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Sacono NT. Efeito citotóxico trans-amelodentinário de um gel clareador com 

35% de peróxido de hidrogênio aplicado sobre dentes restaurados ou não com 

resina composta [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia 

da UNESP; 2011. 

 

RESUMO 

O objetivo do estudo foi avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinária de 

um gel clareador com 35% de H2O2 aplicado sobre dentes com ou sem 

restauração de resina composta e submetidos ou não a procedimento de 

envelhecimento. Cavidades preparadas em discos de esmalte/dentina obtidos 

de dentes bovinos íntegros foram restauradas com sistema adesivo auto-

condicionante e resina composta. Os discos foram armazenados em solução 

aquosa por 24 horas ou 6 meses e o procedimento de termociclagem foi 

realizado somente nos grupos armazenados por 6 meses. Os discos foram 

posicionados em câmaras pulpares artificiais e distribuídos em grupos: Íntegros 

24 horas; Íntegros 24 horas clareados; Íntegros 6 meses; Íntegros 6 meses 

clareados; Restaurados 24 horas; Restaurados 24 horas clareados; 

Restaurados 6 meses; e Restaurados 6 meses clareados. O gel clareador foi 

aplicado sobre os discos por 15 minutos (1 aplicação) ou por 45 minutos (3 

aplicações consecutivas de 15 minutos cada), sendo que os extratos (meio de 

cultura em contato com a dentina + componentes dos gel clareador que se 

difundiram através dos discos) foram recolhidos e aplicados por 1 hora sobre 

células odontoblastóides MDPC-23 em cultura (12.500 células/cm2). Para o 

experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma vez, observou-

se redução significativa do metabolismo celular apenas para o grupo de dentes 

restaurados quando comparado ao controle (íntegros 24 horas não clareados) 

e ao grupo restaurado não clareado, independente do tempo de 

armazenamento (Tukey, p<0,05). Quando o gel clareador foi aplicado por três 

vezes consecutivas, houve diminuição do metabolismo celular estatisticamente 

significante em todos os grupos clareados (Mann-Whitney, p<0,05), sendo 

observadas intensas alterações morfológicas das células MDPC-23.  
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Entretanto, não houve diferença com relação a presença de restauração e o 

tempo de armazenamento. Dentro das condições experimentais, foi possível 

concluir que a aplicação do gel clareador com 35% de H2O2 causou intenso 

efeito citotóxico para as células odontoblastóides em cultura, independente da 

presença da restauração e do tempo de armazenamento, somente quando 

aplicado por três vezes consecutivas (45 minutos de clareamento) sobre o 

esmalte.   

 

Palavras-chave: Clareamento de dente; peróxido de hidrogênio; 

odontoblastos.
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Sacono NT. Trans-enamel and trans-dentinal cytotoxic effects of a 35% 

hydrogen peroxide bleaching gel applied on non-restored and restored teeth 

with composite resin [Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2011. 

 

ABSTRACT 

      The aim of this in vitro study was to evaluate the trans-enamel and trans-

dentinal cytotoxic effects of a 35% hydrogen peroxide (H2O2) bleaching gel 

applied on non-restored or restored teeth, submitted or not to aging by water 

storage and thermocycling. Enamel/dentin discs were obtained from bovine 

central incisors and restored or not with self-etching adhesive system and 

composite resin. These discs were storage in water for 24 hours or 6 months 

(aging). Thus, the discs were adapted individually in artificial pulp chambers and 

distributed according to the following treatments: non-restored teeth stored for 

24 hours submitted or not to bleaching procedures; non-restored teeth stored 

for 6 months submitted or not to bleaching procedures; restored teeth stored for 

24 hours submitted or not to bleaching procedures; and restored teeth stored 

for 6 months submitted or not to bleaching procedures. The bleaching gel was 

left in contact with the enamel surface for 15 minutes (1 application) or for 45 

minutes (3 applications of 15 minutes each). The extracts (culture medium in 

contact to the dentin surface of the discs + bleaching agents components that 

diffused across the discs) were collected and applied on previously cultured 

MDPC-23 cells (12.500 cells/cm2) for 1 hour. Cell metabolism was evaluated by 

the MTT assay and cell morphology by scanning electron microscopy. One 

application of bleaching gel in the enamel surface of the discs caused  a 

significant decrease in cell metabolism only in the restored discs in comparison 

with control discs (unbleached and non-restored discs stored for 24 hours) and 

unbleached restored discs, regardlles of the storage time (Tukey, p<0.05). On 

the other hand, bleaching agent applied for three consecutive times on enamel 

caused a significant decreased in cell metabolism in all bleached discs (Mann-

Whitney, p<0.05). However, there were no differences between restored and 
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non-restored teeth and between storage for 24 hours or 6 months. Under the 

