: GTCTTCTGGAACCA TCTTCTCC 

RV: CACAGACAAATGCAAACCTTG 

136 

RANKL FW: CATCCCATCGGGTTCCCATAA 

      RV: CCTTAGTTTTCCGTTGCTTAACGAC 

103 
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OPG FW: TCAAGTGCTTGAGGGCATAC 

RV: TGGAGATCGAATTCTGCTTG 

225 

IFN-γ FW: CAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 

RV: TGGCTCTGCAGGATTTTCATG 

90 

TGF- β FW: TGACGTCACTGGAGTTGTACG 

RV: GGTTCATGTCATGGATGGTGC 

169 

IL-10 FW: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 

RV: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 

190 

IL-4 FW: ACAGGAGAAGGGACGCCAT 

RV: GAAGCCCTACAGACGAGCTCA 

94 

IL-6 FW: GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 

RV: ACCTGCTCCACTGCCTTGCT 

          190 

 

 As reações de PCR em tempo real foram realizadas utilizando-se 

o Step One Real-time PCR System (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA), empregando-se o SYBR-Green detection system (Applied 

Biosystems). O gene hypoxanthine phosphoribosyltransferase (HPRT) foi 

amplificado e utilizado para normalizar os níveis de expressão do mRNA. 

Todas as amostras foram corridas em duplicata em um volume de reação de 

20 μl com 1 μg do cDNA. Utilizou-se o Sequence Detection Software version 

v 2.0 (Applied Biosystems) na análise dos dados após a amplificação. Os 

resultados foram obtidos como valores do limiar do ciclo (threshold cycle - 

Ct), que representa quantas vezes cada sinal de fluorescência passa por um 

limiar fixo. Os níveis de expressão foram calculados pelo método do ΔΔCt. 

Os valores de Ct são a média de duas medidas independentes, e os níveis 

de expressão do mRNA das amostras são a razão entre a expressão do 
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gene de interesse e o HPRT. Todos os dados foram analisados utilizando-se 

o SPSS statistical program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Os resultados de 

expressão gênica nos grupos experimentais são apresentados em razão do 

resultado observado no grupo controle negativo: devendo-se, assim, 

considerarem-se como indução, os valores de expressão maiores e 

diferentes de um e como inibição, os valores menores e diferentes de um.   

 

 

4.9 Análise Histológica (experimento com agentes clareadores) 

 

As amostras, após fixadas, foram descalcificadas em solução de EDTA a 

10% (Merck,Darmstadt, Germany), durante 7 dias. Após inclusão e 

seccionamento dos cortes, realizou-se colorações pela técnica da Hematoxilina 

e Eosina a fim de padronizar a presença de osteoclastos nos cortes. A análise 

da atividade da fosfatase ácida tartaráto-resistente (TRAP), foi detectada 

utilizando-se o kit para fosfatase ácida específica para leucócitos (Sigma 

Aldrich, St.Louis, MO, USA). Os cortes foram corados com a solução de TRAP 

durante uma hora, a 37ºC e, em seguida, contra coradas com hematoxilina tipo 

Mayer`s. Foram contados os campos sobre a superfície óssea dentro da área 

reabsorvida, além de um campo anterior e outro posterior a esta. As células 

multinucleadas apresentando coloração entre o vermelho escuro e o roxo, 

foram consideradas TRAP positivas.  
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4.10 Análise estatística 

 

 Todos os dados obtidos foram analisados utilizando-se o SPSS 

statistical program (SPSS Inc., Chicago, IL, USA). Neste foram analisados 

pelos métodos não paramétrico de Mann-Whitney e Kruskal Wallis e pela 

análise de variância (Two way - ANOVA). Os resultados foram considerados 

significativos, quando p<0,05. 
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5. Resultados  

 

 5.1 Agentes clareadores 

 

Avaliou-se, neste estudo, a atividade das células ósseas em resposta à 

inoculação das substâncias clareadoras peróxido de carbamida 37% (PC) e 

perborato de sódio P.A. + peróxido de hidrogênio 20 volumes (PS + H2O2 20 V) 

no osso da calvária de camundongos. Avaliou-se também a atividade, induzida 

pela administração do peróxido de hidrogênio 20 volumes (H2O2 20V). Para tal, 

utilizou-se o método de marcação histoquímica sobre a enzima fosfatase ácida 

resistente ao tartaráto (TRAP) no 7º e 14º dias após a inoculação dos 

respectivos agentes clareadores.  Inoculou-se água destilada estéril nos 

camundongos que compuseram o grupo controle negativo. 

