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Resumo  

 



Soares DGS. Citotoxicidade trans-amelodentinária e alterações estruturais 

no esmalte após clareamento com géis caseiros à base de peróxido de 

carbamida [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2010. 

 
Resumo: 
 

 

No clareamento dental caseiro são utilizados géis clareadores 

contendo baixas concentrações de peróxido de carbamida (PC). 

Entretanto, o componente ativo responsável pelo clareamento é o 

peróxido de hidrogênio (H2O2), o qual pode se difundir através do esmalte 

e dentina e causar efeitos tóxicos sobre células pulpares. Portanto, o 

objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinária 

de géis clareadores à base de PC sobre células odontoblastóides MDPC-

23 após diferentes tempos de contato dos produtos com o esmalte, bem 

como o efeito do clareamento na estrutura dental. Para avaliação da 

citotoxicidade, discos de esmalte/dentina obtidos de incisivos bovinos 

foram adaptados em câmaras pulpares artificiais. Géis clareadores com 

10% ou 16% de PC foram aplicados por 8 horas diárias sobre a superfície 

de esmalte pelos períodos de 1, 7 ou 14 dias. Os extratos (meio de 

cultura + produtos do gel clareador que se difundiram através do 

esmalte/dentina) foram aplicados por 1 hora sobre as células em cultura, 

sendo realizada avaliação do metabolismo celular pelo teste do MTT 

(α=5%; Anova um critério e teste de Tukey), e da morfologia celular por 

MEV. Para avaliação das alterações estruturais do esmalte, foi realizada 

mensuração da microdureza Knoop (α=5%; Anova dois critérios e teste de 

Tukey) em blocos de esmalte (50g/15s) antes do clareamento e nos 

períodos de 1, 7 e 14 dias, bem como avaliação da morfologia superficial 

por MEV. Os resultados não demonstraram diferença significante para o 

metabolismo celular entre o grupo controle e nos grupos onde foi aplicado 

o gel com PC a 10% (p>0.05). Já para os grupos clareados com 16% de 



PC, foi observado diferença significante nos períodos de 1, 7 e 14 dias 

quando comparados ao grupo controle (p<0.05). Não houve diferença 

significante quando se comparou os grupos 10% e 16% de PC em todos 

os períodos experimentais entre si (p>0.05). Com relação à microdureza, 

foi possível observar diferença estatisticamente significante entre o grupo 

clareado com PC 10% e o controle apenas nos períodos de 7 e 14 dias. 

Para o grupo clareado com PC a 16%, foi possível observar diferença 

significante nos períodos de 1, 7 e 14 dias. A análise do esmalte por MEV 

demonstrou aumento da porosidade nos espécimes clareados com PC a 

16%. Portanto, foi possível concluir que, independente do número de 

aplicações do gel clareador com 10% de PC sobre a superfície de 

esmalte, o produto não resultou em citotoxicidade trans-amelodentinária 

para as células MDPC-23. Entretanto, a citotoxicidade ocorreu mesmo 

após uma única aplicação do gel clareador com 16% de CP sobre o 

esmalte. As alterações na estrutura do esmalte foram mais significativas 

quando o clareamento foi realizado com PC a 16%, o que provavelmente 

determinou uma maior difusão de componentes tóxicos dos géis 

clareadores pela estrutura dental. 

 

Palavras-chave: Toxicidade; clareamento de dente; odontoblastos; 

esmalte dentário. 
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Abstract  

 



Soares DGS. Transenamel and transdentinal cytotoxicity and changes on 

enamel structure after tooth bleaching with 10 and 16% of carbamide 

peroxide gels [dissertação de mestrado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2010. 

 
Abstract: 
 

 
The home bleaching technique uses gels with low concentrations of 

carbamide peroxide (CP). However, the hydrogen peroxide is the active 

component and can difuse by enamel and dentine to cause toxic effects 

on pulp cells. The purpose of this study was to evaluate the trans-enamel 

and transdentinal cytotoxicity of bleaching gels based on carbamide 

peroxide (CP) on odontoblast-like cells after different contact times of the 

products with enamel, and the effects of bleaching on the tooth structure. 

To analyze the citotoxicity, enamel/dentine discs were obtained from 

bovine incisors and placed in artificial pulp chambers. Bleaching gels 

containing 10% or 16% CP were applied for 8 hours/day on the enamel 

side of the discs during periods of 1, 7 or 14 days. The extracts (culture 

medium plus bleaching gel products that diffused through the discs) were 

collected and applied on previously cultured MDPC-23 cells for 1 hour. 

Cell metabolism was evaluated by the MTT assay (α=0.05; one-way 

ANOVA and Tukey’s test), and the cell morphology was analysed by SEM. 

To evaluate the structural changes on the enamel, the Knoop 

microhardness was analized (α=0.05; two-way ANOVA and Tukey’s test) 

on enamel blocks (50g/15s) before and after 1, 7 and 14 applications of 

bleaching agent, and the morphological surface was analized by SEM. 

There were no significant difference (p>0.05) for cell metabolism between 

the controls and the groups bleached with 10% CP gel. In the groups 

bleached with 16% CP gel, however, cell metabolism decreased 

significantly (p<0.05) at 1, 7 and 14 days. There was no significant 

difference (p>0.05) among 1, 7 or 14 applications of the gels for either of 



the CP concentrations. The microhardness for the groups bleached with 

10% CP gel have difference with the control group after 7 and 14 

applications. For the groups bleached with 16% of CP, significant 

difference was observed in all periods analysed. The SEM analysis 

demonstrate increase in porosity in the specimens treated with 16% of CP. 

There was possible to conclude that, regardless of the number of 

applications on an enamel surface, the 10% CP bleaching gel did not 

cause trans-enamel and transdentinal cytotoxicity to the MDPC-23 cell 

cultures. However, diffusion of products from the 16% CP gel through 

enamel and dentine and cytopathic effects to the pulp cells occurred even 

after a single application of this product on enamel. The enamel 

modifications were more significants when de 16% CP gel was utilized, 

generating increase in toxic components diffusion by tooth structure. 

 

Keywords: Toxicity; tooth bleaching; odontoblasts; dental enamel 
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Introdução  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



1 Introdução 

 
 
Na atualidade, o padrão de beleza imposto pela sociedade 

moderna inclui a necessidade de um sorriso perfeito, o que tem atraído 

cada vez mais pacientes ao consultório odontológico. Desta forma, a 

busca por dentes mais brancos tem aumentado de maneira 

alarmante17,42. O manchamento da estrutura dentária pode ocorrer devido 

a alterações intrínsecas e extrínsecas, ou ainda por uma combinação de 

ambas. As alterações intrínsecas estão associadas às modificações 

moleculares e estruturais do esmalte e dentina, podendo ter origem nas 

fases pré e/ou pós-eruptiva, como por exemplo, manchas induzidas por 

traumas, alterações genéticas, medicamentos, fluorose e o próprio 

processo de envelhecimento do dente58. Já as alterações extrínsecas, são 

superficiais e resultantes da ação de corantes provenientes dos alimentos 

e da nicotina, os quais se depositam sobre a superfície do esmalte79. 

Existem diversas opções de tratamento para alterações de cor da 

estrutura dental, como polimento, microabrasão do esmalte, facetas de 

resina e cerâmica, confecção de coroas totais estéticas e o clareamento 

das estruturas dentárias. O clareamento dental é o procedimento que atrai 

maior interesse entre os dentistas e pacientes, por ser considerado uma 

técnica simples e não-invasiva17,43,81.  Dentro do campo da reabilitação 

oral, este tratamento é bastante útil quando se busca a harmonização 

entre dentes naturais remanescentes descoloridos com coroas estéticas. 

Esta técnica também é de grande utilidade antes da realização de facetas 

laminadas quando o dente encontra-se muito escurecido, como no caso 

do manchamento severo por tetraciclina ou fluorose. Como as facetas são 

muito finas, a cor escurecida do elemento dental subjacente pode 

transparecer, prejudicando desta forma a estética. A utilização da técnica 



do clareamento dental antes de tais procedimentos permite a obtenção de 

um resultado bastante satisfatório76. 

Na literatura, estão descritas diferentes técnicas de clareamento 

dental, onde são utilizados agentes clareadores com diferentes 

concentrações dos componentes ativos, os quais são aplicados sobre o 

esmalte de variadas formas e por tempos distintos5. As técnicas mais 

difundidas e utilizadas pelos dentistas atualmente são o clareamento de 

consultório, que utiliza peróxido de hidrogênio (H2O2) ou peróxido de 

carbamida (PC) em altas concentrações, e o clareamento caseiro, que 

utiliza géis com baixas concentrações de PC80. A técnica de consultório é 

bastante utilizada em dentes com severa alteração de cor ou quando um 

tratamento rápido é desejado, sendo com muita freqüência realizado 

associado à aplicação de calor ou luz, cujo objetivo é acelerar os efeitos 

do peróxido de hidrogênio (H2O2)
9. Outra modalidade para o clareamento 

de dentes vitais que tem crescido na atualidade são os produtos 

disponíveis diretamente ao consumidor (over the counter - OTC), sendo 

utilizados os mesmos componentes ativos dos produtos utilizados no 

clareamento caseiro e de consultório. No entanto, esse tratamento não é 

realizado sob supervisão do dentista21. 

Devido às suas propriedades reativas, o H2O2 é o principal 

componente ativo da maioria dos agentes clareadores que têm sido 

usados no clareamento dentário81. Desde então, esta molécula tem sido 

alvo de pesquisas quanto aos seus possíveis efeitos adversos nos tecidos 

bucais, particularmente por ser uma molécula termoinstável, com alto 

poder oxidativo e capacidade de se dissociar em radicais livres, tais como 

íons hidroxila45. 

Já foi demonstrado que o clareamento dental causa efeitos 

adversos nas diferentes estruturas dos dentes, como diminuição da 

microdureza do esmalte, aumento da sua porosidade, perda de minerais 

como cálcio e fósforo e sensibilidade dental12,24,50,54,61,78. A sensibilidade 

dental é efeito adverso mais relatado pelos pacientes após a realização 

22 



do clareamento, a qual tem sido relacionada com a capacidade de 

penetração do H2O2 pela estrutura dental, devido ao seu baixo peso 

molecular, e possível atuação sobre o tecido pulpar54,77. Qualquer produto 

ou componente de material dental capaz de se difundir através dos 

tecidos duros do dente terá o odontoblasto como primeira célula alvo para 

exercer seus possíveis efeitos deletérios. Desta forma, esta célula típica 

da polpa que se organiza em monocamada para revestir internamente a 

dentina, pode ser diretamente agredida pelos componentes dos géis 

clareadores capazes de atravessar o esmalte e a dentina para atingir a 

polpa subjacente19,20.  

Para receber o selo de aprovação pela ADA (American Dental 

Association), é necessário que o produto clareador seja avaliado quanto à 

sua eficácia, potencial de causar alterações na morfologia e dureza do 

esmalte, cinética de liberação do ingrediente ativo, bem como dos 

possíveis efeitos tóxicos aos tecidos orais1. Até este momento, apenas 

um gel clareador caseiro com 10% de peróxido de carbamida na sua 

composição recebeu o selo de aprovação da ADA2. Desta forma, pouco 

se conhece sobre os agentes clareadores e seus mecanismos de ação 

sobre os tecidos dentais. Assim, torna-se importante, neste momento, 

avaliar os efeitos dos agentes clareadores nos tecidos orais para que se 

possa determinar um protocolo que apresente sucesso clínico, sem 

contudo causar danos significativos aos dentes submetidos a este 

procedimento operatório.   
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Proposição  

 



2 Proposição 

  

Os objetivos do presente estudo foram: 

 

1. Avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinária de géis clareadores 

com 10 ou 16% de peróxido de carbamida em células odontoblastóides 

MDPC-23 após diferentes períodos de aplicação do produto na superfície 

de discos de esmalte/dentina adaptados em câmaras pulpares artificiais; 

 

2. Avaliar a microdureza e a morfologia superficial do esmalte 

dental submetido ao clareamento com gel contendo peróxido de 

carbamida a 10 ou 16% aplicado por diferentes períodos. 



 

 

 

 

 

 

  

Revisão da Literatura  

 



3 Revisão da Literatura 
  

 

Com objetivos didáticos, esta revisão de literatura abordou três 

aspectos separadamente. O primeiro referiu-se às diferentes técnicas de 

clareamento dental e ao mecanismo de ação dos agentes clareadores em 

dentes vitais; o segundo abordou os estudos que avaliaram as alterações 

estruturais relacionadas ao clareamento no esmalte e na dentina; e o 

terceiro aspecto relacionou-se com os efeitos do clareamento dental sobre 

células pulpares.  

 

 

3.1 Técnicas e mecanismos de ação do 

clareamento em dentes vitais 

 

 

Os primeiros relatos sobre o clareamento dental surgiram no século 

XIX, cujo objetivo era clarear dentes despolpados. Diversas substâncias 

foram utilizadas, como cloro, iodo, cianeto de potássio, hipoclorito de sódio 

e perborato de sódio47,48. O primeiro relato da utilização do peróxido de 

hidrogênio (H2O2) objetivando o clareamento dental foi realizado por 

Fisher28, em 1910, sendo descrita uma técnica que utilizava solução de 

H2O2 a 30% para o clareamento de dentes despolpados e solução a 15% 

para o clareamento de dentes vitais. Já Ames3, em 1937, descreveu a 

técnica de clareamento dental que utilizava o H2O2 associado à aplicação 

de calor. Esses procedimentos eram realizados no consultório 

odontológico, sendo realizada proteção do tecido gengival por serem 

utilizadas soluções com elevadas concentrações de peróxido. Para o 

clareamento caseiro, o primeiro relato foi realizado após observação que o 



tratamento de injúrias na cavidade oral, em pacientes sob tratamento 

ortodôntico, com um enxaguatório bucal contendo H2O2 resultou no 

branqueamento dos dentes38. Entretanto, o clareamento dental caseiro 

apresentou maior impacto e aceitação entre os dentistas com a publicação 

do trabalho de Haywood, Heyman39, em 1989, sendo descrita uma técnica 

com agente clareador à base de peróxido de carbamida (PC) a 10%, 

aplicado em moldeiras individualizadas por longos períodos. Esta técnica 

ficou conhecida como “night guard vital bleaching technique”, pois a 

moldeira era geralmente utilizada no período da noite. Segundo os 

autores, este tratamento clareador era conservador e deveria ser 

considerado a primeira alternativa para se tratar dentes levemente 

manchados. No entanto, com o objetivo de se realizar um clareamento de 

forma rápida, na década de 90 foi introduzida a técnica utilizando géis com 

30% de H2O2 associado a fontes luminosas, conhecida como “power 

bleaching”. Estes géis apresentavam a vantagem de serem facilmente 

manipulados, especialmente quando comparados aos agentes clareadores 

líquidos utilizados anteriormente74. 

Atualmente, diferentes técnicas estão disponíveis para o 

clareamento dental, onde géis clareadores com distintas concentrações de 

seu componente ativo são aplicados por variados períodos de tempo 

sobre o esmalte5. Duas técnicas básicas têm sido utilizadas: o 

clareamento caseiro supervisionado e o clareamento de consultório, ou 

ainda a combinação das duas técnicas.  

Na técnica de clareamento caseiro, são utilizados géis clareadores 

à base de PC com concentrações variando de 10 a 22%. Primeiramente é 

realizada moldagem dos dentes do paciente, obtendo-se um modelo em 

gesso das arcadas. Em seguida é realizado alivio com cera na superfície 

vestibular dos dentes no modelo, para posterior confecção da moldeira de 

acetado. Desta forma, uma fina camada do gel clareador é aplicada na 

moldeira na região correspondente à face vestibular dos dentes a serem 

clareados, e o paciente é orientado a utilizar a moldeira pelo período de 6 
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a 8 horas, geralmente durante a noite80. A utilização do gel durante a noite 

apresenta a vantagem de menor interferência da saliva, pela diminuição 

do fluxo salivar durante o sono, bem como o horário noturno é mais 

facilmente aceito pelos pacientes para realizar este tipo de tratamento. O 

período de aplicação do gel varia de uma a três semanas, dependendo da 

necessidade estética do paciente. Esta técnica é realizada sob a 

supervisão do dentista e é considerada um método eficaz e seguro, sendo 

a mais utilizada nas últimas décadas67. Até o momento atual, apenas o PC 

a 10% recebeu o selo de aceitação pela American Dental Association 

(ADA), fato este que confirma a segurança e eficácia do clareamento 

dental caseiro2. 

No clareamento de consultório são utilizados géis clareadores com 

elevadas concentrações de H2O2 (15-38%) ou PC (35-40%), associado ou 

não a fontes de luz. Esta técnica é bastante aplicada, sendo uma 

alternativa ao clareamento caseiro, especialmente no caso em que há 

manchamento severo da estrutura dental, bem como quando o paciente 

procura por um tratamento com resultados rápidos. Devido à elevada 

concentração de H2O2, há a necessidade da proteção do tecido gengival 

próximo a região cervical dos dentes a serem clareados, o que é realizado 

com uma resina fotoativada, denominada de barreira gengival. Em 

seguida, o agente clareador é aplicado na superfície vestibular dos dentes 

pelo período recomendado pelo fabricante, geralmente 15 minutos, sendo 

realizada até três aplicações em cada sessão, dependendo da intensidade 

da coloração dos dentes a serem clareados74. Com o objetivo de acelerar 

o processo de clareamento dos dentes, tem sido proposto que o agente 

clareador seja adicionalmente ativado através de sua irradiação por luz. 