tested experimental conditions, it may be concluded that the extracts collected 

after tooth bleaching with a 35% H2O2 for three consecutive times (45 minutes) 

caused severe toxic effects on cultured odontoblast-like cell MDPC-23, 

regardless of the presence of composite resin restoration and storage time. 

 

Key-words: Tooth bleaching; hydrogen peroxide; odontoblasts.  
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1 INTRODUÇÃO 

O escurecimento dental, independente do fator etiológico, interfere 

negativamente na aparência do sorriso, sendo que a demanda por 

procedimentos estéticos que proporcionem um sorriso mais harmonioso tem 

aumentado significantemente (Zantner et al.97, 2007)  Em especial, o 

clareamento dental, alcançou grande popularidade no campo da Odontologia 

Estética por ser um tratamento mais conservador quando comparado a outros 

métodos mais invasivos, onde os dentes são desgastados mecanicamente 

para posterior cimentação de facetas ou coroas totais de resina ou porcelana.  

O escurecimento da estrutura dentária pode ocorrer devido a fatores 

intrínsecos, extrínsecos ou a combinação de ambos. Os fatores intrínsecos são 

resultantes de alterações na natureza molecular e estrutural do esmalte e da 

dentina e sua origem pode ser pré-eruptiva, como por exemplo, trauma, 

alteração genética, administração de tetraciclina e consumo de altos níveis de 

flúor e pós-eruptiva, como traumas e o próprio processo natural de 

envelhecimento dentário (Minoux, Serfaty63, 2008). Já as alterações 

extrínsecas são superficiais e resultantes da ação dos corantes dos alimentos e 

fumo que se depositam sobre o esmalte (Watts, Addy95, 2001). O tipo de 

manchamento da estrutura dentária é de extrema importância na determinação 

do procedimento a ser utilizado. Enquanto a resolução dos manchamentos 

extrínsecos pode ser um simples polimento, as alterações intrínsecas requerem 

um procedimento mais complexo.  

O clareamento dental surgiu inicialmente para dentes não vitais e 

diversos medicamentos eram utilizados tais como cloro, hipoclorito de sódio, 

perborato de sódio e peróxido de hidrogênio (H2O2), associados ou não ao 

calor (Howell44, 1980; Truman92, 1864). Na década de 60, a mistura de 

perborato de sódio com água foi substituída por perborato e peróxido de 

hidrogênio de 30-35%, o qual intensificou o efeito clareador da técnica.

 Atualmente existem duas técnicas principais de clareamento dental, 

sendo que uma delas é a de consultório e a outra é a caseira, a qual é



Introdução� � �

�

�

�

���

realizada sob supervisão do dentista (Al-Salehi et al.3, 2006). A técnica caseira 

depende, em grande parte, da colaboração do paciente, além disso os 

resultados do clareamento caseiro são mais demorados e, por essa razão, a 

técnica de clareamento em consultório tem sido bastante empregada, 

principalmente em casos de alteração de cor severa ou quando um tratamento 

rápido é desejado, sendo, com muita freqüência, associado à aplicação de luz, 

cujo objetivo é acelerar os efeitos do peróxido de hidrogênio (Buchalla, Attin13, 

2007). 

Diversos tipos de luz podem ser utilizados, tais como luz halógena, arco 

de xenônio, diodo emissor de luz (LED) e laser. A ação da luz baseia-se na 

termocatálise, resultando em aumento da decomposição do H2O2 em cerca de 2 

vezes. Apenas uma pequena parte da energia proveniente da luz é convertida 

em calor e para favorecer essa conversão, vários agentes clareadores têm sido 

misturados com corantes para aumentar a absorção de luz. Entretanto, 

pesquisas recentes fornecem evidências de que a catalisação dos géis 

clareadores por meio da utilização de fontes de luz não é necessária para se 

obter melhores resultados estéticos. Assim, a aplicação da luz não traria 

contribuição comprovada no resultado final do clareamento dentário (Bruzell et 

al.12, 2009; Hein et al.43, 2003; Lima et al.56, 2009). 