No sétimo dia após a inoculação, o PS + H2O2 20 V bem como o H2O2 

20V induziram um maior número de células TRAP+. Neste mesmo momento, 

apesar do PC ter induzido uma menor ativação de osteoclastos, este agente 

estimulou uma contagem celular aproximadamente seis vezes maior do que o 

grupo tratado com água destilada (p<0,05). No 14º dia, verificou-se um 

significativo aumento da ativação celular no grupo inoculado com PC e, uma 

significante queda na contagem de células TRAP+ nos animais inoculados com  

PS + H2O2 20 V (Figura 05). Por sua vez, neste mesmo período, não se 

alteraram o número de células TRAP+ no grupo com H2O2 20V (p<0,05). 

Utilizando-se os mesmos agentes clareadores, em outra etapa 

experimental realizada nas mesmas condições de inoculação e tempo 
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anteriormente descritas, avaliou-se a expressão gênica das citocinas RANKL, 

TNF-α, IL-6, INF-γ e IL-4 por meio do PCR em tempo real. Observou-se que a 

expressão de mRNA do RANKL em resposta ao H2O2 20V, bem como ao PC, 

foi similar nos dois momentos avaliados (p>0,05). Por sua vez, observou-se 

uma expressão significativamente maior no 7º em relação ao 14º dia, no grupo 

tratado com o PS + H2O2 20 V (p<0,05) (Figura 06). Ao se comparar os grupos 

entre si, observou-se que a expressão do RANKL no 7º dia foi estatisticamente 

significante no grupo tratado com PS + H2O2 20 V em relação aos dois outros 

grupos (p<0,05). No 14º dia, contudo, o PS + H2O2 20 V induziu uma menor 

expressão de RANKL em relação demais agentes (p<0,05).  

 

 

 

Fig.05 - Número de células TRAP positivas. ¥, º, §, #, + indicam resultados estatisticamente 
diferentes (p<0,05). 

TRAP Cels 
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No 7º dia, a expressão gênica de TNF-α em resposta ao PS + H2O2 20 V 

e à H2O2 20 V foi menor do que aquela nos grupos tratados com PC. No 14º 

dia, ambos PS + H2O2 20 V e a H2O2 20 V induziram um aumento na 

expressão de TNF-α, com destaque para o H2O2 20 V que foi 

aproximadamente trinta vezes maior que aquela observada no 7º dia. Quanto 

ao PC observou uma redução na expressão de TNF-α no 14º em relação ao 7º 

dia(p<0,05) (Figura 07). 

 

 

Fig.06 - Expressão do mRNA de RANKL. * indica resultados estatisticamente diferentes 
(p<0,05). 

Fig.07 - Expressão do mRNA de TNF-α. * indica resultados estatisticamente diferentes 
(p<0,05). 
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Todos os agentes avaliados induziram aumento da expressão de IL-6 

quando comparados os dois períodos de avaliação (14º e 7º dias) (p<0,05), 

com destaque para alta indução estimulada pelo PC. Observou-se também, 

que a indução do mRNA de IL-6 promovida pelo PC foi estatisticamente maior 

que aquelas promovidas pelos H2O2 20 V e PS + de H2O2 20V (p<0,05). Estes 

dois últimos agentes clareadores, em ambos os tempos, induziram expressões 

semelhantes IL-6 (Figura 08).  

 

 

A indução da expressão gênica de IFN-γ foi estatisticamente maior no 

14º em relação ao 7º dia para todos os agentes avaliados (p<0,05), com 

destaque mais uma vez para a ação do PC, que elevou esta expressão em 

aproximadamente vinte vezes (Figura 09).  

Fig.08 - Expressão do mRNA de IL-6. * indica resultados estatisticamente diferentes 
(p<0,05). 
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Observou-se no 7º dia após a inoculação que o grupo tratado com PC foi 

aquele no houve a maior expressão do mRNA de IL-4, aproximadamente duas 

vezes maior que a expressão induzida pelos dois outros agentes. Ao se 

comparar os dois períodos de avaliação, observou-se que apenas os animais 

tratados com a H2O2 20 V apresentaram um aumento estatisticamente 

significativo quanto a expressão do mRNA de IL-4 (p<0,05) (Figura 10).  

 

 

Fig.09 - Expressão do mRNA de IFN-γ. * indica resultados estatisticamente diferentes 
(p<0,05). 

Fig.10 - Expressão do mRNA de IL-4. * indica resultados estatisticamente diferentes 
(p<0,05). 
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Finalmente, sintetizamos os resultados na tabela 1, onde se torna claro 

os efeitos de cada agente clareador sobre a expressão das diversas citocinas, 

nos dois tempos avaliados (7º e 14º dias).  

 

 

 

 

 

 

5.2 Agentes reparadores 

  

Utilizando-se agentes reparadores comumente selecionados para o 

tratamento de reabsorções cervicais inflamatórias induzidas por agentes 

clareadores, avaliou-se a expressão gênica das citocinas RANKL, TNF-α, IL-6, 

INF-γ e IL-4, por meio do PCR em tempo real. Os agentes reparadores 

selecionados foram o MTA, o Geristore® e o Emdogain®, que foram aplicados 

em “feridas” cirúrgicas realizadas na calvária de camundongos. As análises 

Tabela 01- Efeito dos agentes clareadores sobre a expressão das citocinas.  Os resultados 
de indução destacados em vermelho indicam diferença estatística entre 7° e 14° dias 
(p<0,05). *, #, °, §, ¥, indicam diferenças estatísticas na comparação entre os agentes 
(p<0,05). 