Diversos tipos de luz podem ser utilizadas, tais como a luz azul 

proveniente de lâmpada halógena, de lâmpada de arco de xenônio, diodo 

emissor de luz (LED) e laser. Tem sido relatado que o mecanismo de ação 

da luz na maior eficácia do clareamento baseia-se na termocatálise, 

resultando em aumento da decomposição do H2O2 em cerca de 2 vezes, 
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com uma elevação da temperatura em 10oC. Apenas uma pequena parte 

da energia proveniente da luz é convertida em calor, e para aumentar essa 

conversão vários agentes clareadores tem sido misturados com corantes 

para aumentar a absorção de luz. No entanto, o aumento na eficácia do 

clareamento ativado por luz não esta bem documentado na literatura, 

sendo que dados científicos mais recentes indicam que os benefícios da 

fotoativação no clareamento dental são limitados9. 

Na atualidade, outra modalidade de tratamento para clarear os 

dentes tem se tornado popular. São os produtos disponíveis diretamente 

ao consumidor (Over-the-counter – OTC), os quais podem ser 

encontrados e comprados em farmácias, supermercados ou pela internet, 

sendo utilizados sem a supervisão do dentista. Estes produtos surgiram 

nos Estados Unidos no início do século 21 como alternativa para o 

tratamento de dentes manchados, apresentando baixo custo comparado 

ao tratamento tradicional supervisionado23. O componente ativo é o 

mesmo utilizado no clareamento tradicional, sendo utilizados o PC (10 a 

18%) e o H2O2 (1,5 a 14%), e estão disponíveis em diversas formas de 

apresentação, como fitas clareadoras, vernizes, géis, liquidos “para pintar” 

(paint-on), enxaguatórios bucais e pastas dentais. Entretanto, esses 

produtos não oferecem proteção para os tecidos moles adjacentes aos 

dentes submetidos ao clareamento, e o uso indiscriminado sem a 

orientação profissional gera preocupação quanto aos possíveis efeitos 

adversos21. 

O composto químico ativo dos agentes clareadores utilizados em 

dentes vitais é o H2O2, aplicado diretamente ou a partir da decomposição 

do PC. O PC (CH4N2O·H2O2) é o produto de uma ligação fraca entre o 

H2O2 e a uréia. Esta ligação é facilmente quebrada na presença de água, 

liberando cerca de 33% de H2O2
50,74, conforme a seguinte reação: 

CH4N2O·H2O2→ CH4N2O + H2O2 

            (peróxido de carbamida)        (uréia)       (peróxido de hidrogênio) 
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A uréia se decompõe em amônia e dióxido de carbono, os quais 

são responsáveis por manter o pH alcalino. Em um ambiente alcalino, é 

necessário uma menor quantidade de energia para formação de radicais 

livres provenientes do H2O2
75. Além desses componentes, o gel contém 

espessantes, como o carbopol, que apresenta a função de retardar a 

degradação do PC e possibilitar a liberação gradual de H2O2. Essa técnica 

tem como objetivo a liberação do H2O2 de forma gradativa durante 

algumas horas, a fim de evitar danos pulpares e periodontais39.  

O mecanismo de ação do clareamento dental ainda não foi 

completamente elucidado. Entretanto, sabe-se que o H2O2 é uma 

molécula instável devido a presença de dois oxigênios ligados entre si 

(HOOH), os quais são eletronegativos “roubando” os elétrons das 

moléculas de hidrogênio. Como cargas iguais se repelem, a ligação entre 

eles é fraca. A quebra da ligação entre as moléculas de oxigênio resulta 

na formação de radicais livres e espécies reativas de oxigênio (EROs), 

que são moléculas altamente reativas. As EROs mais comumente 

formadas são os íons hidroxila (OH●), peridroxil (HO●
2) e superóxido (O●

2). 

A formação destas moléculas está demonstrada nas reações abaixo74: 

 

 H2O2 → 2 OH● 

             OH● + H2O2 → H2O + HO●
2

 

            HO●
2 ↔ H+ + O●

2
 

 

 

A coloração do elemento dental é proveniente de moléculas 

orgânicas presentes na estrutura do dente que apresentam longa cadeia 

com duplas ligações e anéis aromáticos, denominadas cromóforos. O 

mecanismo de ação proposto para o clareamento dental é que o H2O2 e 

as moléculas resultantes da sua degradação penetram pelo esmalte para 

atingir a dentina subjacente, atuando na quebra das duplas ligações dos 
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cromóforos, o que resulta na formação de moléculas menores. Desta 

maneira, a luz passa a ser refletida de maneira diferente nos tecidos duros 

dos dentes, caracterizando o claremento dental43,74. 

 
 

33.2 Alterações estruturais no esmalte e 

dentina relacionadas ao clareamento dental  

 

 

O esmalte recobre externamente a coroa dental nos dentes hígidos, 

sendo considerada a primeira barreira contra a penetração de produtos da 

cavidade oral em direção à polpa dental. Este tecido é altamente 

mineralizado, com 97% do seu volume composto por cristais de 

hidroxiapatita, sendo os 3% restantes caracterizados por água e matriz 

orgânica. Os cristais presentes no esmalte estão organizados em 

estruturas denominadas prismas. Os espaços interprismáticos contêm 

pequenos cristais de hidroxiapatita e matriz orgânica. A dentina é um 

tecido que se localiza abaixo do esmalte, e apresenta grande quantidade 

de matriz orgânica rica em colágeno em meio a minerais. Este tecido é 

composto por túbulos dentinários, os quais contêm no seu interior fluido 

dentinário e prolongamentos citoplasmáticos dos odontoblastos64. Desta 

forma, tratamentos que proporcionem alterações estruturais nesses 

tecidos deixam a estrutura dental mais susceptível à penetração de 

substâncias tóxicas em direção à câmara pulpar. 

Existem diversos estudos na literatura avaliando os efeitos do 

clareamento sobre a estrutura do esmalte e dentina. McCracken, 

Haywood56 (1996) avaliaram a perda de cálcio (Ca) no esmalte dental 

humano após exposição deste tecido a solução com 10% de PC. Blocos 

de esmalte obtidos a partir da face vestibular dos dentes foram distribuídos 

entre grupos controle e experimental. Os blocos do grupo experimental 
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foram submersos na solução com PC pelo período de 6 horas, e o grupo 

controle em água deionizada. A quantidade de Ca liberada na solução foi 

mensurada por espectroscopia de força atômica, sendo observada 

liberação de 1,061 µg/mm2 após aplicação do PC, a qual foi 

significantemente maior que o controle (0,259 µg/mm2). Os autores 

avaliaram ainda blocos de esmalte imersos por 2,5 minutos em bebida à 

base de cola, observando-se ausência de diferença significante quando 

comparado ao grupo tratado com a solução contendo PC. De acordo com 

os autores, a perda de Ca no esmalte clareado é comparável com a que 

ocorre nos eventos diários de dissolução deste tecido dental, não 

apresentando, assim, relevância clínica. 

No estudo realizado por Hegedüs et al.40 (1999), foi avaliada por 

microscopia de força atômica a superfície do esmalte após aplicação de 

dois géis clareadores com 10% de PC e uma solução com 30% de H2O2. 

Blocos de esmalte, confeccionados a partir da face vestibular de incisivos 

humanos, foram divididos em três grupos: G1 – gel clareador 

Opalescence® com 10% de PC (Ultradent); G2 – gel clareador Night 

White® com 10% de PC (Discus Dental); G3 – solução com 30% de H2O2. 

Foram realizadas 7 aplicações consecutivas dos produtos na superfície de 

esmalte por um período de 4 horas cada, totalizando 24 horas de 

aplicação. Imagens do esmalte foram obtidas antes e após o procedimento 

clareador, o que permitiu observar que todos os grupos apresentaram 

alterações estruturais após o tratamento com os agentes clareadores. No 

esmalte hígido foram observados sulcos com largura de 0,25 a 10 µm e 

profundidade de 14 a 70 nm. Nos grupos tratados com PC a 10%, 

observaram-se maiores irregularidades na superfície e aumento na 

profundidade (30 a 120 nm) e diâmetro (100 a 750nm) dos sulcos 

presentes no esmalte. Para o grupo tratado com H2O2, os sulcos 

apresentaram-se ainda mais profundos (90 a 350 nm).  

Potocnick et al.61 (2000) realizaram avaliação da dureza, 

microestrutura e conteúdo mineral das camadas superficiais e 
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subsuperficiais do esmalte submetido ao clareamento com gel clareador 

caseiro. Diferentes grupos de dentes humanos foram selecionados para 

este estudo (incisivos, pré-molares e molares), sendo o gel clareador com 

10% de PC (Night White®, Discus Dental) aplicado na face vestibular dos 

mesmos. Foram realizadas 42 aplicações consecutivas de 8 horas, 

totalizando 336 horas. Ao final do protocolo clareador, os dentes foram 

incluídos em resina acrlílica, sendo os incisivos seccionados no sentido 

mesio-distal, e os molares e pré-molares  no sentido longitudinal. A 

microdureza Vickers foi avaliada partindo da superfície do esmalte até a 

junção amelodentinaria a cada 40 µm de distância. O conteúdo de Ca dos 

mesmos espécimes foram avaliados por meio de microanalisador de 

sonda eletrônica, e o total de Ca presente do gel clareador foi analisado 

após cada aplicação por meio de espectroscopia. A morfologia do esmalte 

foi avaliada por MEV nos mesmos dentes submetidos à análise da 

microdureza. Os autores não observaram alterações na microdureza em 

todas as regiões analisadas. Entretanto, a morfologia do esmalte 

apresentou-se alterada, sendo observadas áreas de erosão e sulcos 

profundos em direção a dentina, semelhantes à lesão de cárie incipiente. 

Os autores demonstraram, ainda, a ocorrência de redução significativa do 

conteúdo de Ca em torno de 15,13% em volume, e presença de 

concentração elevada destes íons no gel clareador após sua aplicação 

sobre o esmalte. 

As alterações na superfície dental após aplicação de agentes 

clareadores têm sido relacionadas com o pH ácido destes produtos o que 

poderia proporcionar uma desmineralização superficial. Desta forma, Price 

et al.62 (2000) realizaram um estudo com o objetivo de avaliar o pH de 

agentes clareadores com diferentes princípios ativos e com distintas 

concentrações. Foram avaliados o pH de 26 produtos clareadores 

disponíveis no mercado, incluindo OTCs, géis clareadores de consultório, 

géis caseiros e pastas dentais clareadoras. Os autores observaram que o 

pH dos géis caseiros estava próximo da neutralidade variando de 5,66 a 
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7,35, com média de 6,48. Para os géis de consultório, o pH médio foi de 

5,56, no entanto um produto apresentou pH de 3,67. Para as pastas, o pH 

médio foi de 6,83 e para os OTCs de 8,22.  

A morfologia superficial do esmalte foi estudada por Kwon et al.50 

(2002), após clareamento com elevadas concentrações de H2O2. Blocos 

de esmalte provenientes de incisivos bovinos foram imersos em uma 

solução com 30% de H2O2 por 1 ou 4 dias, sendo realizada avaliação da 

morfologia por MEV. Após 1 dia de imersão, a superfície apresentou-se 

áspera, havendo um maior distanciamento entre os cristais e os poros se 

tornaram mais evidentes. Após 4 dias, a distância entre os cristais 

aumentou e a distribuição apresentou-se menos compacta. A superfície do 

esmalte apresentou-se mais rugosa e uma maior quantidade de poros foi 

observada. Os autores concluíram que o aumento na porosidade do 

esmalte clareado foi diretamente proporcional ao tempo de contato com o 

agente clareador. 

Com a proposta de avaliar a influência da saliva nas alterações 

estruturais do esmalte clareado, Spalding et al.73 (2003) realizaram 

avaliação por MEV da superfície do esmalte humano in vitro. Foram 

realizados 3 protocolos experimentais: protocolo 1 – aplicação de um gel 

com 35% de H2O2 (Opalescence Xtra®, Ultradent) por 20 minutos, 

associado à luz por 10 minutos; protocolo 2 – realização do protocolo 1 + 

armazenamento em saliva humana (pH 6.8-7.0) por uma semana, a qual 

foi substituída a cada 12 horas; protocolo 3 – realização do protocolo 1, 

seguido de imersão em saliva por 24 horas + aplicação de gel clareador 

com 10% de PC (Opalescence®, Ultradent) por 12 horas diárias pelo 

período de uma semana, intercalado com imersão em saliva por 12 horas. 

A avaliação por MEV demonstrou que após o protocolo 1 ocorreu aumento 

na porosidade do esmalte caracterizado por uma grande quantidade de 

fendas junto aos processos de Tomes. Também foram observadas áreas 

de erosão em algumas regiões do espécime. Nos espécimes submetidos 

ao protocolo 2, pôde-se observar um manto granular formado por 
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partículas e glóbulos arredondados que não foram observados no controle, 

sendo considerada uma possível área de remineralização. Já nos 

espécimes tratados com o protocolo 3, foi observada uma superfície plana, 

brilhante e polida, havendo uma tendência de planificação desta superfície 

quando comparado ao controle. De acordo com os autores, a saliva 

apresentou a capacidade de remineralizar o esmalte clareado. 

Cavalli et al.12, em 2004, estudaram a influência de géis clareadores 

com elevadas concentrações de PC sobre a rugosidade de superfície e 

susceptibilidade ao manchamento do esmalte dental humano, bem como a 

morfologia superficial por MEV. Foram avaliados dois géis clareadores 

com PC, um com 35% (Opalescence Quick®, Ultradent) e outro com 37% 

(Whiteness Super®, FGM), sendo realizadas 4 aplicações de 30 minutos 

cada na superfície de blocos de esmalte. Entre cada aplicação, os 

espécimes ficaram armazenados em saliva artificial por 72 horas. Os 

resultados demonstraram que após a aplicação do gel com 35% de PC a 

rugosidade superficial do esmalte aumentou de forma significante quando 

comparado ao controle. Entretanto, a aplicação do gel com 37% de PC 

não resultou em diferença significativa da rugosidade quando comparado 

ao controle. Na avaliação por MEV foram observadas alterações 

semelhantes para os grupos clareados independente da concentração de 

PC, sendo observadas áreas de erosão distribuídas de forma irregular, 

bem como aumento na porosidade do esmalte. As áreas mais afetadas 

foram as regiões interprismáticas. Os grupos clareados também 

apresentaram maior susceptibilidade ao manchamento quando 

comparados ao controle, o que demonstra que o esmalte tornou-se mais 

permeável após o procedimento clareador. 

Acredita-se que as alterações na estrutura dental relacionadas com 

o clareamento são diretamente proporcionais à concentração do agente 

clareador. Desta forma, Joiner et al.44, em 2004, realizou um estudo com o 

objetivo de avaliar os efeitos um gel clareador com baixa concentração de 

H2O2 sobre a estrutura dental. Os autores realizaram duas aplicações 
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diárias de um gel com 6% de H2O2 (Xtra Withe®, Unilever Oral Care) pelo 

período de 3 minutos na superfície de blocos de esmalte/dentina, 

provenientes de incisivos e pré-molares humanos. Este protocolo foi 

repetido durante 14 dias consecutivos. No intervalo das aplicações, os 

espécimes foram armazenados em saliva artificial com o objetivo de 

simular em parte as condições da cavidade oral. A microdureza Knoop foi 

avaliada para o esmalte e a Vickers para a dentina, antes e depois do 

clareamento. Um gel placebo foi utilizado como controle, sendo realizado o 

mesmo protocolo descrito para o gel clareador. Os resultados 

demonstraram que após o procedimento clareador a microdureza do 

esmalte e da dentina permaneceu inalterada, quando comparados com o 

valor a dureza inicial para cada espécime, demonstrando desta forma que 

géis com baixas concentrações de H2O2, aplicados por períodos curtos, 

parecem ser mais seguros para o esmalte e dentina. 

Com o objetivo de avaliar a profundidade da desmineralização do 

esmalte submetido ao clareamento com PC a 10% (Regular®, Ultradent), 

Efeoglu et al.25 (2005) realizaram estudo com tomografia 

microcomputadorizada (µCT). Para isto, blocos de esmalte provenientes 

de dentes humanos foram submetidos ao clareamento com o gel em 

estudo pelo período de 8 horas, seguido de imersão em saliva artificial por 

16 horas, durante 15 dias consecutivos. A µCT foi realizada antes e após 

o clareamento em cinco regiões partindo da superfície do esmalte em 

direção a junção amelodentinária. Os resultados demonstraram perda 

significativa de minerais do esmalte numa profundidade máxima de 50 µm, 

não sendo observadas alterações em produndidade no esmalte e 

tampouco na região da junção amelodentinária. Desta forma, as 

alterações no esmalte submetido ao protocolo de clareamento caseiro 

convencional foram limitadas à sua porção superficial. 

No estudo realizado por Rodrigues et al.65, em 2005, foi realizada 

avaliação in situ da microdureza do esmalte clareado pela técnica de 

consultório e caseira, bem como a combinação de ambas. Blocos de 
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esmalte humanos foram cimentados na face vestibular do 1o molar de 

voluntários, os quais foram divididos em 4 grupos de acordo com o 

protocolo de clareamento: G1 – clareamento com técnica de consultório + 

técnica caseira; G2 – técnica de consultório + técnica caseira com gel 

placebo; G3 – técnica de consultório com gel placebo + técnica caseira; 

G4 – técnica de consultório + caseira, ambas com gel placebo. Para a 

técnica de consultório, foi utilizado um gel com 37% de PC (Whiteness 

Super®, FGM), aplicado na superfície de esmalte por 30 minutos seguido 

de fotoativação por 20 segundos, sendo realizadas 2 aplicações em cada 

sessão. Foram realizadas 3 sessões com intervalos de uma semana entre 

elas. A técnica caseira foi realizada com PC a 10% (Whiteness Perfect®, 

FGM), aplicado por 6 horas em moldeira de acetado no período da noite, 

por 21 dias consecutivos. O gel placebo apresentou a mesma composição 

do gel caseiro, cujo espessante era o carbopol, sem a presença de PC. A 

microdureza Knoop foi avaliada antes e depois do período experimental. 