 O clareamento em consultório é geralmente realizado utilizando agentes 

clareadores com altas concentrações de peróxido de hidrogênio, o qual é um 

agente químico oxidante termoinstável devido à presença de dois oxigênios 

ligados entre si (HOOH), os quais são eletronegativos facilitando, desta forma, 

a interação com elétrons das moléculas de hidrogênio. Portanto, o H2O2 se 

decompõe facilmente em água e oxigênio e a quebra da ligação entre as 

moléculas de oxigênio resulta na formação de radicais livres e espécies 

reativas de oxigênio (EROs). As EROs são moléculas altamente reativas e as 

mais comumente formadas à partir da degradação do H2O2 são os íons 

hidroxila (OH-), peridroxil (HO2
-) e superóxido (O2

-), os quais são responsáveis 

pelo clareamento da estrutura dentária.  
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A coloração do elemento dental é proveniente de moléculas orgânicas 

presentes na estrutura do dente que apresentam longas cadeias com duplas 

ligações e anéis aromáticos, denominadas cromóforos. O clareamento dental 

consiste em uma reação de oxidação de cromóforos (oxi-redução) 

incorporados pela estrutura dental. Esses cromóforos são fracionados em 

cadeias moleculares menores pela quebra das duplas ligações de carbono, o 

que resulta em moléculas menores gerando uma redução do índice de 

absorção de luz pela estrutura dental e, conseqüentemente, levando ao 

clareamento do dente (Kawamoto, Tsujimoto48, 2004). 

Tem sido relatado que as reações dos radicais livres não se limitam 

somente às moléculas pigmentadas do dente, podendo reagir potencialmente 

com qualquer tipo de molécula orgânica (Kawamoto, Tsujimoto48, 2004). Assim, 

os radicais livres provenientes da decomposição do agente clareador podem 

causar danos às células pulpares por meio de estresse oxidativo (Kawamoto, 

Tsujimoto48, 2004; Li55, 1996). As espécies reativas de oxigênio estão 

relacionadas a diferentes tipos de danos ao DNA das células, o que pode 

resultar em apoptose celular (Kanno et al.47, 2003; Li55, 1996). A geração de 

EROs é um mecanismo de controle de organismos aeróbios inerente ao 

processo natural de envelhecimento celular. Entretanto, quando existe um 

desequilíbrio entre a produção intracelular de enzimas antioxidantes, como a 

catalase e superóxido desmutase, e os níveis de EROs (exógeno ou 

endógeno), ocorre acúmulo excessivo de radicais livres no organismo, o que 

pode ocasionar atraso no ciclo celular, apoptose e/ou redução da proliferação 

celular (Martindale, Holbrook59, 2002; Shackelford et al.79, 2000). Além disso, o 

desenvolvimento de processos inflamatórios, principalmente reações crônicas 

que envolvem estímulos agressivos de baixa intensidade, também são fontes 

significantes de estresse oxidativo, aumentando ainda mais a geração de 

EROs na região agredida (Shackelford et al.79, 2000).  

Tem sido demonstrado que o baixo peso molecular do peróxido de 

hidrogênio não só favorece sua difusão através do esmalte e da dentina, 

permitindo a obtenção de dentes mais claros, mas também pode ocasionar 
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danos à polpa (Benetti et al.7, 2004; Camargo et al.14, 2007; Gökay et al.33, 

2000; Gökay et al.36, 2000; Hanks et al.39, 1993). As evidências de 

hipersensibilidade após o procedimento clínico de clareamento dental sugerem 

a capacidade de infiltração dos peróxidos em direção à polpa (Dalh, Pallesen24, 

2003; Nathonson67, 1997; Schulte et al.77, 1994). Essa infiltração pulpar pode 

ser influenciada por vários fatores, tais como tempo de contato do gel clareador 

com o esmalte, pressão positiva pulpar, bem como pressão osmótica e 

concentração do agente clareador (Hanks et al.39, 1993). 

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%) 

(Coldebella et al.18, 2009; Dias Ribeiro et al.27, 2009; Sacono et al.72, 2010; 

Trindade et al.91, 2009) em células pulpares MDPC-23. As células 

odontoblastóides MDPC-23, as quais foram estabelecidas por Hanks et al.40 no 

ano de 1998, são células de linhagem imortalizada, isoladas da papila dentária 

de molares de camundongos (Mouse Dental Papillae Cells). Estas células 

possuem características fenotípicas semelhantes aos odontoblastos, pois 

apresentam alta atividade de fosfatase alcalina, capacidade de se organizar em 

nódulos epitelióides e definida expressão de sialoproteína e fosfoforina da 

dentina (Hanks et al.40, 1998). Os autores aplicaram o gel clareador 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 a morte das células. 