Agentes Clareadores X Expressão de Citocinas 
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foram procedidas em dois diferentes períodos: 14º e 21º dias após a aplicação 

dos respectivos agentes reparadores. 

 Observou-se que a expressão do mRNA de RANKL, RANK e OPG foi 

estatisticamente aumentada (p<0,05) do 14º para o 21º dia quando se aplicou 

os agentes reparadores Emdogain® e MTA. Por outro lado o Geristore® não 

alterou a expressão basal destes mediadores no mesmo período de avaliação.   

 

 

 

 

 

Fig.11 - Expressão do mRNA de RANKL. *, A, 1, 2 indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 

Fig.12 - Expressão do mRNA de RANK. *, A, 1, 2 indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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No que diz respeito à expressão do mRNA de TNF-α, observou-se que o 

Emdogain® estatisticamente aumentou sua expressão (p<0,05), do 14º para 

o 21º dia, e que o MTA não alterou a expressão basal dessa citocina. Por 

sua vez, verificou-se que a elevada expressão estimulada pelo Geristore® no 

14º dia, estatisticamente reduzia no 21º dia (p<0,05) (Figura 13). 

 

 

As expressões do mRNAs de IL-6, das citocinas reguladoras TGF-β e IL-10, 

da citocina do tipo 2, IL-4 e do IFN-γ, foram estatisticamente aumentadas pelos 

Fig.14 - Expressão do mRNA de TNF-α. *, A, 1, 2 indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 

Fig.13 - Expressão do mRNA de OPG. *, A indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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agentes Emdogain® e MTA do 14º para o 21º dia. Por sua vez, o Geristore® 

estatisticamente reduziu a expressão da IL-6, do TGF-β e da IL-4 (p<0,05), 

enquanto manteve os níveis basais da IL-10 e do IFN-γ nos mesmos períodos 

(Figuras 13, 14, 15, 17, 18 e 19).   

 

 

 

 

A expressão do mRNA de OPG foi inibida pelos três agentes no  

 

 

 

Fig.15 - Expressão do mRNA de IL-6. *, A, 1, 2 indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 

Fig.16 - Expressão do mRNA de TGF-β. *, A, 1, 2 indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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Fig.17 - Expressão do mRNA de IL-10. *, A, 1, 2 indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 

Fig.18 - Expressão do mRNA de IL-4. *, A, 1, 2 indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 

Fig.19 - Expressão do mRNA de IFN-γ. *, A indicam resultados 
estatisticamente diferentes (p<0,05). 
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Na tabela 2, sintetizamos os resultados, onde se torna claro os efeitos de 

cada agente reparador sobre a expressão das diferentes citocinas, nos dois 

tempos avaliados (14º e 21º dias). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Tabela 02- Efeito dos agentes reparadores sobre a expressão das citocinas.  Os resultados 
de indução destacados em vermelho indicam diferença estatística entre 7° e 14° dias 
(p<0,05). * indica diferenças estatísticas na comparação entre os agentes (p<0,05). 

Agentes Reparadores X Expressão de Citocinas 
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6. Discussão 

 

Durante anos buscaram-se materiais que apresentassem baixos efeitos 

colaterais sobre os tecidos adjacentes, e que promovessem o clareamento dos 

dentes que apresentam alteração cromática. A estética dental hoje atinge 

níveis de preocupação e sofisticação que não deixam dúvida a respeito da 

importância desses procedimentos. Embora eficientes quanto ao aspecto 

estético, as técnicas de clareamento ainda apresentam graus variáveis de 

toxicidade e muitas vezes levam ao desenvolvimento de reabsorção cervical 

inflamatória. Diante dos poucos trabalhos com foco nas respostas imunológicas 

envolvidas na evolução e regressão desta patologia, avaliamos, neste estudo, 

os efeitos da aplicação de agentes clareadores tradicionalmente utilizados na 

clínica, bem como os de agentes reparadores utilizados no tratamento destas 

alterações sobre tais respostas.  

Neste estudo utilizou-se, para a indução de reabsorção óssea, o modelo 

de inoculação subperiosteal sobre a calvária de camundongos, descrito por 

Chiang et al., (1999). Esse modelo possibilitou o estudo  das alterações 

inflamatórias induzidas pelos agentes clareadores endógenos no tecido ósseo. 

Sua utilização para esse fim é inédita, o que de certa forma dificulta a 

formulação de uma discussão comparativa. 