Foram observadas diferenças significantes após os tratamentos 

instituídos, não sendo observadas diferenças entre as técnicas de 

empregadas, mesmo com aquela em que foi utilizado o gel placebo. A 

perda de mineral variou de 3,4 a 6,8%, sendo considerada baixa, e, 

segundo os autores, clinicamente insignificante devido à possibilidade de 

remineralização pela saliva e fluoretos. 

Lee et al.52 (2006), realizaram estudo com o propósito de avaliar a 

perda de minerais em dentes submetidos ao clareamento com solução 

contendo elevada concentração de peróxido. Blocos de esmalte 

provenientes de incisivos bovinos foram imersos em solução com 30% de 

H2O2 (grupo experimental) ou água destilada (grupo controle) pelo período 

de 120 horas, sendo a solução renovada a cada 24 horas. A quantidade 

de mineral presente na superfície do esmalte foi avaliada em 

microanalizador de sonda eletrônica (EPMA) em três micro áreas 

padronizadas. Os íons liberados na solução também foram quantificados, 

sendo realizada análise por espectroscopia de emissão atômica. Os 
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autores encontraram concentração significante de cálcio (Ca), fósforo (P), 

zinco, manganês e flúor na solução do grupo tratado com H2O2 quando 

comparado ao grupo controle, sendo o Ca e o P os elementos mais 

abundantes. Foi observado ainda diminuição significante do total destes 

elementos no esmalte clareado com a solução de H2O2, onde o Ca foi 

elemento que apresentou maior dissolução. 

Com o objetivo de avaliar alterações na estrutura do esmalte 

clareado com diferentes concentrações de peróxido, Bistey et al.7, em 

2007, realizaram análise por espectroscopia infra-vermelha (FT-IR). 

Blocos de esmalte proveniente de dentes humanos foram submersos em 

soluções com 10, 20 ou 30% de H2O2 por diferentes períodos. A análise 

por FT-IR foi realizada antes do tratamento e após imersão nas soluções 

por 30, 60 ou 120 minutos. Desta forma, cada dente serviu como seu 

próprio controle. Foram detectados dois picos referentes à hidroxiapatita, 

sendo observadas alterações nesses picos após todos os tratamentos. 

Essas alterações foram diretamente proporcionais à concentração da 

solução e ao tempo de imersão. 

As alterações no esmalte e na dentina podem variar devido à 

diferença estrutural desses tecidos. Desta forma, Faraoni-Romano et al.27, 

em 2008, realizaram estudo para avaliar a microdureza e a rugosidade do 

esmalte e da dentina radicular após clareamento com diferentes 

concentrações de PC ou H2O2. Blocos de esmalte e blocos de dentina 

radicular bovinos foram distribuídos em diferentes grupos, sendo 

realizados os seguintes protocolos de clareamento: PC a 10% (Platinum 

Overnight®, Colgate Palmolive) -  aplicações diarias por 8 horas durante 21 

dias; H2O2 a 7,5% (Day White 2®, discus dental) - aplicações de 1 hora 

diariamente durante 21 dias; H2O2 a 38% (Opalescence Xtra Boost®, 

Ultradent) -  aplicações semanais por 15 minutos durante 3 semanas; 

H2O2 a 18% ou PC a 22% (White Speed In-Office Fast®, Discus dental) - 

aplicações semanais de 30 minutos durante 3 semanas. Durante o 

intervalo de aplicações, os espécimes ficaram armazenados em saliva 
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artificial, a qual foi composta por solução remineralizante. Para os 

espécimes de dentina radicular, foi observada redução significante da 

microdureza Knoop, sendo o grupo tratado com PC a 10% o que 

apresentou os menores valores de redução, diferindo significantemente 

dos demais grupos, e aumento significante da rugosidade superficial para 

todos os grupos. Para os espécimes de esmalte, os autores observaram 

aumento significante da microdureza Knoop após o clareamento para 

todos os protocolos instituídos, indicando a ocorrência de remineralização 

do esmalte, não sendo observada alterações na rugosidade após os 

tratamentos. Segundo os autores, a saliva atuou na remineralização do 

esmalte, o que resultou nos maiores valores de microdureza pós-

clareamento. 

No estudo realizado por Sasaki et al.67 (2009), foram avaliadas as 

alterações estruturais resultantes do clareamento com produtos contendo 

baixas concentrações do componente ativo aplicados por períodos 

reduzidos na superfície de esmalte. Foram confeccionados espécimes de 

esmalte humano, os quais foram clareados com PC a 10% (Colgate 

Platinum®, Colgate Pamolive) ou com H2O2 a 7,5% (Day White 2Z®, Discus 

Dental) pelo período de 1 hora durante 3 semanas consecutivas. Os 

autores realizaram avaliação da microdureza Knoop e da micromorfologia 

superficial por MEV. A avaliação da microdureza foi realizada antes, após 

o tratamento e 14 dias pós-tratamento, sendo que neste caso os 

espécimes ficaram armazenados em saliva artificial. Os autores não 

observaram diferença estatisticamente significante da microdureza após o 

período de 3 semanas de tratamento, sendo observado aumento 

significante da microdureza 14 dias pós-tratamento, indicando que ocorreu 

remineralização da superfície do esmalte. A análise em MEV demonstrou 

presença de alterações com padrão de erosão para 50% das amostras 

clareadas com PC a 10% e em 80% das amostras clareadas com H2O2 a 

7,5%. 
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Faraoni-Romano et al.26 (2009), realizaram estudo in situ com o 

objetivo de avaliar a resistência ao desgaste do esmalte e da dentina 

radicular submetidos ao claremento com PC a 10% (Whiteness Perfect®, 

FGM). Os espécimes provenientes de esmalte ou dentina bovinos foram 

cimentados a pré-molares de 30 voluntários, sendo realizadas aplicações 

diárias de um gel com ou sem PC (placebo, composto por carbopol) por 14 

dias consecutivos. Os resultados demonstraram que não houve redução 

significante da resistência ao desgaste do esmalte entre os grupos que 

receberam gel com ou sem PC. Entretanto, diferença significante foi 

observada para a dentina, ocorrendo um aumento considerável no 

desgaste superficial. Segundo os autores, como foi realizado um estudo in 

situ, a presença de cálcio e fosfato na saliva, bem como a presença de 

fluoretos podem ter aumentado a resistência ao desgaste do esmalte 

observado no presente estudo. Já para a dentina, o maior desgaste 

observado pode ser atribuído ao maior conteúdo orgânico deste substrato, 

apresentando maior porosidade e solubilidade, o que resultou em menor 

resistência ao desgaste após o clareamento. 

Com o propósito de avaliar as alterações da micromorfologia 

superficial do esmalte clareado com PC a 15% (Opalescence®, Ultradent), 

Dudea et al.24 (2009), realizaram estudo de microscopia eletrônica de 

varredura (MEV). Para tanto, dentes humanos foram divividos em dois 

grupos, de acordo com o protocolo de clareamento empregado. A 

superfície vestibular dos dentes foi dividida em quadrantes, sendo que no 

primeiro grupo foram realizados os seguintes tratamentos em cada 

quadrante: controle (sem tratamento), aplicação de PC a 15% por 3 horas, 

aplicação de PC a 15% por 8 horas, aplicação de acido fosfórico 37% por 

40 segundos. No segundo grupo foram realizados os seguintes 

tratamentos em cada quadrante: controle, aplicação de PC 15% por 3 

horas durante 14 dias, aplicação de PC a 15% por 8 horas durante 14 

dias, aplicação de acido fosfórico 37% por 40 segundos. Neste grupo, os 

dentes ficaram armazenados em saliva artificial durante o intervalo de 
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aplicação do gel clareador. Os autores observaram que uma única 

aplicação do gel por de 3 ou 8 horas não resultou em alterações 

superficiais, apresentando micromorfologia semelhante ao controle. 

Entretanto, o tratamento por 14 dias consecutivos resultou em áreas com 

depressões em alguns casos profundas, conferindo aspecto mais variável 

na superfície do esmalte quando comparado ao controle, o que sugere 

que esta superfície apresentou-se mais porosa. 

No estudo realizado Forner et al.30 (2009), foi realizada análise 

nanoestrutural da dentina intertubular e peritubular após aplicação de 

agentes clareadores com elevadas concentrações de PC ou H2O2. Para 

isto, foram utilizados blocos de esmalte/dentina provenientes de dentes 

humanos, sendo realizados os seguintes tratamentos: 3 aplicações de 30 

minutos cada de um gel clareador com 30% de PC (Vivastyle®, 

Ivoclar/Vivadent) ou 3 aplicações de 8 minutos cada de gel com 35% de 

H2O2 (Polla Office®, FDI). Um total de 100 nanoidentações foram 

realizadas na dentina inter e peritubular em cada espécime, antes e depois 

de cada tratamento em microscópio de força atômica. Foi observada 

redução de cerca de 50% na nanodureza da dentina, independente da 

região avaliada, para os dois tratamentos. 

Ushigome et al.78 (2009) avaliaram as alterações estruturais do 

esmalte após tratamento com soluções clareadores em diferentes 

concentrações. Fragmentos de esmalte bovino foram imersos em soluções 

com 10 ou 30% de PC ou H2O2, pelos períodos de 30 ou 180 minutos. A 

rugosidade superficial antes e após o procedimento clareador foi avaliada, 

sendo observado aumento significante na rugosidade superficial em todos 

os espécimes. A dissolução do esmalte foi estudada através da 

mensuração do Ca presente na solução após os períodos experimentais. 

Todos os grupos apresentaram concentrações significativas deste íon 

após os protocolos instituídos. A morfologia superficial do esmalte foi 

analisada por MEV, onde foi observado que após o procedimento 

clareador o esmalte apresentou-se com áreas de erosão generalizada. O 
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grau das alterações estudadas foi proporcional à concentração da solução 

e ao tempo de imersão, sendo que a solução com 30% de H2O2 foi a que 

proporcionou os piores resultados. Além disso, os autores avaliaram a 

nanodureza superficial e em profundidade do esmalte. Foi obsevado que, 

independente do agente utilizado, concentração ou tempo de imersão, 

redução significante da nanodureza numa profundidade de 20 μm. Desta 

forma, os autores concluíram que as alterações estruturais no esmalte 

pós-clareamento são dependentes da concentração e tipo de agente 

clareador utilizado, bem como com o tempo de contato com a superfície 

dental. 

Em estudo atual desenvolvido por Soldani et al.72 (2010), avaliou-se 

o efeito do agente espessante presente em géis clareadores com PC na 

microdureza do esmalte in situ. Blocos de esmalte humanos foram 

cimentados ao primeiro molar de voluntários, os quais foram submetidos 

ao protocolo de clareamento que incluía aplicação do produto na 

superfície dos blocos durante 8 horas diárias por um período de 21 dias. 

Foram avaliados dois géis contendo 10% de PC (Whiteness Perfect®, 

FGM, e Colgate Platinum Overnight®, Colgate Palmolive)  bem como dois 

géis contendo apenas o agente espessante (carbopol ou poloxamer). A 

microdureza Knoop foi avaliada antes e após os tratamentos. Os autores 

observaram que ocorreu redução estatisticamente significante para todos 

os grupos após os tratamentos instituídos, entretanto não foi observada 

diferença significante entre os grupos experimentais. Desta forma, sugeriu-

se que o agente espessante poderia atuar de forma sinérgica com o 

peróxido na desmineralização do esmalte clareado com agentes contendo 

PC. 
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3.3 Efeitos dos agentes clareadores em células 

pulpares 

 

Este ítem foi dividido em quatro tópicos, com o objetivo de realizar 

uma apresentação didática dos estudos selecionados. O primeiro tópico 

abordou os estudos que demonstraram a penetração do H2O2 na câmara 

pulpar; o segundo abordou os trabalhos que avaliaram a citotoxicidade 

dos géis clareadores em cultura de células; o terceiro agrupou os estudos 

que avaliaram histologicamente o tecido pulpar in vivo; e o quarto tópico 

abordou os trabalhos que avaliaram as respostas a nível molecular de 

células pulpares frente à exposição ao H2O2. 

 
 
3.3.1 Penetração de H2O2 na câmara pulpar 

 

 

A aplicação do H2O2 na superfície de esmalte promove o 

clareamento da estrutura dental, pela capacidade que esta molécula 

apresenta de penetrar esse tecido e atingir a dentina subjacente. Como a 

dentina é considerada como um tecido muito mais permeável que o 

esmalte, devido aos túbulos dentinários e ao maior conteúdo orgânico, 

diversos estudos in vitro avaliaram a capacidade de penetração do H2O2 

na câmara pulpar após aplicação de agentes clareadores na superfície de 

esmalte. 

Bowles, Ugwuneri8, em 1987, observaram que o H2O2 é capaz de 

atravessar a estrutura dental e penetrar na câmara pulpar, e que esta 

penetração aumenta com a aplicação de calor. Neste estudo, dentes 

humanos anteriores extraídos tiveram a polpa coronária removida e 
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substituída por solução tampão acetato. Em seguida, a face vestibular dos 

dentes foi exposta a soluções de H2O2 nas concentrações de 1, 10 e 30%, 

sendo estes dentes mantidos numa temperatura constante de 37 oC por 

15 minutos. No grupo controle, o esmalte dental foi exposto a água 

destilada. Paralelamente, dois outros grupos foram expostos ao agente 

com 10% de H2O2, sendo que um destes grupos foi mantido a 37 oC e 

outro a 50 oC para avaliar a influência do calor na penetração do H2O2. A 

quantificação do H2O2 foi realizada por método colorimétrico baseado na 

reação do H2O2 com a enzima peroxidase na presença do corante violeta 

leucocristal. Os valores de densidade óptica das soluções foram 

mensurados em espectrofotômetro, e posteriormente comparados com 

uma curva padrão de H2O2. Os maiores valores de penetração foram 

observados nas amostras tratadas com H2O2 a 30% (25,4 μg), seguidos 

do H2O2 a 10% (5,8 μg) e H2O2 1% (1,8 μg). Nas amostras tratadas com 

H2O2 a 10% e calor, a quantidade de peróxido de hidrogênio encontrada 

no interior da câmara foi equivalente àquela observada nas amostras 

tratadas com H2O2 a 30% (25,5 μg). Os autores concluíram que a 

penetração de H2O2 para o interior da câmara pulpar é significante após 

aplicação das soluções clareadoras sobre o esmalte, sendo que a difusão 

trans-amelodentinária está diretamente relacionada com a concentração 

da solução e a temperatura aplicada sobre o produto. 

No estudo realizado por Cooper et al.16, em 1992, foi avaliada a 

penetração de H2O2 para o interior da câmara pulpar após uso de géis 

clareadores com PC ou H2O2 na sua composição química. Para isto, 

dentes anteriores humanos extraídos tiveram suas raízes seccionadas e o 

tecido pulpar coronário extirpado. A câmara pulpar foi preenchida com 

tampão acetato e o dente foi submetido ao clareamento com gel à base 

de PC (10% ou 15%) ou à base de H2O2 (5% ou 30%). Toda a coroa 

permaneceu exposta ao agente clareador a 37 oC durante 15 minutos. A 

quantificação do H2O2 na solução tampão foi avaliada na presença da 

enzima peroxidase e do corante violeta leucocristal. A penetração de 
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H2O2 foi estatisticamente significante, obtendo-se os seguintes valores de 

H2O2: 3,3μg para o PC a 10%; 4,8μg para o PC a 15%; 10,4μg para o 

H2O2 a 5%; 40,4μg para o H2O2 a 30%. Os autores concluíram que a 

penetração de H2O2 para o interior da câmara pulpar está diretamente 

relacionada com a concentracão desta molécula no gel clareador. 

Com o objetivo de avaliar a influência da presença de uma 

restauração na superfície dental clareada na difusão de H2O2 para a 

câmara pulpar, Gökay et al.33 (2000) realizaram estudo em dentes 

restaurados ou não com diferentes materiais restauradores e submetidos 

ao clareamento. Incisivos humanos extraídos foram submetidos à 

realização de cavidades padronizadas do tipo classe V na face vestibular, 

as quais foram restauradas com os seguintes materiais: resina composta 

(RC) (Charisma®,Heraeus Kulzer GmbH), cimento de ionômero de vidro 

(CIV) reforçado por resina (Vitremer®, 3M) ou compômero (Dyract®, De 

Trey Dentisply Konstanz). A câmara pulpar foi preenchida com solução 

tampão acetato, e a porção coronária do dente foi imersa por 30 minutos 

nas seguintes soluções clareadoras: 30% de H2O2, 35% de PC, 15% de 

PC e 10% de PC. Após este período, a solução tampão foi removida, e foi 

realizada a quantificação do H2O2 (peroxidase/violeta leucocristal). Os 

grupos controle foram constitídos por dentes restaurados e íntegros não 

clareados. A maior penetração de peróxido foi observada nos dentes 

restaurados e clareados com agentes clareadores com elevadas 

concentrações do componente ativo. Nos grupos clareados com H2O2 a 

30% e PC a 35%, houve diferença significante entre os materiais 

restauradores, havendo maior penetração nos dentes restaurados com 

CIV e menor penetração para os dentes restaurados com RC. Não foi 

observada diferença estatística entre os materiais restauradores para os 

dentes clareados com PC a 10 ou 15%. Desta forma, segundo os autores, 

a presença de uma restauração na superfície a ser clareada permite 

maior penetração de H2O2 na câmara pulpar. 