Outro fator muito importante na difusão dos agentes clareadores é a 

presença de restaurações. Em elementos dentais restaurados, devido a 

interface existente entre o dente e a restauração, os agentes clareadores 

podem penetrar através do esmalte e da dentina em proporções ainda maiores 

(Benetti et al.7, 2004) para atingir a câmara pulpar (Bowles, Thompson8, 1986). 
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Segundo Owens et al.69 (1998), a contração de polimerização, o estresse 

térmico e a absorção de água dos materiais restauradores são alguns fatores 

que podem facilitar a penetração do peróxido de hidrogênio através de 

microfendas formadas na interface dente/restauração. Estudos in vitro 

utilizando incisivos humanos durante o clareamento externo com peróxido de 

hidrogênio a 30% e peróxido de carbamida a 10-35%, constataram que, em 

dentes restaurados, houve maior difusão de peróxido para a câmara pulpar 

quando comparados aos dentes sem restaurações (Gökay et al.33, 2000; Gökay 

et al.36, 2000). Um estudo mais recente avaliou a penetração de um agente 

clareador a base de peróxido de hidrogênio a 38% para o interior da câmara 

pulpar de dentes bovinos e humanos após clareamento de consultório 

(Camargo et al.14, 2007). O agente clareador foi aplicado por 40 minutos sobre 

a superfície de dentes íntegros e de dentes restaurados com resina composta, 

cimento de ionômero de vidro e cimento de ionômero de vidro modificado por 

resina. Os autores observaram que os dentes humanos foram mais permeáveis 

quando comparados aos dentes bovinos e que a presença de restauração 

aumentava significantemente a difusão do peróxido de hidrogênio para o 

interior da câmara pulpar. Entretanto, todos esses estudos avaliaram a 

penetração do peróxido de hidrogênio em dentes recém-restaurados, sem 

qualquer tipo de degradação da interface dente/restauração. Tem sido 

demonstrado que a interface adesiva das restaurações de resina composta 

sofre degradação ao longo do tempo, pela ação de forças mecânicas 

(mastigação), alterações de temperaturas, fenômenos bioquímicos e presença 

constante de umidade (De Munck et al.25, 2005). Essa degradação pode 

favorecer ainda mais a difusão dos agentes clareadores até o tecido pulpar. 

Portanto, uma avaliação criteriosa da qualidade das restaurações de resina 

composta torna-se importante previamente à realização de clareamento 

dentário, principalmente no caso de restaurações muito amplas e antigas. 

Assim, devido à capacidade de difusão, através do esmalte e dentina, 

de produtos liberados pelos géis clareadores utilizados em consultório, a qual 

pode ser potencializada pela presença de restaurações dentárias, parece 

interessante avaliar o possível efeito citotóxico trans-amelodentinário de um gel 
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clareador aplicado sobre dentes com ou sem restaurações de resina composta 

submetidos ou não ao processo de envelhecimento in vitro. 
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2 PROPOSIÇÃO  

 

OBJETIVO GERAL 

 Avaliar o possível efeito citotóxico trans-amelodentinário de 

componentes de um agente clareador com 35% de peróxido de hidrogênio 

(H2O2) aplicado sobre a face vestibular de dentes bovinos com ou sem 

presença de cavidade restaurada com resina composta, submetida ou não ao 

envelhecimento em água associado ao processo de termociclagem. 

 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

1- Verificar o possível efeito citotóxico do agente clareador com 35% de 

H2O2 sobre células de linhagem odontoblástica MDPC-23; 

2- Avaliar se a presença de restaurações de resina composta exerce 

influência sobre a citotoxicidade do agente clareador com 35% de H2O2; 

3- Avaliar se  o  procedimento  de   envelhecimento  in  vitro   de  discos de 

esmalte/dentina,  através   do   armazenamento   em   água associada  à   

termociclagem, influencia  o possível  efeito  citotóxico  do agente 

clareador com 35% de H2O2.
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3 MATERIAL E MÉTODO 

3.1 Obtenção dos discos 

Duzentos e doze discos obtidos a partir de dentes bovinos (Figura 1A) 

foram selecionados a partir dos seguintes critérios: 

Critérios de inclusão: incisivos permanentes, inferiores, obtidos a partir 

de novilhos entre 20 e 30 meses de idade. 