Os osteoclastos ativados expressam a  TRAP (Fosfatase ácida resistente 

aos tartaráto), que é uma enzima que degrada o tecido ósseo e seus 

constituintes (Zaidi et al., 1989; Moonga et al., 1990). Essa fosfatase ácida 
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resiste à inibição pelo tartaráto. Sua marcação em cortes histológicos é 

realizada para se determinar a presença de osteoclastos ativados e seus 

precursores (Hayman et al., 2001). Neste estudo, para se padronizar a 

presença de osteoclastos nos cortes histológicos, primeiramente eles foram 

corados com Hematoxilina-Eosina, permitindo que se visualizassem 

microscopicamente as áreas de reabsorção óssea, confirmando-se a presença 

dos osteoclastos. Após esse procedimento, cinco cortes sucessivos foram 

corados para TRAP, selecionando-se o mais central para contagem. 

Consideraram-se todos os campos dentro da área de reabsorção, além de um 

campo anterior e um posterior.  

Observou-se que todas as substâncias clareadoras aplicadas sobre a 

calvária dos camundongos induziram a presença de osteoclastos TRAP+ em 

maiores proporções que quando se aplicou água destilada. O perborato de 

sódio associado ao peróxido de hidrogênio 20V (PS+ H2O2 20V) e peróxido de 

hidrogênio 20V (H2O2 20V) induziram de maneira semelhante a diferenciação 

de osteoclastos TRAP+ após sete dias de sua inoculação, o que sugere que 

tais efeitos se deve ao H2O2 20V.  Nesse mesmo período, o peróxido de 

carbamida 37% (PC) induziu um número menor de células TRAP+ que os dois 

agentes descritos anteriormente. Contudo, no 14º dia, observou-se uma 

redução do número de células TRAP+ no grupo tratado com a associação (PS+ 

H2O2 20V)  e maior marcação TRAP+ no grupo tratado com o peróxido de 

carbamida. Tal fato sugere que os efeitos do peróxido de carbamida 37% sobre 

a diferenciação de osteoclastos ocorre mais tardiamente que o promovido pelo 

perborato de sódio associado ao peróxido de hidrogênio 20V e pelo peróxido 

de hidrogênio 20V. No 14º dia observou-se, também que o PS+H2O2 20V 
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reduziu a ativação dos osteoclastos enquanto o H2O2 20V manteve o alto 

número de osteoclastos ativos, sugerindo que o H2O2 20V utilizado nessa 

associação foi consumido ou neutralizado pelo PS. Sabe-se que a quebra do 

perborato de sódio se dá de forma lenta, podendo assim influir na liberação de 

peróxido de hidrogênio também (Rotstein et al. 1993). De acordo com os 

resultados deste estudo, Baek et al. (2010) também observaram uma relação 

dose-efeito entre a administração de peróxido de hidrogênio e o número de 

células TRAP+, em culturas de células mononucleares de médula.  

Após a observação de que os agentes clareadores eram capazes de 

induzir a diferenciação de osteoclastos (TRAP+), este estudo avaliou a 

expressão de citocinas, por PCR em tempo real, nos tecidos adjacentes. 

RANKL é um mediador com ação chave na osteoclastogênese, 

especificamente na ativação dos osteoclastos (Teitelbaum et al., 2003). 

Curiosamente, neste estudo, a expressão gênica de RANKL correlacionou-se 

com a obtida na marcação para TRAP, quanto aos agentes: PS+H2O2 20V e 

H2O2 20V. Destaca-se que a alta expressão dessa citocina induzida por 

PS+H2O2 20V,  no sétimo dia, e a grande queda, obervada no 14° dia, 

coincidem com a marcação de osteoclastos TRAP+, encontrado previamente. 

Nesse aspecto, Pi et al. (2007) demonstraram uma correlação positiva entre a 

expressão de RANKL e a administração de H2O2. Possivelmente a alta 

disponibilidade de peróxido de hidrogênio (7º dia) na associação PS+H2O2 20V 

foi responsável tanto pela elevada expressão gênica de RANKL, quanto pela 

alta diferenciação de células TRAP+ no mesmo período. A elevada expressão 

gênica dessa citocina parece ter sido causada pela ação direta do H2O2 20V 
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em associação ao PS, pois ela não se correlacionou com a expressão das 

outras citocinas pró-inflamatórias e osteoclastogênicas, TNF-α e IL-6. 