Com proposta semelhante, Benneti et al.6, em 2004, avaliaram a 
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influência da presença de restauração de RC na superície dental 

submetida ao clareamento, na penetração de H2O2 em direção à câmara 

pulpar. Foram realizadas cavidades padronizadas tipo classe V na 

superfície vestibular de incisivos laterais bovinos, a qual foi restaurada 

com resina composta (Durafill®; Heraeus Kulzer GmbH). A polpa coronária 

dos dentes  foi removida e substituída por solução tampão acetato. Em 

seguida, géis clareadores contendo 10% (Opalescence®, Ultradent) ou 

35% de PC (Opalescence Quick®, Ultradent) foram aplicados na 

superfície vestibular dos dentes por 60 minutos. Os grupos controles 

foram constituídos por dentes íntegros e restaurados que permaneceram 

em contato com água destilada pelo mesmo período de tempo. Foi 

observada penetração significante de H2O2 para os dentes restaurados 

em comparação com os dentes íntegros, a qual foi significantemente 

maior nos grupos clareados com PC a 35% em relação aos grupos 

submetidos ao clareamento com PC a 10%. A concentração de H2O2 

encontrada foi de 0,7879 µg para dentes restaurados + PC 35%, 0,2954 

µg para dentes restaurados + PC 10%, 0,131 µg para dentes íntegros + 

PC 35% e 0,0712 µg para dentes íntegros + PC a 10%. Não houve 

diferença estatisticamente significante entre os dentes íntegros clareados 

com PC a 10% e os controles. 

Gokay et al.32 (2005) compararam a penetração de H2O2 na câmara 

pulpar de diferentes produtos clareadores disponíveis diretamente ao 

consumidor (OTCs). Os autores utilizaram incisivos centrais superiores 

humanos, os quais foram divididos em cinco grupos: G1 – fita clareadora 

com 5,3% de H2O2 (Crest Whitestrips®; Protecter e Gamble); G2 – paint on 

(gel para pintar) com 19% de perborato de sódio (5,3% de H2O2) (Crest 

Night Effects®; Protecter e Gamble); G3 – paint on com 18% de PC (6,5% 

de H2O2) (Colgate Simple White®; Colagate Palmolive); G4 – paint on com 

8,7% de H2O2 (Colgate Simple White Night®; Colagate Palmolive); G5 – 

grupo controle (água destilada). Os produtos foram aplicados por 30 

minutos na superfície de esmalte, sendo em seguida realizada a 
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quantificação do H2O2 que difundiu no tampão acetato por meio do teste 

violeta leucocristal/peroxidase. Foi observada diferença significante para 

todos os grupos, obtendo-se as seguintes concentrações de H2O2: G1 – 

0,726 µg; G2 - 0,175 µg; G3 - 0,231 µg; G4 - 0,433 µg. A maior penetração 

foi encontrada nos grupos cujo agente clareador era à base de H2O2 (G1 e 

G4), enquanto que nos grupos onde o produto clareador era a base de PC 

ou perborato de sódio, obtiveram-se os menores valores de penetração de 

H2O2. Segundo os autores, a liberação lenta e gradual do H2O2 em 

agentes clareadores contendo o PC ou o perborato de sódio como 

componente ativo pode prevenir a penetração desta molécula na câmara 

pulpar. 

No estudo realizado por Camargo et al.11 (2007), foi avaliada a 

penetração de H2O2 na câmara pulpar de dentes humanos e bovinos com 

ou sem presença de restauração. Cavidades classe V foram preparadas 

na face vestibular dos dentes, as quais foram restauradas com RC 

(Esthetic X®, Dentisply), CIV (Vidrion R®, SS White) ou CIV modificado 

com resina (Vitremer®, 3M). Em seguida, o clareamento foi realizado com 

H2O2 a 38% (Opalescence®, Ultradent) por 40 minutos, sendo realizada a 

quantificação do H2O2 que se difundiu para a câmara pulpar (teste violeta 

leucocristal/peroxidase). Os resultados demonstraram que ocorreu maior 

penetração de H2O2 nos dentes humanos do que nos dentes bovinos para 

todos os grupos. Para os dentes humanos, todos os grupos restaurados 

diferiram de forma significante do grupo controle, sendo que os maiores 

valores de penetração foram observados para os dentes restaurados com 

CIV modificado por resina. Nos dentes bovinos, diferença significante foi 

observada apenas para os dentes restaurados com CIV modificado por 

resina. Segundo os autores, a maior penetração de H2O2 nos dentes 

humanos pode ser devido à menor espessura de esmalte e dentina em 

comparação aos dentes bovinos. 

A associação da luz no clareamento dental tem sido bastante 

indicada na atualidade, no entanto, ainda existem controvérsias na 
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literatura quanto à eficácia e segurança deste protocolo de clareamento. 

Desta forma, Camargo et al.10, em 2009, avaliaram a influência da 

fotoativação do gel clareador na penetração de H2O2 para a câmara 

pulpar. Incisivos laterais bovinos foram selecionados, sendo realizada 

remoção da porção radicular e preenchimento da câmara pulpar com 

solução tampão acetato. O clareamento foi realizado com gel contendo 

35% de H2O2 (Whiteness HP®, FGM) associado ou não à fotoativação com 

LED ou Laser Nd:YAG. O gel foi aplicado na superfície vestibular do dente 

por 20 minutos e fotoativado por 3 minutos. No grupo sem fotoativação, o 

gel clareador foi aplicado durante 20 minutos. O grupo controle ficou em 

contato com água destilada pelo mesmo período de tempo. Em seguida, a 

solução tampão foi removida e colocada para reagir com o corante 

leucocristal e a enzima peroxidase. Os autores observaram que ocorreu 

penetração significativamente maior de H2O2 nos dentes clareados e 

fotoativados com LED e Laser Nd:YAG (1,1310 e 2,260 µg, 

respectivamente) quando comparados ao grupo apenas clareado (0,150 

µg). Não foi observada diferença significante entre os dois tipos de fonte 

de luz utilizados. Os autores concluíram que a utilização luz no 

clareamento dental pode aumentar a penetração de H2O2 em direção à 

câmara pulpar. 

 

 

3.3.2 Citotoxicidade dos géis clareadores. 
 

 

No início da década de 90, estudiosos desenvolveram dispositivos 

denominados “câmaras pulpares artificiais - CPAs”, objetivando simular in 

vitro a situação clínica para avaliar o efeito citotóxico de materiais 

dentários sobre células pulpares. As CPAs apresentam dois 

compartimentos, um superior onde são adaptados discos de dentina ou 

de esmalte/dentina, e um inferior que apresenta perfurações circulares 
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com o objetivo de permitir o contato do meio de cultura com a superfície 

pulpar da dentina. Desta forma, quando os géis clareadores são aplicados 

na superfície oclusal dos discos, os produtos capazes de realizar difusão 

trans-amelodentinária ou trans-dentinária atingem o meio de cultura, 

sendo esse meio aplicado nas células em cultura. Hanks et al.35, em 

1993, foram os primeiros pesquisadores a publicarem um estudo desta 

natureza. O objetivo do estudo foi avaliar a citotoxicidade trans-dentinária 

de géis clareadores com H2O2 ou PC, bem como quantificar o total de 

peróxido capaz de realizar essa difusão. Foram obtidos discos de dentina 

com 0,5mm de espessura, provenientes da porção coronária de molares 

humanos. Todos os discos foram submetidos à avaliação da 

permeabilidade dentinária para distribuição homogênea entre os grupos 

controle e experimentais. Foram avaliados dois géis clareadores contendo 

o H2O2 como componente ativo (10 e 3%) e 4 géis à base de PC (3 géis 

com 10% e 1 gel com 15%). Inicialmente, foi realizada avaliação da 

difusão trans-dentinária do H2O2. Para tanto, os discos foram adaptados 

nas CPAs e a superfície pulpar do disco ficou em contato com solução 

tampão acetato. Os géis clareadores foram aplicados na superfície oclusal 

dos discos pelos períodos de 15 minutos, 1 hora ou 6 horas, sendo 

realizada a quantificação do H2O2 presente na solução tampão pelo teste 

do corante violeta leucocristal/peroxidase. Para avaliação da 

citotoxicidade, as CPAs com os discos em posição foram posicionadas 

em compartimentos contendo meio de cultura, de tal forma que o mesmo 

ficasse em contato com a superfície pulpar do disco de dentina. O 

procedimento clareador foi realizado pelos períodos de 15 minutos ou 1 

hora na superfície oclusal dos discos, da mesma forma descrita 

anteriormente, obtendo-se desta forma o extrato (meio de cultura + 

produtos de difusão trans-dentinária dos géis clareadores). O extrato foi 

aplicado pelo período de 1 hora em fibroblastos (Balc/c 3T3) previamente 

cultivados, sendo realizada avaliação do metabolismo celular pelo teste 

do MTT. Os autores observaram que ocorreu difusão significante de H2O2 

50 



para todos os produtos avaliados, a qual foi diretamente proporcional à 

concentração do gel clareador e ao tempo de contato com o disco de 

dentina. Foi observado ainda redução significante do metabolismo celular 

para todos os grupos estudados nos dois períodos avaliados. Para o 

período de 15 minutos, a redução do metabolismo celular foi de 95,2%, 

64,9% e 78,5% respectivamente para os géis com 10% e 3% de H2O2 e 

15% de PC, e de 64,3%, 59,4% e 42%, para os 3 géis com 10% de PC. 

No período de 1 hora, a redução do metabolismo celular foi maior ou igual 

a 90% para todos os grupos. 

Com o objetivo de avaliar os efeitos citotóxicos do clareamento 

com géis clareadores com elevadas concentrações de H2O2, Trindade et 

al.77 (2009) utilizaram discos de esmalte/dentina, com espessura 

semelhante à encontrada em incisivos humanos, os quais foram 

adaptados em CPAs. As CPAs com os discos em posição foram 

posicionadas em placas de 24 compartimentos contendo meio de cultura 

em contato com a superfície dentinária. O gel clareador contendo 35% de 

H2O2 (Whiteness HP®, FGM) foi aplicado na superfície de esmalte por 15 

minutos, associado ou não à irradiação com luz alógena (430 mW/cm2) 

por 20 segundos. A irradiação foi realizada a 10 mm de distância do 

disco, sendo o procedimento clareador repetido 3 vezes. Após a última 

aplicação do gel clareador, foi realizada sua remoção, e as CPAs foram 

mantidas em incubadora a 37o C por 12 horas. Decorrido este período, o 

meio de cultura contendo os produtos de difusão trans-amelodentinária do 

gel clareador, denominado de extrato, foi aplicado em células de linhagem 

odontoblástica (MDPC-23) previamente cultivadas, pelo período adicional 

de 24 horas. No grupo controle, não foi realizado qualquer tratamento na 

superfície do disco. O metabolismo celular foi avaliado pelo teste do MTT, 

o qual demonstra a atividade da enzima mitocondrial desidrogenase 

succinica, e a morfologia celular foi avaliada por MEV. Os resultados 

demonstraram intensos efeitos citotóxicos sobre as células MDPC-23, 

sendo observado 92% de redução do metabolismo celular no grupo 
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clareado e 82,5% para o grupo clareado e irradiado, não havendo 

diferença significante entre esses dois grupos. A análise por MEV 

demonstrou que apenas um pequeno número de células permaneceram 

aderidas à lamínula de vidro, sendo observados restos de membrana 

celular o que caracteriza a ocorrência de morte celular. As células que 

permaneceram aderidas apresentaram fortes alterações morfológicas.  

De forma semelhante, Coldebella et al.15, em 2009, realizaram 

avaliação da citotoxicidade trans-amelodentinária do gel clareador com 

35% de H2O2 (Whiteness HP®, FGM), após 5 aplicações consecutivas 

sobre a superfície de esmalte. Os discos de esmalte/dentina foram 

adaptados nas CPAs, obtendo-se 3 grupos experimentais: G1 – cinco 

aplicações do gel clareador por 15 minutos; G2 – cinco aplicações do gel 

por 15 minutos associada a irradiação com luz halógena (430 mW/cm2) 

por 20 segundos; G3 – grupo controle sem tratamento. Após a última 

aplicação, as CPAs foram mantidas em incubadora a 37 oC por 12 horas, 

obtendo-se o extrato, o qual foi aplicado nas células odontoblastóides, 

previamente cultivadas, por 24 horas. Foram realizadas avaliação do 

metabolismo celular pelo teste do MTT, quantificação da proteína total e 

avaliação da morfologia celular por MEV. Foi observada diminuição 

significante da viabilidade celular para G1 e G2 quando comparados ao 

controle, e o total de proteína celular diminuiu em 93,13% para G1, e 

91,8% para G2, não havendo diferença significante entre esses dois 

grupos. A análise por MEV demonstrou uma grande diminuição no 

número de células e a morfologia das células que permaneceram 

aderidas apresentaram severas alterações. 

No estudo realizado por Dias Ribeiro et al.22 (2009) foi realizada 

modificação na técnica da avaliação da citotoxicidade trans-

amelodentinária proposta por Trindade et al.77 (2009) e Coldebella et al.15 

(2009). Os autores adaptaram discos de esmalte/dentina em CPAs, no 

entanto, as células MDPC-23 foram cultivadas na superfície de dentina do 

disco, aproximando ainda mais o experimento da situação in vivo. Em 
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seguida o gel clareador com 35% de H2O2 (Whiteness HP®, FGM) foi 

aplicado na superfície de esmalte associado ou não à irradiação com luz 

halógena (500 mW/cm2). Os seguintes grupos experimentais foram 

formados de acordo com o tratamento da superfície de esmalte: G1 – 

duas aplicações de 15 minutos de gel clareador; G2 – duas aplicações de 

15 minutos do gel associado à 20 segundos de irradiação com luz 

halógena; G3 – aplicação de luz halógena por 20 segundos; G4 – grupo 

controle (sem tratamento). Após incubação por 12 horas a 37oC e 5% de 

CO2, foi realizada avaliação do metabolismo celular pelo teste do MTT. A 

análise da morfologia celular por MEV foi realizada na superfície 

dentinária dos discos de esmalte/dentina. Paralelamente, foi avaliada a 

alteração da temperatura na superfície dentinária após aplicação da luz. 

Os valores da redução do metabolismo celular para G1, G2 e G3 foram de 

31,7%, 41,6% e 11,5%. Foi observada diferença significante entre G1 e 

G2 com o grupo controle. Pôde-se observar ainda que a associação entre 

o clareamento e aplicação de luz resultou em maiores efeitos citotóxicos 

sobre as células, no entanto esses resultados não foram estatisticamente 

significantes. Além disso, a aplicação da luz isoladamente resultou em 

aumento da temperatura da superfície dentinária em 0,4oC, o que resultou 

em discreta redução do metabolismo celular, porém esta redução não foi 

significativa. A MEV demonstrou em G1 e G2 um número reduzido de 

células aderidas ao substrato dentinário e a presença de fragmentos 

celulares, caracterizando a ocorrência de morte celular. As células que 

permaneceram aderidas apresentaram profundas alterações na 

morfologia. Segundo os autores, a aplicação de luz associada ao 

clareamento é questionável, pelo potencial de maiores danos às células 

pulpares. 

De Lima et al.18 (2009) avaliaram a citotoxicidade de diluições 

seriadas de um gel clareador com PC a 10% (Whiteness®, FGM) 

aplicadas diretamente nas células odontoblastóides em cultura. Foram 

realizadas diluições seriadas do gel clareador partindo de 0,1% até 
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0,0001%, sendo realizada a quantificação do peróxido presente em cada 

diluição pela técnica do violeta leucocristal/peroxidase. As soluções 

contendo o peróxido foram aplicadas nas células MDPC-23 previamente 

cultivadas pelo período de 1 hora. Os autores observaram que ocorreu 

redução significante do metabolismo celular nas concentrações de 0,1% e 

0,01%, com redução do metabolismo celular de 78% e 38,5%, 

respectivamente. Para as concentrações de 0,001% e 0,0001%, não foi 

observada redução significante do metabolismo celular, onde a 

concentração de peróxido encontrada foi de 0,2547 e 0,0257, 

respectivamente. 

No estudo de Sacono et al.66 (2010) foi avaliada a citotoxicidade 

trans-amelodentinária de géis clareadores com 20 e 38% de H2O2 sobre 

células odontoblastóides MDPC-23. Foram utilizadas CPAs, sendo o 

clareamento realizado na superfície de esmalte dos discos de 

esmalte/dentina conforme a recomendação do fabricante. O gel com 20% 

de H2O2 (Whiteness HP Blue®, FGM) foi aplicado pelo período de 45 

minutos, sendo realizada 1 ou 2 aplicações. Para o gel com 38% de H2O2 

(Opalescence Xtra Boost®, Ultradent), foram realizadas 1, 2 ou 3 

aplicações de 10 minutos. Após a última aplicação dos produtos, as CPAs 

foram incubadas a 37oC por 12 horas para obtenção do extrato. O extrato 

foi aplicado em células MDPC-23 previamente cultivadas por 24 horas. A 

viabilidade e morfologia celular foram avaliadas pelo teste do MTT e MEV, 

respectivamente. Foi observado intenso efeito citotóxico, com redução do 

metabolismo celular de cerca de 96% para todos os grupos, não havendo 

diferença significante entre os grupos, independente do número de 

aplicações e da concentração do gel clareador. A análise por MEV 

demonstrou a ocorrência de morte celular da maioria das células.  

Em estudo recente realizado por Lima et al.53 (2010), foi realizada 

avaliação da citotoxicidade trans-dentinária de géis clareadores com 

baixas concentrações de PC, bem como o efeito da aplicação prévia de 

um anti-oxidante (ascorbato de sódio – AS) na citotoxicidade. Foram 
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utilizados discos de dentina com 0,5mm de espessura, com o objetivo de 

simular os efeitos tóxicos trans-dentinários do clareamento caseiro em 

áreas com exposição dentinária. Os discos de dentina, provenientes de 

molares humanos, foram testados quanto a sua permeabilidade para 

distribuição homogênea entre os seguintes grupos: G1 – controle (sem 

tratamento); G2 – aplicação de AS a 10% por 6 horas; G3 – aplicação de 

gel com 10% de PC (Whiteness®, FGM) por 6 horas; G4 – aplicação de AS 

por 6 horas seguido do gel com 10% de PC por 6 horas; G5 – aplicação de 

gel com 16% de PC (Whiteness®, FGM) por 6 horas; G6 – aplicação de AS 

por 6 horas seguido do gel com 16% de PC por 6 horas. Células MDPC-23 

foram semeadas na superfície pulpar dos discos, e imediatamente após a 

aplicação dos produtos na superfície oclusal, foi realizada avaliação do 

metabolismo celular (teste do MTT) e a morfologia celular (MEV). 