Critérios de exclusão: presença de trincas no esmalte, cálculo no terço 

médio da coroa, desgaste excessivo do terço incisal, alterações morfológicas 

da coroa, hipoplasias de esmalte e dentes que sofreram tratamento com algum 

agente químico para a remoção de restos de ligamento periodontal que possa 

ter alterado a superfície do esmalte. 

 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 em água, seguindo as marcações 

pré-determinadas (Figura 1B). 

 

  

 

 

 

 

 FIGURA 1- A- Aspecto dos dentes bovinos selecionados para o estudo. B- 
Obtenção do bloco de esmalte/dentina a partir do terço médio da face vestibular 
da coroa de incisivos bovinos. 

A B 
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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 (Figura 2A). 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., São Paulo, SP, Brasil), sendo realizada a padronização da 

espessura de 3,5 mm (Figura 2B). 

 

 

 

 

 

 

 

3.2 Preparo cavitário 

 Após a confecção dos discos de esmalte/dentina, preparos cavitários 

com 1,6 mm de diâmetro e 2,5 mm de profundidade (Figura 3A) foram 

realizados com auxílio de ponta diamantada cilíndrica (no 2094 KG Sorensen, 

Cotia, SP, Brasil) (Figura 3B) em cento e seis discos escolhidos 

aleatoriamente. A cada quatro preparos cavitários a ponta diamantada foi 

trocada42. Visando a padronização da profundidade do preparo cavitário em 2,5 

mm, um batente de resina composta foi confeccionado na extremidade ativa 

das pontas diamantadas. Dessa maneira, diante da espessura de 3,5 mm do 

FIGURA 2- A- Diâmetro dos discos obtidos a partir de incisivos bovinos. B- Espessura 
dos discos de esmalte/dentina. 

1,3 mm 

2,2 mm 

3,5 mm 

A B 

5,2 mm 
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disco de esmalte/dentina, o remanescente dentinário foi padronizado em 1,0 

mm, simulando preparos cavitários profundos.  

 

 

 

 

 

 

 O preparo cavitário foi confeccionado com auxílio de motor de alta 

rotação sob refrigeração constante, por meio de jatos de água/ar, para evitar o 

aquecimento da estrutura dental.   

 

3.3 Confecção das restaurações de resina composta 

As restaurações de resina composta foram realizadas nas cavidades 

previamente confeccionadas. Os materiais dentários utilizados para restaurar 

as cavidades foram manipulados e aplicados de acordo com as 

recomendações dos fabricantes. As restaurações foram realizadas da seguinte 

maneira: 

• Utilização do sistema adesivo (Adper SE Plus, 3M ESPE, St. Paul, 

Minnesota, EUA): aplicação do líquido A seguida de aplicação do líquido 

B, por fricção, durante 20 segundos. Secagem com jato de ar por 10 

segundos, nova aplicação do líquido B seguida de leve jato de ar. 

Polimerização com aparelho de luz halógena (Curing Light XL 300, 3M 

Dental Products, St. Paul, Minnesota, EUA) por 10 segundos, com 

intensidade de luz igual ou superior a 450 mW/cm2, previamente 

FIGURA 3- A- Esquema representativo das dimensões do preparo cavitário realizado nos 
discos que foram restaurados com resina composta. B- Ponta diamantada cilíndrica com 
batente confeccionado em resina composta.  

A B 

2,5 mm 



Material e método� �

�

�

�

���

determinado por um radiômetro digital (Modelo 100 P/N 10503, 

Demetron Research Corporation, Danbury, CT, EUA); 

• Restauração de resina composta: incrementos de 2,0 mm de resina 

composta nanoparticulada fotopolimerizável Filtek™ Z350 (3M ESPE, 

Irvine, Califórnia, EUA), na cor A2, foram aplicados na cavidade com 

auxílio de espátula Thompson. A polimerização foi realizada por luz 

halógena por um período de 20 segundos após colocar cada incremento 

de resina composta. 