O TNF-α é uma citocina multifuncional produzida por macrófagos ativados 

durante a inflamação (Ragab et al., 2002, Steve et al., 2004). É considerada 

uma das principais citocinas osteoclastogênicas (Zou et al., 2001). No presente 

estudo, sua expressão gênica, no 7º dia, induzida pelo PS+H2O2 20V e H2O2 

20V, foi menor do que a dos grupos tratados com PC. Contudo, tal resultado se 

inverte tardiamente, destacando-se a alta expressão de mRNA de TNF-α  nos 

animais inoculados com H2O2 20 V, no 14º dia, o que demonstra o alto poder 

citotóxico do H2O2 20 V. Clinicamente, observou-se que os camundongos que 

receberam inoculações com H2O2 35% (aproximadamente 6 X mais 

concentrado que o H2O2 20 V) tiveram morte instantânea. Olhados esses 

resultados em conjunto, infere-se que a alta indução de TNF-α seria a 

responsável pelo quadro de choque séptico que levaria a óbito aqueles 

animais, como previamente demonstraram (Bhola et al., 2000; Lomas-Neira et 

al., 2012). Assim os resultados observados neste estudo devem ser 

considerados durante os procedimentos clínicos, uma vez que o peróxido de 

hidrogênio parece permanecer atuando tardiamente nos tecidos. A 

administração direta ou a liberação rápida do mesmo nos tecidos, portanto, 

deve ser evitada. 

A IL-6 é uma citocina com importante função na estimulação de 

progenitores mesenquimais da linhagem osteoblástica, além de ser potente 

inibidor da apoptose celular (Ragab et al., 2002; Steve et al., 2004). Ao agir 

diretamente sobre a osteoclastogênese promove a reabsorção óssea. 

Mecanismos de ativação indireta, aos quais RANKL participa, também são 
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associados à IL-6 (Steeve et al., 2004).  Observou-se neste estudo que a 

expressão do mRNA de IL-6 foi induzida por todos agentes após  o 14º dia de 

inoculação, com destaque para a promovida pelo PC. Este resultado 

correlaciona-se com o aumento da ativação osteoclástica observada no teste 

de marcação para TRAP, no mesmo período.  

Enquanto os mediadores RANKL, TNF-α e IL-6 se inter-relacionam, 

coordenando positivamente a osteoclastogênese, o IFN-γ age de maneira 

inversa. O IFN-γ, principalmente aquele originado das células T, inibe a 

sinalização de RANKL, suprimindo a osteoclastogênese (Takayanagi et al., 

2000; 2005). A indução da expressão gênica de IFN-γ foi estatisticamente 

maior no 14º que no 7º dia, para todos os agentes avaliados (p<0,05), com 

destaque para a alta indução promovida pelo PC. Provavelmente essa alta 

expressão, foi um mecanismo de “feedback negativo”, que buscou equilibrar os 

efeitos pró-osteoclastogênicos induzidos por aquele agente, tal qual 

demonstraram anteriormente (Takayanagi et al., 2005; Zheng et al., 2006). 

Esse resultado também é corroborado pela redução do número de células 

TRAP+, no mesmo período, em resposta ao tratamento com PS+H2O2 20V. Por 

outro lado, Saidenberg-Kermanac’h et al. (2004) sugeriram que o IFN-γ, 

isoladamente, não seria capaz de inibir os moduladores pró-

osteoclastogênicos. 

A inibição da osteoclastogênese pode também ser mediada pela ação da 

IL-4. Esta citocina inibe a expressão de: TNF-α, IL-1, IL-6, IL-11 e bloqueia a 

via RANK/RANKL (Taki et al., 2000; Wei et al., 2002; Cheng et al., 2011). 

Saidenberg-Kermanac’h et al.(2004) demonstraram que a IL-4 induz e age 

sinergisticamente com a OPG (osteoprotegerina), prevenindo a perda óssea, 
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além de estimular a secreção de IFN-γ. De forma interessante, observou-se 

que a inoculação de H2O2 20V, induziu uma alta expressão gênica de IL-4 no 

14° dia, correlacionada  a uma alta expressão de mRNA das demais citocinas 

pró-inflamatórias, RANKL, TNF-α e IL-6, no mesmo período. Provavelmente 

essa alta expressão foi um mecanismo compensatório para equilibrar  a alta 

resposta pró-inflamatória induzida pelo H2O2 20V. Os demais agentes, 

PS+H2O2 20V e PC, induziram respectivamente, níveis basais  e discreta 

expressão gênica dessa citocina. 

Pôde-se observar  que a expressão de mRNA de mediadores pró-

inflamatórios e pró-osteoclastogênicos, em resposta à inoculação de H2O2 20V,  

foi condizente com a alta ativação de osteoclastos (TRAP+).  Apesar do H2O2 

não ser utilizado isoladamente como clareador endógeno nesta concentração 

(20 Volumes), sua inclusão no modelo de estudo foi necessária, porque o 

mesmo foi associado ao PS (perborato de sódio)  para sua solubilização, 

conforme procedimento clínico padrão. Mesmo sendo essa associação 

(PS+H2O2 20V) descrita como uma técnica para o clareamento intracoronário, 

inicialmente desejávamos analisar os efeitos isolados do PS e, para tal 

procuramos dissolvê-lo em água destilada. Essa mistura, porém, não 

apresentou a consistência que possibilitasse sua inoculação na calvária dos 

camundongos por meio de cânulas e seringas. Pode-se observar (Tabela 1) 