Paralelamente, foi realizada quantificação do H2O2 capaz de se difundir 

após aplicação do PC a 10 ou 16% por 6 horas pelo método do corante 

violeta leucocristal/peroxidase. A aplicação do PC a 16% isoladamente 

(G5) resultou em 65% de redução do metabolismo celular, a qual 

apresentou diferença significante quando comparado ao grupo controle. 

Para os demais grupos, os valores do metabolismo celular não 

apresentaram diferença estatisticamente significante com o controle. A 

aplicação do AS previamente ao clareamento (G4 e G6) resultou em 

redução dos efeitos tóxicos, sugerindo a ocorrência de citoproteção devido 

à atividade antioxidante. Os maiores valores de penetração de H2O2 foram 

observados para o grupo clareado com PC a 16%, sugerindo que a 

penetração do H2O2 é proporcional à concentração do gel clareador com 

PC. 

 

3.3.3 Alterações histológicas no tecido pulpar 
 

Diversos estudos realizaram avaliações histológicas do tecido 

pulpar após clareamento dental com diferentes técnicas e produtos, 
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visando a avaliação da segurança desses procedimentos. Robertson, 

Melfi63, em 1980, avaliaram a resposta pulpar de pré-molares submetidos 

ao clareamento com solução contendo H2O2 a 35%, associado ou não ao 

calor. Os dentes foram divididos em 4 grupos: G1 - sem tratamento (grupo 

controle); G2 - dentes tratados com H2O2 35% associado à aplicação de 

calor (46 a 51o C); G3 - dentes submetidos à aplicação de calor (46 a 51o 

C); G4 - dentes tratados apenas com H2O2 a 35%. Os tratamentos foram 

realizados em duas sessões de 30 minutos cada, com intervalo de 4 dias 

entre elas. Os dentes foram extraídos e preparados para a análise 

histológica 4 dias após a segunda sessão. Foi observada resposta 

inflamatória superficial com presença de leucócitos e linfócitos nos dentes 

dos grupos clareados com H2O2, associado ou não ao calor. Não foram 

observadas diferenças entre o grupo que recebeu aplicação de calor com 

o grupo controle. 

De forma semelhante, Seale et al.71 (1981), avaliaram o efeito do 

clareamento com H2O2 a 35% associado ou não à aplicação de calor no 

tecido pulpar em caninos de cães. O clareamento foi realizado em seis 

animais, sendo utilizados os quatro caninos. Os dentes de cada animal 

foram tratados da seguinte forma: dente 1 – aplicação do H2O2 a 35% por 

30 minutos; dente 2 – aplicação do H2O2 por 30 minutos intercalado com 

aplicações de calor (62 oC); dente 3 – aplicação de calor; dente 4 – 

controle (sem tratamento). O tratamento foi realizado uma vez por 

semana durante 4 semanas consecutivas. Os dentes foram extraídos 

após 3, 15 ou 60 dias sendo realizada análise histológica. Nos dentes 

clareados, submetidos ou não à aplicação de calor, análisados 3 ou 15 

dias após realização do procedimento clareador, foi observado no tecido 

pulpar abaixo da região clareada ausência da camada odontoblástica, 

denso infiltrado inflamatório, áreas com reabsorção interna da dentina, 

extravasamento dos vasos sanguíneos e grande quantidade de 

neutrófilos, situação característica de inflamação aguda. Não foi 

observada diferença entre os dentes apenas clareados com aqueles 
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associados com a aplicação de calor. No período de 60 dias, foi 

observada remissão total do processo inflamatório, e reestruturação da 

camada odontoblástica. Nos dentes tratados apenas com calor, não foi 

observada diferença com o grupo controle em todos os períodos 

analisados. Segundo os autores, os resultados do presente estudo 

apresentam relevância clínica, pois a espessura de esmalte e dentina nos 

caninos de cães é semelhante à de incisivos humanos, os quais são os 

dentes mais requisitados para o clareamento dental, o que demonstra o 

potencial da geração de alterações importantes no tecido pulpar quando 

da realização do clareamento com elevadas concentrações de peróxido 

de hidrogênio em dentes com pequena espessura de esmalte e dentina. 

Em busca de um tratamento clareador de consultório seguro e 

eficaz, Seale, Wilson70 (1985) propuseram a determinação de um método 

de clareamento que causasse o mínimo de danos ao tecido pulpar. O 

estudo foi realizado in vivo em seis cães que receberam inicialmente 

administração de tetraciclina. Após a erupção dos dentes permanentes, 

com manchamento amarelado induzido pela tetraciclina, os dentes 

caninos de cada animal foram submetidos à aplicação do H2O2 a 35% 

associado ao calor (62 oC) durante 15, 30 ou 45 minutos. Foram 

realizadas quatro sessões em intervalos de 15 dias em cada grupo, sendo 

que o grupo controle permaneceu sem qualquer tratamento. Os cães 

foram sacrificados em períodos de 13, 62 e 92 dias após a última sessão 

do tratamento clareador e os dentes foram preparados para análise 

histológica. Verificou-se que, quanto mais longo o período de aplicação do 

H2O2 e calor, mais severas foram as respostas pulpares, evidenciando a 

formação de dentina reparadora, achatamento dos odontoblastos, 

hemorragia pulpar e presença de infiltrado inflamatório crônico. Os 

autores concluíram que os danos causados à polpa são reversíveis, mas 

contra-indicam tratamentos clareadores por períodos prolongados já que 

quanto maior o tempo de contato do produto com o esmalte, maior é a 

sua penetração em quantidade e profundidade. 
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No estudo realizado por Fugaro et al.31, em 2004, foram avaliadas 

as alterações histológicas no tecido pulpar após realização do 

clareamento caseiro com PC a 10% (Opalescence®, Ultradent). Neste 

estudo foram utilizados pré-molares de voluntários com indicação para 

extração ortodôntica, os quais foram divididos em 4 grupos, de acordo 

com o protocolo de clareamento: G1 - dentes submetidos ao clareamento 

por 4 dias; G2 – dentes clareados por 14 dias; G3 -  clareamento por 14 

dias seguido de duas semanas sem tratamento; G4 (grupo controle) - sem 

tratamento. Os pacientes foram instruídos a utilizar o gel clareador em 

moldeira individualizada por 6 horas diárias no período da noite. Os 

dentes foram extraídos logo após os períodos experimentais, sendo 

realizada preparação para análise histológica. Foi observado que 1/3 dos 

dentes submetidos ao clareamento demonstraram leve reação pulpar, 

com a presença de leucócitos difusos e irregularidades na camada 

odontoblástica, no entanto os pacientes não relataram sensibilidade. Em 

G3, não foram observadas presença de alterações histológicas, 

apresentando-se semelhante ao controle. Os autores concluíram que o 

clareamento caseiro com PC a 10% pode causar pequenas alterações 

pulpares, entretanto elas são reversíveis dentro de duas semanas, sendo 

desta forma considerado como um tratamento seguro para a polpa dental.  

Kina et al.46 (2010) realizaram avaliação histológica em pré-

molares submetidos ao clareamento com H2O2 a 38% associado ou não à 

aplicação de luz halógena. Os dentes foram submetidos à 3 aplicações 

consecutivas de 10 minutos cada do gel clareador Opalescente Xtra 

Boost® (Ultradent) com 38% de H2O2, associadas ou não à aplicação de 

luz halógena (480mW/cm2) por 3 minutos. Dentes não clareados e não 

irradiados compuseram o grupo controle. Os dentes foram extraídos 2 a 

15 dias após o procedimento clareador, sendo preparados para avaliação 

histológica. Não foram observadas alterações significantes nos dentes 

clareados associados ou não à luz. Alguns dentes apresentaram 

pequenas alterações na camada odontoblástica e leve reação inflamatória 
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na região periférica da polpa próxima à áreas submetidas ao tratamento, 

no entanto não foram significativas.  

Já no estudo de De Souza Costa et al.20 (2010), foi realizada 

comparação dos efeitos do clareamento com altas concentrações de H2O2 

em dentes anteriores e posteriores. Dezesseis dentes com indicação para 

extração por motivos ortodônticos foram distribuídos em 4 grupos: G1 

(n=6) – pré-molares clareados; G2 (n=4) – incisivos inferiores clareados; 

G3 (n=3) pré-molares não clareados; G4 (n=3) – incisivos inferiores não 

clareados. O protocolo de clareamento seguiu as recomendações do 

fabricante, sendo realizadas 3 aplicações consecutivas de 15 minutos do 

gel clareador com 38% de H2O2 (Opalescence Xtra Boost®, Ultradent). Os 

dentes foram extraídos para análise histológica após 2 dias. Além disso, 

foi realizada mensuração da espessura de dentina dos dentes em 

microscópio de luz. Foi observada ausência de alterações histológicas 

significativas nos pré-molares clareados ou não e nos incisivos não 

clareados. No entanto, nos incisivos submetidos ao clareamento foram 

observadas importantes alterações histológicas. Em 3 dentes, o tecido 

pulpar coronário apresentou uma extensa área de necrose por 

coagulação e deposição de dentina reacionária e resposta inflamatória 

moderada na polpa radicular. Em um dente, foi observada intensa 

deposição de dentina reacionária na polpa coronária e leve reação 

inflamatória na polpa radicular. A espessura média dos pré-molares foi de 

3,1mm, enquanto que nos incisivos foi de 1,8mm, a qual foi 

significantemente menor. Segundo os autores, as intensas reações 

observadas nos incisivos inferiores é devido à pequena espessura de 

esmalte e dentina encontrada nesses dentes, a qual permite uma maior 

penetração de componentes tóxicos dos agentes clareadores, causando 

um dano pulpar significativo. 
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3.3.4 Respostas moleculares de células pulpares ao H2O2 
 

 

Atualmente os pesquisadores buscam entender os mecanismos 

moleculares que ocorrem no complexo dentino-pulpar frente à agressão 

com H2O2. Anderson et al.4 (1999), avaliaram a indução do estresse 

oxidativo no tecido pulpar clareado com PC a 10%, por meio da análise da 

expressão da enzima heme oxigenase-1 (HO-1) por imuno-histoquímica. 

Esta enzima é induzida em condições de estresse oxidativo, apresentando 

a função de proteção celular. Foi realizada aplicação de um gel clareador 

com 10% de PC (Opalescence®, Ultradent) em pré-molares pelo período 

de 6 horas (n=17). Como controle, foi utilizado gel placebo sem o PC na 

sua composição (n=10). Após o período de clareamento, os dentes foram 

imediatamente extraídos, sendo realizada coloração para imuno-

histoquímica, utilizando-se um anticorpo policlonal para OH-1. Dos 17 

dentes clareados, 14 apresentaram-se positivamente corados para OH-1. 

As células mais intensamente coradas foram os odontoblastos adjacentes 

à superfície clareada e, em alguns casos, células endoteliais da polpa 

coronária, no entanto em menor intensidade. Segundo os autores, este 

resultado pode ser devido ao fato dos odontoblastos serem as primeiras 

células a agredidas pelo H2O2 capaz de penetrar no tecido pulpar. Desta 

forma, ficou demonstrado que os odontoblastos respondem a nível 

molecular ao estresse oxidativo causado pelo H2O2 proveniente de géis 

clareadores. 

Com o objetivo de comparar o efeito do estresse oxidatido em 

diferentes linhagens celulares, Lee et al.51 (2006) avaliaram as respostas 

biológicas de uma linhagem celular odontoblastóide (MDPC-23) e pré-

osteoblástica (MC3T3-E1) frente à exposição ao H2O2. As células foram 

tratadas com diferentes concentrações de H2O2 por períodos distintos. 

Inicialmente, foi realizada análise da formação de EROs intracelular, por 

meio de citometria de fluxo utilizando-se a sonda fluorescente DCFH-DA, a 
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qual apresenta a capacidade de fluorescer ao se ligar com radicais livres. 

As células foram incubadas com essa sonda e em seguida tratadas com 

H2O2 nas diferentes concentrações, pelo período de 3 horas. 

Paralelamente, foi avaliada a viabilidade celular pelo teste do MTT após 

incubação das células com o H2O2 por 1, 4 ou 15 dias. Além disso, foi 

avaliada a indução de diferenciação celular através da análise da 

produção de fosfatase alcalina (ALP) por teste colorimétrico, e da 

formação de nódulos de mineralização na presença de ácido ascórbico e 

β-glicerofosfato pela coloração Alizarin red S. Foi observada redução da 

viabilidade celular e aumento da produção de EROs intracelular após 

exposição a  0,5 e 0,3 mmol/L H2O2, respectivamente, para as duas 

linhagens estudadas. Entretanto, a produção dos marcadores de 

mineralização diferiu entre as duas linhagens em estudo. Para a MDPC-23 

houve uma indução significante da expressão de ALP após 4 horas, nas 

concentrações de 0,2 e 0,3 mmol/L de H2O2, bem como aumento na 

formação de nódulos de mineralização após 14 dias. Já a linhagem 

MC3T3-E1 apresentou inibição da expressão da ALP dose-dependente, 

com efeito máximo com 0,3 mmol/L, bem como leve redução da 

mineralização da matriz extracelular. Esses resultados demonstram que a 

indução do estresse oxidativo pelo H2O2 apresenta efeitos diferentes de 

acordo com o tipo celular em estudo, havendo indução da diferenciação de 

células odontoblastóides, e de forma contrária, inibição da diferenciação 

em células pré-osteoblásticas. 

Com o objetivo de avaliar a indução da diferenciação de 

odontoblastos na presença do H2O2, Min et al.57, em 2008, estudou a 

expressão de marcadores de direfenciação, bem como a relação desta 

diferenciação com a a indução do estresse oxidativo. Foi realizada cultura 

primária de células pulpares humanas, as quais foram expostas à 

diferentes concentrações de H2O2, sendo realizada análise da viabilidade 

celular (teste do MTT). A análise da expressão dos marcadores de 

diferenciação de odontoblastos (DSPP, ON, BSP, DMP-1, MEPE) e do 
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estresse oxidativo (OH-1), foram realizadas por PCR semi-quantitativo e 

Western Blot. Foi observado que o H2O2 reduziu significativamente a 

viabilidade celular e induziu a expressão de OH-1. Os marcadores de 

diferenciação supra-regulados após exposição ao H2O2 foram a DSPP e a 

DMP-1. A DSPP e a OH-1 apresentaram expressão máxima após 24 

horas de exposição a 0,2 mmol/L de H2O2. O pré-tratamento com inibidor 

de OH-1 bloqueou a expressão desta proteína e da DSPP. Isto demonstra 

que a expressão de DSPP após exposição ao H2O2 ocorre via mecanismo 

dependente da OH-1, sugerindo que esta proteína pode participar num 

mecanismo de proteção frente ao H2O2 em células pulpares humanas. 

Caviedes-Bucheli et al.13 (2008) avaliaram o efeito de diferentes 

protocolos de clareamento na expressão de substância P (SP) no tecido 

pulpar humano. A SP é um neuropeptídeo que apresenta a função 

primária de induzir vasodilatação e aumento do fluxo sanguíneo, 

permitindo a chegada de células inflamatórias e liberação de mediadores 

da inflamação, estando relacionada com a transmissão da sensação 

dolorosa ao sistema nervoso central. Quarenta pré-molares foram 

distribuídos em quatro grupos: G1 – controle (sem tratamento); G2 – 

aplicação de gel clareador a 38% de H2O2 (Opalescence Xtra Boost®, 

Ultradent) por 15 minutos; G3 – aplicação de gel clareador com 35% de 

H2O2 (Lase Peroxide®, DMC) por 3 minutos ativado por laser infra-

vermelho; G4 – aplicação de gel clareador com 20% de H2O2 (Zomm! 

Whitening System®, Discus Dental) ativado por luz. Imediatamente após o 

procedimento clareador, os dentes foram extraídos e a polpa coronária foi 

removida. A extração dos neuropeptídeos foi realizada com ácido acético 

em banho maria a 30o C. A expressão da SP foi avaliada por meio de um 

isótopo radioativo I125, o qual apresenta a capacidade de se ligar com a 

SP. Os resultados demonstraram que a SP foi expressa em todas as 

amostras, sendo que os grupos clareados e ativados por luz ou laser 

apresentaram aumento significante da SP quando comparados com o 

controle. O grupo apenas clareado não apresentou diferença significativa 
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com o grupo controle. Segundo os autores, o clareamento associado com 

a utilização de luz ou calor aumenta os riscos de danos ao tecido pulpar 

bem como de sensibilidade dental pós-clareamento. 