 

 3.4 Procedimento de armazenagem e termociclagem dos discos 

 Todos os discos de esmalte/dentina foram colocados nos 

compartimentos das placas acrílicas esterilizadas de 24 compartimentos com 1 

mL de água destilada.  Os espécimes foram armazenados em estufa à 37ºC 

por 24 horas ou 6 meses. A água foi trocada diariamente durante o período de 

6 meses. 

 Somente os discos armazenados por 6 meses foram submetidos à 

termociclagem em Máquina Simuladora de Ciclagem Térmica (modelo MSCT-

3, Elquip, São Carlos, SP, Brasil), totalizando 20.000 ciclos, com temperatura 

variando entre 5 e 55ºC e com tempo de imersão de 30 segundos em cada 

banho. 

 

 3.5 Câmara Pulpar Artificial (CPA) 

 Para o desenvolvimento desta pesquisa, foram utilizadas câmaras 

pulpares artificiais (CPAs), onde foram adaptados discos de esmalte/dentina já 

com as restaurações de resina composta confeccionadas e discos sem 

restaurações. Estes dispositivos foram desenvolvidos no Laboratório de 

Patologia Experimental e Biomateriais da Faculdade de Odontologia de 

Araraquara - UNESP, onde também foi realizada a parte experimental deste 

projeto. 
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Cada CPA apresenta 2 compartimentos. No topo do compartimento 

superior (4 mm de altura) há uma abertura de 8 mm de diâmetro, enquanto que 

em sua superfície inferior ocorre uma redução do diâmetro de abertura para 6 

mm, permitindo o posicionamento adequado do disco de esmalte/dentina. O 

compartimento inferior apresenta perfurações circulares com a finalidade de 

permitir contato direto do meio de cultura com a superfície de dentina do disco. 

Previamente a montagem dos discos nas CPAs, a smear-layer presente 

sobre a dentina foi removida por meio de aplicação, com microbrush, de 

solução de EDTA 0,5 M, pH 7,2 por 30 segundos, seguido de lavagem com 

água deionizada esterilizada, antes de serem utilizados. Este procedimento 

teve como objetivo a limpeza superficial da dentina, promovendo a 

desobstrução dos túbulos dentinários20.  

Todos os discos obtidos foram então posicionados nas CPAs (Figura 4) 

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

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FIGURA 4- Representação esquemática da Câmara Pulpar Artificial (CPA) com disco com 
restauração de resina composta em posição (adaptado de Trindade et al91., 2009). 
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3.6 Procedimento de esterilização dos discos 

Todos os discos posicionados nas CPAs foram embalados 

individualmente e esterilizados por meio de gás de óxido de etileno54. 

 

 3.7 Cultivo das células MDPC-23 

Células imortalizadas de linhagem odontoblástica MDPC-23 foram 

cultivadas em garrafas plásticas de 25 cm2 (Costar Corp., Cambridge, MA, 

EUA) em meio de cultura Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, SIGMA 

Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) contendo 10% de soro fetal bovino (GIBCO, 

Grand Island, NY, EUA), 100 IU/mL e 100 μg/mL, respectivamente de penicilina 

e estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand Island, NY, EUA) em 

uma atmosfera umedecida à 37ºC, com 5% de CO2 e 95% de ar.  

 Estas células foram subcultivadas a cada três dias na concentração de 

30.000 células/cm2, até se obter o número de células adequado para a 

execução do experimento. Para a realização do teste de citotoxicidade, 12.500 

células/cm2 foram semeadas em compartimentos de placas acrílicas 

esterilizadas de 24 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). Em 

seguida, as placas foram armazenadas por 6 dias em incubadora na 

temperatura de 37ºC com 5% de CO2 e 95% de ar.  

 

 3.8 Procedimento clareador 

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

Paulo, 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 
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agente clareador e a superfície dentinária permaneceu em contato direto com o 

meio de cultura.  

O gel clareador, contendo 35% de peróxido de hidrogênio, selecionado 

para este estudo (Whiteness HP, FGM Produtos Odontológicos Ltda., 

Florianópolis, SC, Brasil) (Figura 5) foi manipulado e aplicado de acordo com 

as recomendações do fabricante. 

 

 

 

 

 

 

 

Em capela de fluxo laminar, a superfície de esmalte dos discos foi 

lavada com 1 mL de água deionizada autoclavada, com auxílio de pipetas, com 

concomitante sucção. Em seguida uma quantidade aproximada de 10 mg do 

gel clareador foi aplicada sobre a superfície de esmalte do disco com auxílio de 

microbrush. Dessa forma, no caso dos dentes restaurados, o gel clareador foi 

aplicado tanto sobre a superfície da restauração, quanto nas suas margens. E 

no caso dos dentes não restaurados, toda a superfície de esmalte do disco 

recebeu a aplicação do gel clareador. 