que os efeitos do H2O2 20V se assemelharam àqueles do PS+H2O2 20V na 

expressão das citocinas avaliadas, no 7º e 14º dias. A única excessão 

percebida, se relaciona à expressão da IL-4 no 14º dia, onde o primeiro a 

induziu e o segundo não a alterou. A menor expressão de mRNA das 

diferentes citocinas quanto induzidas pelo PS+H2O2 20V em relação ao H2O2 
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20V, talvez se relacione ao observado por Lee et al. (2004). Eles 

demonstraram que a concentração de H2O2 no meio extra-celular de dentes 

tratados com a mistura de perborato de sódio (PS) e água é significantemente 

menor que no grupo de dentes tratados com a H2O2 35 %. Estando o peróxido 

de hidrogênio em menor quantidade na associação do que quando isolado, o 

perborato de sódio dominaria, num segundo momento a ativação celular. Já foi 

relatado ao longo deste estudo que o perborato de sódio ao se degradar 

promove uma liberação mais lenta de peróxido de hidrogênio (H2O2).  

Finalmente, com relação ao PC (Tabela 1) observa-se que esse agente 

induziu a expressão de todas as citocinas avaliadas, nos dois períodos, com 

excessão do IFN-γ no 7º dia. Segundo Lee et al., (2004), ambos os 

clareadores, PC e PS, promovem uma liberação semelhate de peróxido de 

hidrogênio. Por outro lado, o peróxido de carbamida à 37% gera 

aproximadamente 12% de peroxido de hidrogênio (Cooper et al., 1992) e essa 

concentração é maior do que a alcançada com o H2O2 20V, aproximadamente 

6% de peróxido de hidrogênio. 

 

Agentes reparadores 

Reabsorções externas inflamatórias são quadros degenerativos que 

muitas vezes podem propiciar a perda do elemento dental. A associação de 

cirurgias periodontais a agentes reparadores é muitas vezes uma interessante 

opção na busca da manutenção do elemento dental acometido por esta 

patologia. Foram testados, neste estudo, três agentes comumente indicados no 

tratamento destas alterações: o Emdogain®, o MTA e o Geristore®.   
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 Utilizou-se o mesmo modelo animal na avaliação dos agentes 

clareadores, com modificações e inovações. Após a exposição cirúrgica do 

tecido ósseo e a remoção de sua cortical, os agentes reparadores foram ali 

colocados. Para a padronização da quantidade e retenção dos agentes 

reparadores na loja cirúrgica, utilizou-se a extremidade de frascos eppendorf 

(0,5 ml), seccionadas, com dois milímetros de altura que, posteriormente, 

foram preenchidas com os respectivos materiais. Após sua colocação na loja 

cirúrgica, os tecidos foram reposicionados e suturados. Nos períodos 

avaliados (14º e 21º dias), os animais foram sacrificados e as expressões 

gênicas das citocinas RANKL, TNF-α, IL-6, INF-γ e IL-4, foram determinadas 

por meio do PCR em tempo real. 

   RANK/RANKL/OPG constituem uma entidade composta por três 

citocinas que regulam a patofisiologia óssea. A ligação entre RANK e RANKL 

determina a diferenciação e ativação osteoclástica. De maneira oposta, a OPG, 

sintetizada principalmente pelos osteoblastos, inibe a osteoclastogênese ao 

competir com RANK pela ligação ao RANKL (Stejskal et al., 2001; Boyle et al., 

2003; Teitelbaum et al., 2003). Neste estudo, observou-se que os agentes 

Emdogain® e MTA induziram um aumento maior na expressão gênica de 

RANKL, RANK e OPG, no 21° dia, ao se comparar com os resultados obtidos 

no 14º dia. Provavelmente essa maior expressão de OPG, tardiamente, teria o 

objetivo de regular a atividade osteoclastogênica promovida pela ligação 

RANK/RANKL.  Com relação ao MTA, os resultados deste estudo estão de 

acordo com os relatos de Hashiguchi et al. (2011). Eles observaram que o MTA 

não inibe a osteoclastogênese mediada por RANKL, mas, aparentemente, a 

regula, via indução da expressão de OPG. Resultados similares foram 
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descritos por Riksen et al. (2011), que relataram altos níveis de mRNA de 

RANKL em culturas de osteoblastos na presença de frações de matrix derivada 

do esmalte. Nishiguchi et al. (2007) descreveram, porém, uma redução nos 

níveis de expressão de RANKL em culturas de osteoblastos da calvária de 

camundongos, quando na presença de amelogenina.  Outros estudos também 

apresentaram indícios dessa regulação negativa (Hatakeyama et al., 2003, 

2006). Cabe ressaltar, contudo que, embora aumentados os níveis de mRNA 

de RANK/RANKL/OPG frente ao Emdogain®, os mesmos foram 

significantemente menores, comparativamente, aos determinados pelo MTA. O 

Geristore®, por sua vez, suprimiu ou induziu a expressão basal desses 

mediadores, nos dois períodos avaliados.   