No estudo realizado por Matsui et al.55, em 2009, foram avaliados 

os efeitos estimulatórios de baixas concentrações de H2O2 na calcificação 

de células pulpares humanas. Cultura primária de células de tecido pulpar 

humano foram expostas a meio de cultura contendo 100 µmol/L de H2O2 

por 5 ou 10 minutos. Para avaliar a formação de nódulos de calcificação, 

após os períodos de exposição ao H2O2, as células foram cultivadas em 

meio de cultura suplementado com ácido ascórbico e β-glicerofosfato, pelo 

período de 28 dias. Em seguida, os nódulos foram submetidos à coloração 

Alizarin red S, para avaliação da produção de cálcio, e Von Kossa, para 

avaliação da produção de fosfato. Foi avaliada a expressão de mRNA e 

formação da proteina OCN (osteocalcina) e OPN (osteopontina), por meio 

de PCR tempo real e teste de Elisa. Além disso, os autores investigaram a 

formação do radical livre OH- no meio de cultura contendo H2O2 após 5 ou 

10 minutos, por meio de ressonância de spin eletrônico. Foi observada 

formação de pequenas quantidades de OH- de acordo com o tempo de 

incubação com o peróxido (5 ou 10 minutos). O número de nódulos 

calcificados após 5 e 10 minutos de contato das células com o H2O2 foi 

significativamente maior que no controle, sugerindo que a geração de 

EROs como resultado do tratamento com H2O2 promoveu a formação de 

fosfato de cálcio nas células pulpares humanas. Houve um aumento 

significante na produção do mRNA e do total de proteínas para OCN e 

OPN nas células tratadas com H2O2 por 10 minutos. Segundo os autores, 

o H2O2 induziu as células pulpares a se diferenciarem em células com 

habilidade de formar dentina. 
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44 Material e Método 

 
 

4.1 Avaliação da citotoxicidade trans-

amelodentinária 

 

 

4.1.1 Obtenção de discos de esmalte/dentina 
 

 

Cento e cinco incisivos bovinos, recentemente extraídos e 

provenientes de animais jovens e pertencentes à mesma faixa etária (20 a 

30 meses), foram selecionados para este estudo. Foram excluídos dentes 

com trincas no esmalte, hipoplasia, cálculo no terço médio, alterações 

morfológicas ou cárie. Após remoção mecânica de restos periodontais e 

outros resíduos da superfície dos dentes, foram realizadas delimitações 

na superfície média vestibular do esmalte por meio de marcações 

definidas com auxílio de anel de silicone (Rodimar rolamentos Ltda. – 

Araraquara, SP, Brasil), para obtenção de blocos de esmalte/dentina. Os 

blocos com dimensões de 6,0 x 6,0 mm foram obtidos manualmente, 

utilizando-se para isto disco diamantado dupla face (KG Sorensen, 

Barueri, SP, Brasil) montado em peça reta (Dabi Atlante, Ribeirão Preto, 

SP, Brasil) sob refrigeração constante, seguindo as marcações pré-

determinadas (Figura 1). 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

FIGURA 1 - Bloco de esmalte/dentina obtido a partir do 

terço médio da face vestibular da coroa de incisivos 

bovinos. 

 

 

 

Em seguida, os espécimes foram arredondados com auxílio de 

ponta diamantada cilíndrica (no 1095 KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil), 

em motor de alta rotação (Dabi Atlante, Ribeirão Preto, SP, Brasil) até a 

obtenção de discos com 5,2 mm de diâmetro. A superfície dentinária foi 

regularizada por meio de desgastes com lixas d’água de granulação 400 e 

600 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiaí, SP, Brasil) 

com movimentos giratórios manuais para cada granulação. Os discos 

envolvendo esmalte e dentina foram submetidos a medições de 

espessura por meio de um paquímetro digital (Modelo 500-144B, Mitutoyo 

Sul América Ltda., SP, Brasil), sendo realizada a padronização da 

espessura de 3,5 mm (Figura 2). 
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FIGURA 2 -  Dimensões dos discos de esmalte/dentina 

obtidos a partir de incisivos bovinos. 

 

 

Em seguida, a smear-layer presente sobre a dentina foi removida 

através da aplicação de 10 µL de solução de EDTA 0,5 M, pH 7,2 por 30 

segundos, seguido de lavagem com água deionizada esterilizada. Este 

procedimento teve como objetivo a limpeza superficial da dentina, 

promovendo a desobstrução dos túbulos dentinários41. 

 

 

4.1.2 Câmara pulpar artificial (CPA) 
 

 

Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram utilizadas câmaras 

pulpares artificiais (CPAs). Estes dispositivos foram desenvolvidos no 

Laboratório de Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara – UNESP. Cada CPA apresenta 2 

compartimentos. O compartimento superior (4 mm de altura) apresenta 

uma abertura de 8 mm de diâmetro, enquanto que em sua superfície 

inferior ocorre uma redução do diâmetro de abertura para 6 mm. Os 

discos de esmalte/dentina foram posicionados no compartimento superior 

entre dois anéis de silicone (Rodimar rolamentos Ltda – Araraquara, SP, 

Brasil) com diâmetro interno de 4,47 mm e espessura de 1,78 mm, 

1,3 mm 

2,2 mm 

3,5 mm 
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mantendo os discos em posição. O compartimento inferior apresenta 

perfurações circulares com a finalidade de permitir contato direto do meio 

de cultura com a superfície de dentina do disco (Figura 3). 

 

 

 

 

FIGURA 3 - Desenho esquemático representativo da Câmara Pulpar 

Artificial (CPA) com o disco de esmalte/dentina e a matriz de aço em 

posição (adaptado de Trindade et al.77, 2009). 

 

 

Entre o anel de silicone e a parede lateral do compartimento 

superior da câmara foi adaptada uma matriz de aço de 5 mm (Injecta 

Produtos Odontológicos, Diadema, SP, Brasil) com o objetivo de manter o 

gel clareador sobre o esmalte. As CPAs com os discos de esmalte/dentina 

em posição, foram autoclavadas individualmente em recipientes de vidro, 

contendo água deionizada, pelo período de 15 minutos, à 120 ºC e 

pressão de 1 Kg/força. Após autoclavagem, foi realizado vedamento 

lateral com cera rosa nº 7 (Wilson®, Polidental, Cotia, SP, Brasil), 

previamente esterilizada, na região entre o disco de esmalte/dentina e a 
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matriz de aço, em câmara de fluxo laminar vertical (Bio Protector Plus 12, 

Veco do Brasil – Ind. Com. de Equipamentos Ltda, Campinas, SP, Brasil) 

com o objetivo de evitar a difusão do gel clareador através dos anéis de 

silicone (Figura 4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4 - Imagens ilustrativas da CPA. A: Vista lateral dos dois 

compartimentos; B: CPA com primeiro anel de silicone em posição; C: 

CPA com disco de esmalte/dentina e segundo anel de silicone em 

posição; D: Vista da superfície de dentina do disco; E: CPA com a matriz 

de aço em posição; E: Vedamento adicional com cera 7 na região do anel 

de silicone. 

 

 

4.1.3 Cultivo das células MDPC-23 
 

 

Células odontoblastóides da linhagem MDPC-23 foram cultivadas 

em garrafas plásticas esterilizadas de 75 cm2 (Costar Corp., Cambridge, 
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MA, EUA) em meio de cultura Dulbecco´s Modified Eagle´s Médium 

(DMEM, Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro 

fetal bovino (SFB, Gibco, Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL e 100 

mg/mL, respectivamente, de penicilina e estreptomicina e 2 mmol/L de 

glutamina (Gibco, Grand Island, NY, EUA) em uma atmosfera umedecida 

contendo 5% de CO2 à temperatura de 37 ºC, sendo subcultivadas a cada 

3 dias na concentração de 30.000 células/cm2 até a obtenção do número 

suficiente de células para realização do experimento.  

 

 

4.1.4 Procedimento clareador 
 

 

Em capela de fluxo laminar vertical (Bio Protector Plus 12 – Veco, 

SP, Brasil), as CPAs contendo os discos de esmalte/dentina foram 

posicionadas nos compartimentos das placas acrílicas esterilizadas de 24 

compartimentos com a superfície de dentina voltada para o fundo do 

compartimento. Aproximadamente 1 mL de meio de cultura foi colocado 

em cada compartimento de tal maneira que a superfície de esmalte do 

disco permaneceu voltada para cima e totalmente exposta, permitindo a 

aplicação do agente clareador, e a superfície dentinária permaneceu em 

contato direto com o meio de cultura (Figura 5).  
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FIGURA 5 - CPA posicionada na placa de 24 

compartimentos contendo 1mL de DMEM, e aplicação do 

gel clareador. 

 

 

Em seguida, a superfície de esmalte foi lavada com 1 mL de água 

deionizada esterilizada com pipetas e concomitante sucção. As CPAs 

foram distribuídas em diferentes grupos de acordo com o tratamento 

proposto (Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Distribuição dos grupos experimentais para avaliação da citotoxicidade 

trans-amelodentinária de acordo com o tratamento proposto 

Grupos n        Tratamento 

G1 15 Água deionizada (controle negativo) 

G2 15 Saliva artificial (controle) 

G3 15 1 aplicação do PC a 10% 

G4 15 7 aplicações do PC a 10% 

G5 15 14 aplicações do PC a 10% 

G6 15 1 aplicação do PC a 16% 

G7 15 7 aplicações do PC a 16% 

G8 15 14 aplicações do PC a 16% 
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Em cada aplicação, 30 mg do gel clareador (peróxido de carbamida 

a 10 ou 16%, Whiteness Perfect FGM, Joinville, SC, Brasil) foi 

cuidadosamente dispensado sobre a superfície de esmalte, onde 

permaneceu por 8 horas dentro de uma incubadora com 5% de CO2 numa 

temperatura de 37ºC. Decorrido este período, o gel foi aspirado, a 

superfície de esmalte foi lavada com água deionizada e seca com bolinha 

de algodão esterilizada. Em seguida, 100 µL de saliva artificial (fosfato de 

potássio monobásico 3,9%; cloreto de cálcio 3,6%; cloreto de sódio 2%; 

cloreto de potássio 2%; cloreto de magnésio 3,7%; phenochem 0,2%; gel 

de natrosol 10%; água destilada qsp), obtida em farmácia de 

manipulação, foi aplicada na superfície de esmalte pelo período de 16 

horas em incubadora. O grupo controle G1 teve a superfície de esmalte 

em contato com água deionizada durante todo o experimento (14 dias). 

No grupo controle G2, a superfície de esmalte ficou em contato com água 

deionizada pelo mesmo período em que foi aplicado o gel clareador nos 

grupos experimentais (8 horas), ficando o restante do tempo em contato 

com saliva artificial (16 horas), pelo período de 14 dias. Esses grupos 

passaram pelas mesmas condições dos grupos experimentais. Três 

experimentos independentes foram realizados em momentos distintos 

para demonstrar a reprodutibilidade dos resultados. 

 

 

4.1.5 Avaliação do metabolismo celular (teste de MTT) 
 

 

A análise da atividade metabólica celular foi realizada por meio da 

demonstração citoquímica da desidrogenase succínica (SDH), a qual 

representa a taxa de respiração mitocondrial das células. Esse método é 

baseado na habilidade das mitocôndrias ativas de células vivas em 

converter o composto tetrazolium em um produto insolúvel. A enzima 

desidrogenase succínica das células viáveis quebra a estrutura do sal de 
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tetrazoluim, produzindo cristais de formazan de coloração azul. Assim, as 

diferentes tonalidades de azul são avaliadas em Leitor de Elisa58. 

Para cada grupo, 12 compartimentos foram utilizados para análise 

do metabolismo celular. Ao final da penúltima aplicação do gel, as CPAs 

foram transferidas para novas placas de 24 compartimentos com 1mL de 

meio de cultura para obtenção do extrato (meio de cultura + possíveis 

componentes do gel clareador difundidos na última aplicação do produto 

sobre o esmalte). Após a última aplicação, o gel clareador foi aspirado e a 

superfície de esmalte foi lavada com água deionizada (Figuras 6 e 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 6 - Remoção da CPA da placa de 24 compartimentos 

após a penúltima aplicação do gel clareador. 
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FIGURA 7 - Posicionamento da CPA em nova placa de 24 

compartimentos contendo 1 mL de DMEM para realização da 

última aplicação do gel clareador e obtenção do extrato. 

 

O extrato foi recolhido e o volume de 500 µL foi aplicado sobre as 

células odontoblastóides MDPC-23 cultivadas previamente, 

permanecendo em contato com as mesmas por 60 minutos em 

incubadora a 37 ºC e 5% de CO2 (Figura 8).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 8 - Aplicação do extrato nas células MDPC-23 

previamente cultivadas em placas de 24 compartimentos. 
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Em seguida, o extrato foi aspirado e uma solução contendo 900 µL 

de meio de cultura DMEM e 100 µL de solução de MTT (Sigma Chemical 

Co., St. Louis, MO, EUA) na concentração de 5 mg/mL de PBS, foi 

aplicada em cada compartimento com a finalidade de identificar as células 

viáveis pela clivagem dos anéis de tetrazolium. As células imersas nesta 

solução foram incubadas por mais 4 horas a 37 °C. Em seguida, o meio 

de cultura com a solução de MTT foi aspirado e cada compartimento 

recebeu 600 μL de solução de isopropanol acidificado em HCl a 0,04 N 

para solubilizar os cristais formados pela degradação dos anéis de 

tetrazolium. A coloração produzida foi quantificada, considerando-se que 

as células com atividade mitocondrial normal são coradas em azul 

intenso. 

A viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional à 

absorbância determinada a 570 nm em leitor de ELISA (TP - Reader, 

ThermoPlate, China). Para tal finalidade, três alíquotas de 100 μL de cada 

compartimento foram removidas e colocadas em outra placa com 96 

compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). Para a 

padronização da leitura, os três primeiros compartimentos da placa foram 

preenchidos com 100 μL da solução de isopropanol acidificado em HCL a 

0,04 N para se determinar o valor correspondente à passagem total da luz 

(branco), ou seja, ao valor máximo para a redução do metabolismo celular 

(0% de metabolismo). Por outro lado, para o grupo controle (G1) onde 

não foi aplicado gel clareador, representando as células em condições 

normais, considera-se 100% de metabolismo. Os resultados foram obtidos 

por meio da média em valores numéricos das alíquotas de cada 

compartimento. Em seguida, foi calculado, em porcentagem, o efeito 

inibitório dos diferentes grupos estudados sobre a atividade mitocondrial 

das células. O experimento foi realizado em três momentos distintos para 

demonstrar a reprodutibilidade dos resultados. 
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4.1.6 Análise da morfologia celular 
 
 

Três compartimentos representativos dos grupos experimentais e 

controle foram destinados à avaliação da morfologia das células, 

utilizando-se, para isto, um microscópio eletrônico de varredura. 

Lamínulas de vidro com 13 mm de diâmetro, previamente esterilizadas, 

foram posicionadas no fundo dos compartimentos imediatamente antes 

do cultivo das células. Após o período de incubação das células em 

contato com os extratos, estes foram aspirados e as células MDPC-23 

que permanecerem aderidas às lamínulas de vidro foram, então, fixadas 

por uma hora em 1 mL de glutaraldeído tamponado a 2,5%. 

Posteriormente à fixação inicial das células, estas foram submetidas aos 

seguintes procedimentos: 

1. Lavadas por três vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada 

lavagem). 

2. Pós-fixadas em 200 μL de tetróxido de ósmio a 1% por 60 

minutos. 

3. Lavadas por duas vezes em 1 mL de PBS (5 minutos cada 

lavagem). 

4. Lavadas por duas vezes em 1 mL de água destilada (15 

minutos cada lavagem). 

5. Desidratadas em 1mL de solução de etanol 30%, 50% e 70%, 

2x 95% e 2x 100% (30 minutos em cada solução). 

6. Lavadas por três vezes com 200 μL de 1,1,1,3,3,3,- 

Hexamethyldisilazane, 98% (HMDS, ACROS Organics, New 

Jersey, NY, USA), 20 minutos cada lavagem.  

Finalmente, a solução de HMDS foi desprezada, as lamínulas 
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contendo as amostras foram removidas do fundo dos compartimentos, 

fixadas em stubs metálicos e mantidas em recipientes fechados por 12 

horas em dessecador. Decorrido o tempo, os stubs contendo as lamínulas 

fixadas foram metalizados com ouro (BAL-TEC SCD 050, Balzers, 

Germany) e analisados em microscópico eletrônico de varredura (JEOL-

JMS-T33A Scanning Microscope, JEOL-USA Inc., Japão) para 

determinação da morfologia celular. 

 

 

44.2 Avaliação das alterações estruturais no 
esmalte 

 

 

4.2.1 Avaliação da microdureza 
 

 

Para avaliação da microdureza, obtiveram-se vinte e quatro blocos 

de esmalte e dentina provenientes do terço médio de incisivos bovinos, os 

quais apresentaram dimensões de 6,0 mm x 6,0 mm. A seleção dos 

dentes bovinos seguiu os mesmos critérios estabelecidos para o teste da 

citotoxicidade. Os blocos de esmalte/dentina foram incluídos em resina 

acrílica autopolimerizável (Vipi Flash, Vipi Ltda, Pirassununga, SP) com o 

auxílio de matrizes circulares provenientes de cano de PVC. A superfície 

de esmalte foi regularizada com lixas d’água com granulações 

seqüenciais (320, 600, 1200 e 1500), em politriz pelo período de 30 

segundos cada. Em seguida foi realizado polimento do esmalte exposto 

com uma sequência de pastas diamantadas com granulações de 6, 3 e 1 

µm (Arotec, Arotec S.A., Cotia, SP). Os espécimes foram divididos em 

três grupos de acordo com o tratamento proposto, como pode ser 

observado na Tabela 2. 
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Tabela 2 - Distribuição dos espécimes para avaliação da microdureza do esmalte de 

acordo com o tratamento proposto 

Grupos n        Tratamento 

GI 8 Controle negativo 

GII 8 Peróxido de carbamida a 10% 

GIII 8 Peróxido de carbamida a 16% 

 

 

Os discos de resina contendo os espécimes foram posicionados 

em placas acrílicas de 6 compartimentos, sendo realizada aplicação do 

gel clareador (Figura 9).  

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 9 - Blocos de esmalte incluídos em resina acrílica e 

posicionados na placa de 6 compartimentos para realização do 

procedimento clareador. 