A expressão de mRNA de TNF-α, que possui importante papel pró-

inflamatório e pró-osteoclastogênico, não foi induzida pelo MTA nos dois 

períodos avaliados. Esse achado está de acordo com os resultados descritos 

por Rezende et al. (2008), que observaram a não interferência do MTA na 

produção de TNF-α, em culturas de células T de memória, expostas a 

antígenos bacterianos. Da mesma maneira Barbosa et al. (2008) verificaram a 

não interferência na expressão de mRNA de TNF-α, após a aplicação de MTA 

sobre perfurações experimentais de furcas.  O Emdogain® e o Geristore®, 

entretanto, induziram a expressão de TNF-α de maneira inversa: enquanto o 

primeiro a exacerbou no 21º dia, o segundo a aumentou no 14º dia.  Essa alta 

expressão de TNF-α promovida pelo Geristore® demonstra que esse material 

induz uma aguda e exarcebada resposta inflamatória inicial.  A expressão de 

mRNA de TNF-α em resposta ao Emdogain® correlaciona-se com aquela 

observada para a tríade  RANK/RANKL/OPG.   
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Como já mencionado anteriormente, a IL-6 regula positivamente a 

reabsorção óssea e induz a síntese de TNF-α (Steeve et al., 2004). Neste 

estudo observou-se que o MTA induziu um aumento significativo da expressão 

da IL-6, do 14° para o 21° dia, de acordo com o observado por Koh et al. 

(1997), que visualizaram um aumento na produção de IL-6, em culturas de 

osteoblastos, na presença do MTA. Outros estudos relataram resultados 

similares em culturas de células recuperadas de osteossarcomas humanos 

tratadas com MTA (Koh et al. 1998; Mitchell et al. 1999). Tal achado, se 

correlacionado ao aumento de expressão de RANK/RANKL, nos permitiria 

inferir que a IL-6 mediaria essa estimulação, por uma via independente de 

TNF-α. Com relação ao Emdogain®, observou-se um aumento na expressão da 

IL-6, entre os dois períodos avaliados. Tal aumento, contudo, foi bem menor 

que aquele em resposta ao MTA. Por sua vez, a expressão da IL-6, em 

resposta ao Geristore®, foi pequena no 14° dia e suprimida no 21° dia. 

Similarmente, Krifka et al. (2010) constataram a redução da síntese de IL-6 em 

sobrenadantes de culturas de macrófagos expostos ao trietileno-glicol-

dimetacrilato (TEGDMA), um dos constituintes do Geristore®. 

Mediadores como a citocina regulatória IL-10, a citonina do tipo 2, IL-4, e 

o IFN-γ medeiam ações que procuram controlar a reabsorção óssea.  A IL-10 

diminui a expressão de RANKL, uma das principais citocinas regulatórias da 

osteoclastogênese (Park-Min et al., 2009). Constitui também uma das vias 

indutoras da síntese de colágeno e proliferação celular, mediando a 

polarização dos macrófagos para o subtipo 2 (de Oliveira Mendes et al., 2003). 

O aumento de expressão de IL-4, in vivo: previne a erosão óssea, em modelos 

animais experimentais de artrite inflamatória (Lubberts et al., 2000; Woods et 
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al., 2001; Saidenberg-Kermanach et al., 2004); inibe as ações e síntese das 

citocinas pró-inflamatórias TNF-α, IL-6 (Sugiyma et al., 1995; Wei et al., 2005); 

e, adicionalmente, induz a expressão de OPG, que antagoniza a ligação de 

RANKL com o seu receptor (Saidenberg-Kermanach et al., 2004). O IFN-γ atua 

sobre o metabolismo ósseo inibindo a sinalização de RANKL pela degradação 

de TRAF6, o que resulta na supressão da osteoclastogênese (Takayanagi et 

al., 2000; 2005). Neste estudo, o tratamento com o MTA e o Emdogain® levou 

ao aumento longitudinal da expressão destes três mediadores. Ressalva-se, 

nessa observação, que a expressão de IL-10 ao Emdogain®, apesar de 

aumentada, manteve-se em níveis basais. Nossos resultados estão de acordo 

com os de Huang et al.(2004), que verificaram o aumento na produção de IL-10 

e IL-4 em culturas de células de osteossarcoma humano, na presença de MTA.  

O aumento na síntese de IFN-γ, em resposta ao MTA, foi também demonstrado 

por Rezende et al.(2008), em culturas de linfócitos T. Existem evidências de 

que a ação da amelogenina (Emdogain®) sobre o tecido ósseo apresenta um 

caráter anti-inflamatório, bem como anti-osteoclastogênico (Hatakeyama et al., 

2003, 2006; Grayson et al., 2006) . No presente estudo a alta expressão 

detectada de IL-4 e IFN-γ, em resposta ao Emdogain®, reforçam esses indícios. 

No que se refere ao Geristore®, observou-se uma pequena regulação positiva 

da IL-4, no 14° dia, correlacionada com uma alta expressão de TNF-α, 

observada no mesmo período. 

O TGF-β é considerado um importante regulador da atividade de 

osteoblastos e osteoclastos (Centrella et al., 1991): participa dos ciclos de 

reabsorção e remodelação óssea (Martim & Sims, 2005). Pode propiciar 

diretamente a diferenciação de osteoclastos pela supressão de mediadores 
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inflamatórios como o IFN-γ e a IL-10. Por outro lado, o TGF-β inibe a 

osteoclastogênese, limitando a disponibilização de RANKL via indução de 

OPG. Adicionalmente, essa citocina tem papel importante nos processos 

cicatriciais, induzindo a expressão de proteínas de reparo (Fox & Lovibond 

2005). Neste estudo, o MTA e o Emdogain® propiciaram o aumento da 

expressão de TGF-β, no 21°. Este achado correlaciona-se positivamente com  

a alta expressão das citocinas anti-osteoclastogênicas, IL-4, IFN-γ, OPG e IL-

10 (MTA). De acordo com esse resultado, Guven et al. (2007) e Fayazi et al. 

(2011), respectivamente, em culturas de células do tecido gengival e no 

ligamento periodontal, observaram um aumento na produção de TGF-β, na 

presença de MTA. Grayson et al. (2006), na presença de amelogenina, 

encontraram resultados similares. Quanto ao Geristore®, observou-se apenas 

nível basal de expressão inicial e supressão de TGF-β no 21° dia. Esse achado 

correlaciona-se à alta expressão de TNF-α, observada no mesmo período. 

Em resumo, ambos os agentes reparadores, MTA e Emdogain®, 

induziram aumento da expressão do mRNA dos moduladores pró-

osteoclastogênicos (RANK, RANKL, IL-6 e TNF-α), bem como da expressão de 

moduladores anti-osteoclastogênicos (OPG, IL-10, IL-4, IFN-γ e TGF-β), no 21º 

dia, sugerindo que uma modulação imune se iniciou nesse período (Tabela 2).  

Por sua vez, o tratamento com Geristore® promoveu menores alterações sobre 

os parâmetros avaliados. Destaca-se, contudo, uma alta indução na expressão 

de TNF-α, no 14° dia, mas também uma redução na expressão de RANKL, nos 

dois períodos avaliados. Sua indicação clínica deve ser vista à luz desses 

achados: se não interfere na expressão das citocinas envolvidas na 
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remodelação óssea, também não o faz na expressão da tríade 

RANK/RANKL/OPG. 
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7. Conclusão 

 

Pôde–se observar que: 

1. O Perborato de sódio, associado ao peróxido de carbamida (PS+ 

H2O2 20V), o peróxido de carbamida 37% (PC) e o peróxido de 

hidrogênio (H2O2 20V): 

 Induziram uma maior expressão de células TRAP+, no 7° e 

14° dias; 

 Induziram a expressão do mRNA de RANKL e  TNF-α, no 

7° e 14° dias; 

2. O Perborato de sódio, associado ao peróxido de carbamida (PS+ 

H2O2 20V), e o peróxido de hidrogênio (H2O2 20V): 

 Induziram a expressão do mRNA de IL-6 e IFN-γ, no 14° 

dia; 

 Não alteraram a expressão do mRNA de IL-6 e IFN-γ, no 7° 

dia; 

3. O peróxido de carbamida 37% (PC): 

 Induziu a expressão do mRNA de IL-6 e IL-4, no 7° e 14° 

dias; 

 Induziu a expressão do mRNA de IFN-γ, no 14° dia; 
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4. O Emdogain® e MTA: 

 Induziram a expressão do mRNA de RANKL, RANK, OPG, 

IL-6, IFN-γ, IL-4 e TGF-β, no 21° dia; 

 Suprimiram ou não alteraram a expressão do mRNA de 

RANKL, RANK, OPG, IL-6, IFN-γ, IL-4 e TGF-β, IL10 e 

TNF-α, no 7° dia; 

5. O Geristore®: 

 Induziu a expressão do mRNA de TNF-α, IL-6 e IL-4, no 7° 

dia;  

 Induziu a expressão do mRNA de TNF-α, no 14° dia; 

 Suprimiu ou não alterou a expressão dos demais 

mediadores. 

 

Conclui-se que: 

O modelo utilizado neste estudo, pioneiro em avaliar os efeitos de 

agentes clareadores e reparadores sobre a atividade de células ósseas, foi 

efetivo na simulação da reabsorção cervical, bem como da ação dos agentes 

reparadores sobre a atividade dessas células, permitindo a análise da 

expressão de importantes mediadores envolvidos no metabolismo ósseo. 
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