 

 

Nos grupos GII e GIII, o gel clareador foi aplicado na superfície do 

esmalte pelo período de 8 horas em estufa a 37ºC. Decorrido este 

período, o gel foi removido com auxílio de bolinhas de algodão, seguido 

de lavagem com 5 mL de água deionizada. A água foi aspirada com 

pipeta Pasteur e 5 mL de saliva artificial foi aplicada em cada 

compartimento, a qual permaneceu em contato com os espécimes pelo 
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período de 16 horas. Este procedimento foi realizado por 14 dias 

consecutivos. 

Foi realizada mensuração da microdureza Knoop, utilizando-se 

carga de 50g por 15 segundos. Foram realizadas cinco edentações em 

cada espécime nos seguintes períodos: antes do procedimento clareador 

(dia 0) e nos períodos de 1, 7 e 14 dias pós-clareamento. As edentações 

foram realizadas em uma área 1,0 mm2 em região padronizada no 

espécime. Cada edentação estava distante 0,1mm horizontalmente e 0,5 

mm verticalmente da edentação seguinte (Figura 10). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

FIGURA 10 - Desenho esquemático respresentativo da área do 

espécime onde foram realizadas as edentações. 
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4.2.2 Avaliação da morfologia superficial  
 

Dois espécimes representativos de cada grupo experimental foram 

selecionados para análise da morfologia superficial do esmalte em 

microscópio eletrônico de varredura (Philips FEG XL 30, Oxford, United 

States). Esta análise foi realizada nos mesmos espécimes submetidos ao 

teste da microdureza após 14 dias de clareamento. Os espécimes foram 

desidratados em 1mL de soluções de crescentes de etanol (30%, 50% e 

70%, 2x 95% e 2x 100%) permanecendo por 30 minutos em cada 

solução, e em seguida foram mantidos por 30 dias em dessecador à 

vácuo para secagem. Após esses procedimentos, foi realizada fixação 

dos espécimes em stubs metálicos e metalização por ouro, sendo 

realizada a avaliação por MEV. 

 

 
4.3 Tratamento estatístico dos resultados 

 

Os dados das variáveis dependentes do estudo (MTT e 

microdureza Knoop) foram avaliados quando a sua distribuição 

(Kolmogorov-Smirnov) e homocedasticidade (Levene). Como as variáveis 

apresentaram aderência à curva normal e homogeneidade de variâncias, 

foram aplicados testes paramétricos.  

Para a váriável MTT, a comparação entre os grupos foi realizada 

pelo teste ANOVA a um critério fixo, enquanto que para a variável 

microdureza, foi utilizado o teste ANOVA a dois critérios fixos com uma 

medida repetida (freqüência de aplicação). Uma vez rejeitada a hipótese 

nula de igualdade entre os grupos, foram aplicados testes de Tukey para 

comparação aos pares. Todos os testes estatísticos foram considerados 

ao nível pré-estabelecido de significância de 5%. A análise da morfologia 

celular e da morfologia superficial do esmalte foram realizadas de forma 

descritiva. 
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55 Resultado 
 

 

5.1 Citotoxicidade trans-amelodentinária 
 

 

5.1.1 Metabolismo celular (Teste de MTT) 

 

Não foi observado diferença estatisticamente significante entre os 

grupos controles G1 e G2, bem como entre esses grupos e os grupos 

experimentais G3, G4 e G5, onde foi aplicado PC a 10% (p>0,05).  A 

redução do metabolismo celular para os períodos de 1, 7 e 14 dias foi de 

12,47%; 6,38%; e 5,81%, respectivamente, considerando que o grupo 

controle representava 100% de metabolismo celular. Ao se comparar 

estes grupos experimentais com PC a 10% entre si (G3, G4 e G5), não foi 

observada diferença estatisticamente significante entre eles quando o gel 

foi aplicado pelos períodos de 1, 7 ou 14 dias (p>0,05).  

Todos os grupos que receberam a aplicação de PC a 16% (G6, G7 

e G8) apresentaram redução estatisticamente significante do metabolismo 

celular quando comparados aos controles G1 e G2 (p<0,05). A redução 

do metabolismo foi de 40,32%; 30,16%; e 26,61% para os períodos de 1, 

7 e 14 dias, respectivamente. Ao se comparar estes grupos experimentais 

entre si (G6, G7 e G8), não foi observada diferença estatisticamente 

significante entre eles quando o gel foi aplicado pelos períodos de 1, 7 ou 

14 dias (p>0,05).  

De maneira geral, foi evidente que o clareamento realizado através 

do uso de PC a 16% causou, nos períodos de 1 e 7 dias, uma redução 

estatisticamente maior no metabolismo das células MDPC-23, do que 

aquela determinada para o PC a 10% (p<0,05). Apenas no período de 14 

dias, não foi observado diferença estatística para os tratamentos com 

10% (G5) e 16% (G8) de PC quanto ao metabolismo das células em 

cultura (p>0,05). 



Os resultados de metabolismo celular (Teste de MTT) estão 

representados na Figura 11.   

FIGURA 11 - Representação gráfica dos valores do metabolismo celular (MTT). 

Barras representam médias (n=12) e desvio padrão. Letras iguais indicam 

ausência de diferença estatistica entre os grupos (Teste de Tukey, p> 0,05).  

 

 

5.1.2 Análise da morfologia celular em microscopia eletrônica de 
varredura (MEV) 
 

 

Nos grupos controle água deionizada e saliva artificial (G1 e G2), 

observou-se que um grande número de células odontoblastóides MDPC-

23 permaneceram aderidas ao substrato de vidro. As células estavam 

próximas da confluência, recobrindo, através de seu amplo citoplasma, 

toda a superfície do substrato. A morfologia celular apresentou-se dentro 

do normal com numerosos prolongamentos citoplasmáticos originados de 
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sua membrana (Figura 12A/B/C/D). Nos grupos onde foi aplicado PC a 

10% (G3, G4 e G5), observou-se a manutenção do grande número de 

células odontoblastóides MDPC-23 aderidas ao substrato de vidro. 

Porém, estas células apresentavam discreta alteração morfológica, 

caracterizada, particularmente, por contração de seu citoesqueleto, o que 

resultou na redução de tamanho de cada célula individualmente. O 

resultado desta redução no tamanho celular foi a exposição de pequenas 

áreas do substrato de vidro (Figura 13A/B/C/D/E/F). Já nos grupos onde 

os extratos foram obtidos após tratamento do esmalte com PC a 16%, 

observou-se significativa redução do número de células que 

permaneceram aderidas à lamínula de vidro. Assim, amplas áreas de 

substrato de vidro foram expostas, onde foi possível observar restos de 

estruturas de células mortas, as quais se deslocaram da lamínula e assim 

se perderam com a delicada lavagem realizada dos espécimes. Estas 

características determinadas através da análise da morfologia e 

organização das células sobre o substrato de vidro indicam a ocorrência 

de lesão e morte celular devido ao procedimento clareador utilizando gel 

de PC a 16%. As poucas células odontoblastóides observadas sobre o 

substrato apresentam morfologia variada, sendo que longos 

prolongamentos citoplasmáticos originados de sua membrana parecem 

participar diretamente da adesão destas células à lamínula de vidro 

(Figura 14A/B/C/D/E/F).  
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FIGURA 12 - Fotomicrografias representativas dos grupos controles. A/B: Grupo 

controle água deionizada (G1) – A: Um grande número de células MDPC-23 em 

confluência pode ser observado sobre o substrato de vidro. MEV, aumento original X 

500. B: Estas células exibem amplo citoplasma, o que faz com que elas recubram toda 

lamínula de vidro sobre a qual foram cultivadas. Note os numerosos prolongamentos 

citoplasmáticos originados de sua membrana. MEV, aumento original X 1000. C/D: 

Grupo controle saliva artificial (G2) - C: Tal como observado para o grupo G1, um grande 

número de células MDPC-23 permaneceu aderido ao substrato de vidro. MEV, aumento 

original X 500. D: As células odontoblastóides apresentam características histológicas de 

normalidade. MEV, aumento original X 1000.  
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FIGURA 13 - Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais submetidos ao 

clareamento com PC a 10%. A/B: PC a 10% por 1 dia (G3) – A: Pode-se observar um 

grande número de células aderidas ao substrato de vidro. MEV, aumento original X 500. 

B: As células MDPC-23 apresentam uma leve redução no seu tamanho, expondo 

discretas áreas do substrato de vidro. MEV, aumento original X 1000. C/D: PC a 10% por 

7 dias (G4) – C: Novamente observa-se que as células que permaneceram aderidas ao 

substrato de vidro, apresentam contração do citoplasma. MEV, aumento original X 500. 

D: Detalhe da figura anterior (13C), com as células de tamanho rediuzido apresentando 

numerosos prolongamentos citoplasmáticos originados de sua membrana. MEV, 

aumento original X 1000. E/F: PC a 10% por 14 dias (G5) - E: Observa-se manutenção 

de um grande número de células aderidas ao substrato de vidro. MEV, aumento original 

X 500. F: Note que as células contraídas exibem um citoplasma ligeiramente mais amplo 

do que aquele observado para os grupos G3 e G4. MEV, aumento original X 1000.  
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FIGURA 14 - Fotomicrografias representativas dos grupos experimentais submetidos ao 

clareamento com PC a 16%. A/B: PC a 16% 1 dia (G6) - A: Pode-se observar uma 

redução do número de células aderidas ao substrato de vidro. Note que resíduos de 

membrana citoplasmática das células que foram letalmente agredidas podem ser 

observados sobre o substrato. MEV, aumento original X 500. B: Detalhe da figura 

anterior, onde pode-se observar que as poucas células apresentam variados tamanhos. 

MEV, aumento original X 1000. C/D: PC a 16% 7 dias (G7) - C: Note as poucas células 

com longos prolongamentos citoplasmáticos. MEV, aumento original X 500. D: Detalhe 

das células de variada morfologia que permaneceram aderidas ao substrato de vidro. 

MEV, aumento original X 1000. E/F: PC a 16% 14 dias (G8) – E: A grande maioria das 

células observadas sobre o substrato apresenta morfologia arredondada. Porém, amplas 

áreas de perda celular ainda são vistas. MEV, aumento original X 500. F: Detalhe de um 

grupo de células odontoblastóides MDPC-23 com citoplasma contraído, porém com finas 

estruturas, características de formação de prolongamentos citoplasmáticos, originados 

de sua membrana. MEV, aumento original X 1000.  
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55.2 Alterações estruturais no esmalte 

 

 

5.2.1 Avaliação da microdureza do esmalte 
 

 

 

Os valores obtidos de dureza (Knoop) superficial do esmalte 

dentário em função da concentração de peróxido de carbamida e da 

frequência de sua aplicação estão apresentados na Tabela 3. Não foi 

observada diferença significante entre os valores da microdureza inicial 

entre os espécimes dos grupos controle e experimentais (Tukey, p>0,05). 

Ambas as variáveis do estudo, concentração de PC e frequência de 

aplicação, exercerem efeito significante sobre a dureza superficial do 

esmalte (Tukey, p<0,05). O efeito da interação dessas variáveis também 

foi estatisticamente significante (ANOVA, p<0,05). 

 

 

 

Tabela 3 - Valores da dureza Knoop do esmalte dos grupos controle e experimentais de 

acordo com o período de aplicação. Letras maiúsculas referem-se às colunas e letras 

minúsculas às linhas  

Períodos de aplicação (dias) 
Grupos 

0 1 7 14 

GI 
284,9 (14,7)*  

A,a** 

284,6 (15,1) 

A,a 

286,8 (15,2) 

A,a 

285,0 (16,7)  

A,a 

GII 
300,9 (11,4) 

A,a 

286,3 (9,1) 

A,a 

257,1 (22,9) 

B,b 

262,4 (14,8) 

 B,b 

GIII 
285,5 (27,0) 

A,a 

254,3 (14,6)  

B,b 

239,6 (18,2) 

B,b 

228,3 (16,3)  

C,b 

*Valores representam média (desvio-padrão) de dureza Knoop, n=8. 

** Médias seguidas por letras maiúsculas iguais nas colunas e minúsculas nas linhas não  

diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05) 
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Pôde-se observar que no grupo controle (GI) a dureza do 

esmalte permaneceu inalterada durante todo o período 

experimental. Quando PC a 10% foi utilizado, redução 

significante da dureza superficial do esmalte foi observada 

após 7 e 14 aplicações em relação a dureza inicial (Tukey, 

p<0,05), não sendo observada diferença estatísticamente 

significante entre esses dois períodos (Tukey, p>0,05). Para o 

grupo clareado com PC a 16%, observou-se redução 

significativa da dureza do esmalte em comparação ao controle, 

após 1, 7 e 14 dias de aplicação (Tukey, p<0,05). Entretanto, 

não foi observada diferença estatística entre os períodos de 1 e 

7 dias (Tukey, p>0,05). 

 

 

5.2.2 Avaliação da Morfologia Superficial do Esmalte 
 
 

No grupo controle (GI), pôde-se observar que a superfície do 

esmalte apresentou-se regular com presença de pequena quantidade de 

poros e fissuras (Figura 15).  
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FIGURA 15 - Característica da morfologia superficial do esmalte do grupo controle (GI). 
O esmalte apresenta-se regular com uma pequena quantidade de poros (A – MEV, 
aumento original X 10.000; B – MEV, aumento original X 20.000). 

 

 

Para o grupo clareado com PC a 10% (GII), a morfologia superficial 

do esmalte apresentou-se regular, não sendo observadas diferenças 

consideráveis em relação às amostras do grupo controle (Figura 16).  

 
 

 
FIGURA 16 - Característica da morfologia superficial do esmalte do grupo clareado com 
PC a 10% (GII). O esmalte apresenta morfologia semelhante ao grupo controle GI (A – 
MEV, aumento original X 10.000; B – MEV, aumento original X 20.000). 
 

A B 

A B 
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No grupo clareado com PC a 16% (GIII), a micromorfologia 

superficial do esmalte apresentou-se mais irregular quando comparado ao 

grupo controle. Pode-se observar ainda uma maior quantidade de poros 

superficiais e fissuras mais pronunciadas, no entanto essas alterações 

foram consideradas sutis. 

 

 

 
FIGURA 17 -  Característica da morfologia superficial do esmalte do grupo clareado com 
PC a 16% (GIII). Pode-se observar alteração sutil da superfície de esmalte. Nota-se que 
a superfície do esmalte apresentou-se porosa e as fissuras tornaram-se mais 
pronunciadas (A – MEV, aumento original X 10.000; B – MEV, aumento original X 
20.000). 
 

 

 

  
 

 

 

 

 

 

B A 

91 



  

 

 

 

 

 

Discussão  

 



66 Discussão 
 

 

Atualmente, a busca por um sorriso esteticamente perfeito tem 

levado muitos pacientes e dentistas a utilizarem indiscriminadamente a 

terapia de clareamento dental, por este ser considerado um procedimento 

supostamente não invasivo17,42,81. No entanto, cerca de 2/3 dos pacientes 

submetidos ao clareamento relatam sensibilidade dental54, o que 

demonstra que este procedimento clínico pode resultar em algum tipo de 

alteração para o complexo dentino-pulpar. 

Diversos estudos têm demonstrado que a aplicação de géis 

clareadores na superfície de esmalte promove difusão de H2O2 para a 

câmara pulpar dentro de poucos minutos, e esta difusão é diretamente 

proporcional à concentração do agente clareador utilizado6,8,11,16,32,33. 

Desta forma, com o objetivo principal de entender a possível relação entre 

a penetração de componentes dos géis clareadores nas estruturas 

dentais e seus efeitos tóxicos sobre células pulpares, estudos recentes 

avaliaram a citotoxicidade de géis clareadores com altas concentrações 

de H2O2 (20-38%). Os autores aplicaram o gel sobre discos de esmalte e 

dentina e observaram que componentes do agente clareador foram 

capazes de atravessar a estrutura dentária e causar intensos efeitos 

tóxicos sobre as células pulpares em cultura, caracterizado por notável 

redução no metabolismo celular associado a profundas alterações na 

morfologia e até mesmo morte das células15,22,66,77. Além destes dados 

científicos in vitro, foi demonstrado, recentemente, que o clareamento de 

consultório, realizado através da aplicação de géis clareadores com 

elevada concentração de H2O2 sobre o esmalte de dentes anteriores pode 

causar necrose pulpar.20 Os autores descreveram que cuidados devem 

ser tomados quando da realização dos procedimentos clínicos de 

clareamento de consultório, pois componentes dos géis podem se difundir 



mais facilmente quanto mais delgado for a espessura do esmalte e 

dentina, como é o caso dos dentes anteriores.   

Agressões de tal magnitude, que causam morte de odontoblastos, 

os quais são células terminais especializadas responsáveis pela 

manutenção da integridade do complexo dentino-pulpar, promovem um 

envelhecimento precoce do tecido pulpar. Isso ocorre devido à 

necessidade do recrutamento de células mesenquimais indiferenciadas 

para se diferenciarem em novos odontoblastos, reduzindo, dessa forma, a 

capacidade de reparação tecidual ligada ao limitado número de células na 

polpa remanescente20. Desta forma, a técnica de clareamento caseiro 

parece ser uma alternativa mais adequada para minimizar tais efeitos 

agressivos, devido à liberação lenta e gradual de H2O2 a partir de géis 

clareadores à base de peróxido de carbamida32,39.  

O presente trabalho avaliou a citotoxicidade trans-amelodentinária 

de géis clareadores caseiros contento 10 e 16% de peróxido de 

carbamida, aplicados por diferentes períodos na superfície do esmalte, 

sobre células de linhagem odontoblástica. Seguindo uma metodologia já 

descrita e estabelecida na literatura para avaliação dos efeitos citotóxicos 

de agentes clareadores15,22,66,77, no presente estudo, foram utilizadas 

câmaras pulpares artificiais (CPAs), com o objetivo de simular, em 

laboratório, uma situação in vivo. Assim, discos de esmalte e dentina 

montados em CPAs permitiam que o gel clareador fosse aplicado sobre a 

superfície de esmalte e que os produtos se difundissem através da 

estrutura dentária, atingindo o meio de cultura em contato com a dentina. 

A espessura de esmalte e dentina dos discos foi de aproximadamente 3,5 

mm, similar ao encontrado em incisivos humanos37. Dentes bovinos foram 

selecionados por apresentarem características morfológicas similares aos 

dentes humanos, como tamanho e diâmetro dos túbulos dentinários29,49,69. 

As células MDPC-23, utilizadas na presente pesquisa, caracterizam uma 

linhagem imortalizada de células odontoblásticas que possuem fenótipo 

semelhante ao dos odontoblastos in vivo, apresentando alta atividade da 
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fosfatase alcalina e expressão de sialoproteína e fosfoproteína 

dentinária36. Além disso, os odontoblastos são células típicas da polpa, as 

quais se organizam em monocamada para revestir internamente a dentina 

coronária e radicular. Desta forma, os odontoblastos são as primeiras 

células, dentro do amplo sistema pulpar, a serem agredidos por 

componentes tóxicos de materiais dentários capazes de se difundir 

através das estruturas duras do dente, tais como esmalte e dentina34. 

Portanto, há mais de uma década esta linhagem celular tem sido 

empregada para avaliar os efeitos biológicos de diferentes materiais 

dentários e/ou seus componentes isolados15,22,66,77.  

Os resultados do presente trabalho demonstraram que a utilização 

do gel clareador com 10% de PC pelos períodos de 1, 7 e 14 dias não 

causou redução significativa do metabolismo celular quando comparado 

ao controle. De acordo com estudo in vitro de Benetti et al.6 (2004), ao se 

aplicar um gel com 10% de PC sobre esmalte de dentes bovinos, pelo 

período de uma hora, ocorreu penetração de cerca de 0,0712 µg/mL de 

H2O2 na câmara pulpar. Porém, os autores não demonstraram se essa 

concentração seria capaz de causar efeitos agressivos sobre células 

pulpares. Em estudo recente realizado por De Lima et al.18 (2009), a 

concentração de 0,2547 µg/mL de H2O2, proveniente da diluição de um 

gel clareador com 10% de PC, aplicada diretamente sobre células MDPC-

23, não causou redução de metabolismo celular de forma significante 

quando comparado ao grupo controle, onde meio de cultura puro foi 

utilizado. No presente trabalho de pesquisa, a aplicação do PC a 10% por 

um período ainda maior sobre a superfície de esmalte (8 horas diárias), 

também não resultou em difusão de componentes do gel clareador em 

níveis tóxicos capazes de causar intensa agressão sobre as células 

odontoblastóides em cultura. Apesar de na presente investigação 

laboratorial não ter sido realizada a identificação e quantificação dos 

produtos que se difundiram pela estrutura de esmalte e dentina, pode-se 

sugerir que baixas concentrações de H2O2 provenientes de géis 

95 



clareadores caseiros com 10% de PC não proporcionam danos 

significativos sobre células odontoblastóides, diferente do observado para 

géis clareadores utilizados em consultório, os quais apresentam elevadas 

concentrações de H2O2 em sua composição 15,22,66,77. 

 Portanto, pesquisas realizadas in vitro têm demonstrado que a 

técnica de clareamento caseiro utilizando PC a 10%, mesmo quando 

aplicado por 14 dias consecutivos sobre o esmalte, não causa efeitos 

tóxicos sobre células pulpares em cultura. Porém, numa pesquisa clássica 

conduzida por Hanks et al.35 (1993), foi observado que a aplicação de 

géis com 10% de PC sobre discos de dentina com 0,5mm de espessura, 

resultou em significante difusão de H2O2 mesmo após apenas 15 minutos, 

o que causou intensos efeitos tóxicos sobre fibroblastos (Blab/c 3T3) em 

cultura, com redução da viabilidade celular de aproximadamente 60%. 

Apesar dos autores terem utilizado uma linhagem celular diferente 

daquela empregada na presente pesquisa, provavelmente a notável 

variação do resultado descrito por Hanks et al.35 quando comparado aos 

dados obtidos no presente estudo se deva ao fato dos géis terem sido 

aplicados diretamente sobre tecidos dentários de diferentes 

características estruturais.  As características tubulares dos discos de 

dentina com 0,5mm de espessura certamente permitiram uma difusão 

muito mais rápida de produtos do gel clareador, o que contrasta com os 

dados da presente pesquisa, onde o gel clareador com 10% de PC foi 

aplicado sobre esmalte. Neste caso, os produtos liberados do gel teriam 

que atravessar o tecido mais mineralizado do corpo humano, que é o 

esmalte, para então alcançar e se difundir através da dentina, a qual 

apresentava uma espessura quase três vezes maior do que aquela usada 

por Hanks et al.35 (1993). Assim, pode-se especular que os efeitos dos 

géis clareadores, mesmo aqueles usados para clareamento caseiro, pode 

resultar em danos para células pulpares caso estes produtos sejam 

aplicados sobre áreas de dentina expostas, tal como se observa em 

casos de retração gengival com exposição de dentina cervical sensível.  
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 Em estudo in vivo realizado por Fugaro et al.31 (2004), um gel 

clareador com 10% de PC foi aplicado sobre o esmalte de pré-molares 

humanos por 6 horas diárias durante 14 dias consecutivos. Os autores 

mostraram que apenas 1/3 dos dentes submetidos ao clareamento 

apresentaram discretas alterações histológicas no tecido pulpar, as quais 

foram reversíveis dentro de duas semanas. Estes dados podem ser 

explicados pelo fato dos géis clareadores a base de PC promovem 

liberação de apenas cerca de 33% de H2O2, sendo que esta liberação 

ocorre de forma lenta e gradual com o objetivo principal de prevenir danos 

pulpares e periodontais18. Em estudo realizado por Gokay et al.32 (2005), 

foi observada menor penetração de H2O2 na câmara pulpar proveniente de 

géis clareadores à base de PC quando comparado com géis clareadores 

com H2O2 na sua forma pura, na mesma concentração. Segundo os 

autores, a liberação gradativa de H2O2 nos géis com PC preveniu a 

penetração desta molécula na câmara pulpar. Desta forma, pode-se 

sugerir que a liberação gradativa e lenta de uma pequena quantidade de 

H2O2 a partir do gel clareador com 10% de PC usado na presente 

pesquisa, pode ter determinado o discreto efeito tóxico  do material sobre 

as células MDPC-23 em cultura. 

Na presente pesquisa, nos grupos submetidos ao clareamento com 

PC a 16%, foi observado redução significante do metabolismo celular 

quando comparados com o grupo controle para todos os períodos de 

aplicação estudados (1, 7 ou 14 dias). De acordo com a literatura, a 

difusão de produtos do gel clareador é proporcional à sua concentração e 

tempo de aplicação sobre o esmalte6,10,32. Portanto, o aumento da 

concentração do gel clareador de 10% para 16% de PC, e a conseqüente 

elevação do conteúdo de H2O2 no gel, provavelmente determinou uma 

maior difusão de componentes do produto através dos discos de 

esmalte/dentina, tornando a técnica de clareamento com PC a 16% mais 

tóxica para as células odontoblastóides, mesmo quando foi realizada 

apenas uma única aplicação do produto sobre o esmalte. Este fato 
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também foi observado por Lima et al.53 (2010), onde a aplicação do PC a 

16% em discos de dentina por um período de 6 horas resultou em 

diminuição estatisticamente significante do metabolismo celular em 

células MDPC-23.  

Essa maior citotoxicidade causada pelo PC a 16%, também pôde 

ser comprovada pela avaliação microscópica da morfologia e organização 

das células MDPC-23 sobre o substrato de vidro. Nesta avaliação em 

MEV, observou-se perda de células do substrato, permanecendo áreas 

com restos de estruturas celulares, o que caracteriza a ocorrência de 

lesão e morte das células no local. Já para os grupos com aplicação de 

PC a 10%, não foi observada redução significativa no número de células 

sobre o substrato de vidro onde elas haviam sido cultivadas. Porém, foi 

constatada a ocorrência de discreta redução no tamanho celular, o que 

parece estar associado a suave agressão causada por este produto, o 

que resultou em limitada redução no metabolismo das células MDPC-23. 

Sabe-se que o H2O2 é uma espécie reativa de oxigênio (ERO) e 

sua degradação leva a formação de outros EROs e de radicais livres. A 

presença de alta concentração exógena destas moléculas em contato 

com células, tal como acontece quando da realização de clareamento 

dentário, pode resultar em apoptose e redução na proliferação celular14. 

Já foi observado que células odontoblastóides MDPC-23 tratadas com 

H2O2 tiveram aumento significativo da produção de EROs intracelular, 

resultando em estresse oxidativo57. Porém, numa pesquisa recente, foi 

demonstrado que o estresse oxidativo gerado por baixas concentrações 

de H2O2 em contato com células pode resultar no aumento da atividade 

da fosfatase alcalina (ALP) e mineralização da matriz extracelular, os 

quais são marcadores celulares para produção de dentina50. 

Na presente pesquisa, especialmente nos grupos onde foram 

realizadas 7 ou 14 aplicações do gel clareador, o extrato final obtido para 

ser aplicado sobre as células em cultura, foi aquele referente apenas à 

última aplicação do produto na superfície dentária. Desta maneira, foi 
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possível avaliar se as possíveis alterações nos tecidos duros do dente 

resultantes de longos períodos de aplicação do gel clareador 

proporcionariam maior difusão trans-amelodentinária de componentes 

tóxicos e conseqüentemente aumento da citotoxicidade. Assim, no 

presente estudo, foram avaliadas as possíveis alterações na estrutura do 

esmalte submetido ao protocolo de clareamento empregado no teste da 

citotoxicidade, sendo realizada a análise da microdureza Knoop e da 

morfologia superficial por MEV. 

A mensuração da microdureza é considerada um teste simples que 

determina a propriedade mecânica superficial do esmalte relacionada ao 

ganho ou perda de minerais. Esta técnica é frequentemente utilizada para 

avaliar os efeitos de agentes clareadores na estrutura dental43. No 

presente estudo, foi observada redução significante da microdureza do 

esmalte após 7 e 14 aplicações do gel clareador com 10% de PC. Já para 

o grupo onde o PC a 16% foi aplicado, redução significante da 

microdureza foi observada em todos os períodos avaliados, inclusive 1 dia 

após o clareamento, sendo a redução mais significativa após 14 

aplicações do produto na superfície dental. No entanto, apesar das 

alterações estruturais observadas no presente estudo terem sido 

proporcionais ao período de aplicação do produto, de acordo com os 

resultados obtidos no teste da citotoxicidade estas alterações não 

determinaram maior difusão de produtos tóxicos para as células 

odontoblastóides. 

Diversos estudos demonstraram que a utilização de géis 

clareadores com 10% de PC gera alterações químicas e estruturais na 

superfície do esmalte. Em estudo realizado por McCracken, Haywood56 

(1996), a aplicação por 6 horas do gel clareador com PC a 10% sobre o 

esmalte resultou em diminuição significativa no conteúdo de cálcio deste 

tecido dentário. Já no estudo realizado por Potocnik et al.61 (2000), a 

superfície de esmalte submetida ao clareamento com PC em baixas 

concentrações não apresentou alterações na microdureza Vickers, no 
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entanto foi observada diminuição significante da proporção de cálcio e 

fósforo. Em outros estudos, foi observada redução significante da 

microdureza Knoop do esmalte submetido ao clareamento com PC a 10% 

diariamente por 6 ou 8 horas pelo período de 21 dias65,72. No entanto, os 

estudos demonstram que essas alterações são superficiais, limitando-se à 

uma profundidade em torno de 20 a 50 µm, não sendo observadas 

alterações no esmalte profundo e na junção amelodentinária25,78, mesmo 

após aplicações diárias por 8 horas pelo período de 14 dias25.  

Com relação a morfologia superficial do esmalte, no presente 

estudo a aplicação de gel com PC a 10% durante 14 dias não resultou em 

alterações morfológicas neste tecido mineralizado, tal como observado 

para o grupo controle. No entanto, para o esmalte submetido ao 

clareamento com PC a 16%, a superfície deste tecido dental apresentou-

se mais irregular e com uma maior quantidade de poros. Diversos estudos 

demonstraram aumento na porosidade do esmalte após o clareamento e 

essas alterações são observadas após longos tempos de contato do 

produto com a superfície dental (6 a 8 horas) por períodos superiores a 7 

dias24,40,61. No estudo realizado por Dudea et al.24 (2009), uma única 

aplicação do PC a 15% por 3 ou 8 horas não resultou em alterações 

significantes na micromorfologia superficial do esmalte. No entanto, 

quando o produto foi aplicado por 14 dias consecutivos, foram observadas 

áreas de erosão superficiais significativas. De forma semelhante, Hegeduz 

et al.40 (1999) observaram por microscopia de força atômica que o esmalte 

submetido à sete aplicações consecutivas do PC a 10% apresentou uma 

superfície mais porosa.  

Os mecanismos pelos quais os agentes clareadores promovem  

alterações estruturais no esmalte ainda não foram completamente 

esclarecidos. Uma hipótese é que o pH dos géis clareadores atuaria na 

desmineralização do esmalte73. Porém, o pH dos géis clareadores 

caseiros, tal como os usados na presente pesquisa,  varia entre 5,6 e 7,3 e 

a uréia liberada durante a degradação do PC eleva o pH num período de 
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15 minutos62. Como o pH crítico para a dissolução do esmalte está entre 

5,2 e 5,8, é provável que o pH dos géis clareadores caseiros não tenha 

relação com as alterações observadas no esmalte. Desta forma, as 

alterações estruturais parecem estar relacionadas com a ação oxidante do 

H2O2 sobre o esmalte. Segundo Kwon et al.50 (2002), os poros formados 

na superfície do esmalte após o clareamento ocorrem devido ao 

rompimento da matriz protéica do esmalte e subseqüente perda do 

material cristalino envolvido por esta matriz. Esta hipótese é decorrente da 

observação em diversos estudos de que a dissolução do esmalte ocorre 

de forma heterogênea, com áreas de erosão intercaladas com áreas de 

esmalte íntegro12,40,50,73. Segundo os autores, como a distribuição de 

proteínas e outros materiais orgânicos não é uniforme pela superfície de 

esmalte, os defeitos observados após o clareamento ocorrem de forma 

heterogênea50. Outros estudos demonstraram que degradações ocorrem 

principalmente nas regiões interprismáticas e em áreas de 

hipomineralização do esmalte, que são as regiões que apresentam a 

maior quantidade de material orgânico12,73. Desta forma, acredita-se que 

as alterações no esmalte são decorrentes da desestruturação da matriz 

orgânica, deixando este tecido mais poroso, o que favorece a difusão do 

H2O2 e seus produtos de degradação em direção à dentina e 

consequentemente na câmara pulpar50. Apesar dos estudos terem 

demonstrado alterações significantes na estrutura do esmalte após a 

aplicação de géis clareadores com 10% de PC, no presente trabalho a 

aplicação do gel por 8 horas diárias durante um período de até 14 dias não 

resultou em danos significativos às células de linhagem odontoblástica. 

Desta forma, pode-se sugerir que as alterações que ocorrem no esmalte 

são sutis e tenham se limitado apenas às estruturas duras superficiais do 

dente. Já para o PC a 16%, alterações mais significativas foram 

observadas, aumentando a porosidade do esmalte, o que provavelmente 

permitiu uma maior penetração e difusão dos produtos tóxicos 

provenientes do gel clareador pela estrutura dental. 
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No presente estudo in vitro, a aplicação dos géis clareadores seguiu 

o protocolo clínico empregado frequentemente na técnica de clareamento 

caseiro. Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa, pode-se 

especular que o clareamento com PC a 10% apresenta poucos riscos de 

causar alterações pulpares e estruturais nos dentes clareados e pode ser 

utilizada de forma segura, promovendo o mesmo nível de clareamento 

quando comparado ao gel a 16%74. Porém, fatores como pressão 

intrapulpar, fluido dentinário e presença de prolongamentos 

citoplasmáticos dos odontoblastos, colágeno e outros componentes nos 

túbulos dentinários68 podem interferir na difusão dos componentes de géis 

clareadores in vivo. Além disso, a polpa dentária apresenta um sistema de 

vasos linfáticos que participa da eliminação de produtos externos que 

alcançam este tecido conjuntivo. Outro fator importante é a presença de 

enzimas antioxidantes como a catalase, superóxido dismutase, 

peroxidases além das vitaminas A e E e do ácido ascórbico que atuam na 

degradação enzimática do H2O2
14. Portanto, os resultados da presente 

pesquisa demonstraram que os menores efeitos tóxicos in vitro ocorreram 

para o tratamento realizado com gel clareador com 10% de PC quando 

comparado ao gel com 16% de PC. Porém, desde que todos os fatores 

fisiológicos acima descritos podem interferir no processo de dano e 

reparação do tecido pulpar, estudos clínicos são necessários para avaliar 

a segurança de aplicação da técnica de clareamento caseiro utilizando 

géis clareadores com 16% de PC 
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De acordo com a metodologia empregada neste estudo pode-se 

concluir que: 

 

1. Independente do número de aplicações do gel clareador com 

10% de PC sobre a superfície de esmalte, o produto não resultou em 

citotoxicidade trans-amelodentinária para as células MDPC-23. 

Entretanto, a citotoxicidade ocorreu mesmo após uma única aplicação do 

gel clareador com 16% de PC sobre o esmalte; 

 

2. A aplicação do PC a 10% resultou em diminuição da 

microdureza do esmalte apenas após sete aplicações. As alterações na 

estrutura do esmalte foram mais significativas quando o clareamento foi 

realizado com PC a 16%. 
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