Após aplicação, o agente clareador permaneceu por 15 minutos sobre a 

superfície de esmalte do disco, sendo que após este período o gel foi removido 

por aspiração com cânulas esterilizadas e a superfície dos discos foi lavada 

com 1 mL de água deionizada autoclavada com sucção concomitante. Três 

experimentos independentes foram realizados em momentos distintos para 

demonstrar a reprodutibilidade dos resultados.  

FIGURA 5- Gel clareador contendo 35% de peróxido de hidrogênio (Whiteness HP, 
FGM).
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Um novo experimento foi realizado, utilizando-se discos de 

esmalte/dentina, obtidos da mesma forma como descrito anteriormente. 

Entretanto o gel clareador foi aplicado por três vezes consecutivas, totalizando 

45 minutos de contato do gel clareador com a superfície de esmalte dos discos. 

Após a terceira e última aplicação do gel clareador, este foi removido por 

sucção e a superfície lavada com água.  

 

3.9 Obtenção dos extratos 

Após a aplicação e remoção do agente clareador, o meio de cultura, o 

qual esteve em contato com a superfície de dentina do disco, foi recolhido, 

passando agora a ser denominado de extrato. Estes extratos, caracterizados 

por meio de cultura mais os componentes do gel clareador com capacidade de 

difusão através do esmalte e da dentina, foram aplicados diretamente sobre as 

células MDPC-23, previamente cultivadas em placas de 24 compartimentos. O 

extrato permaneceu em contato com as células pelo tempo de 1 hora em 

incubadora, na temperatura de 37ºC com 5% de CO2 e 95% de ar.  

A identificação dos grupos experimentais, de acordo com as variáveis 

tratamento e tempo de armazenamento, está demonstrada nas Tabelas 1 e 2. 

 

Tabela 1- Apresentação e identificação dos grupos de acordo com o tratamento e o tempo de 

armazenamento dos discos (1 aplicação do gel clareador) 
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Tabela 2- Apresentação e identificação dos grupos de acordo com o tratamento e o tempo de 

armazenamento dos discos (3 aplicações do gel clareador) 
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3.10 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 tetrazoluim, 

produzindo cristais de formazan de coloração azul. Assim, as diferentes 

tonalidades de azul são avaliadas em Leitor de Elisa66. 

Decorrido o período de 1 hora após o contato das células com o extrato 

experimental, este extrato foi aspirado e uma solução contendo 900 �L de meio 

de cultura DMEM e 100 �L 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. 
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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). A leitura em 

espectrofotômetro foi realizada em triplicata para cada compartimento da placa 

de 24 compartimentos. Os resultados foram obtidos por meio da média em 

valores numéricos das alíquotas de cada compartimento. 

 

3.11 Análise em microscopia eletrônica de varredura (MEV) 

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. Lavagem por três vezes com 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem). 

2. Pós-fixação em 200 μL de tetróxido de ósmio a 1% por 60 minutos. 

3. Lavagem por duas vezes em 1 mL de PBS (5 minutos cada lavagem). 

4. Lavagem por duas vezes em 1 mL de água destilada (15 minutos cada 

lavagem). 

5. Desidratação em 1mL de solução de etanol 30%, 50% e 70%, 2x 95% e 

2x 100% (30 minutos em cada solução). 
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6. Lavagem por três vezes com 200 μL de 1,1,1,3,3,3,- 

Hexamethyldisilazane, 98% (HMDS, ACROS Organics, NY, EUA), 20 

minutos cada lavagem. 

  

Finalmente, a solução de HMDS foi desprezada, as lamínulas 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, Alemanha) e analisados em 

microscópico eletrônico de varredura (JEOL-JMS-T33A Scanning Microscope, 

JEOL Inc., Tóquio, Japão) para determinação da morfologia celular. 

�

3.12 Tratamento estatístico dos dados 

Os dados de absorbância do teste de MTT foram primeiramente 

convertidos em porcentagem de acordo com a média de absorbância do grupo 

controle (discos íntegros não clareados armazenados por 24 horas), em cada 

momento dos experimentos (Anexo 1 e Anexo 2).  

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma 

vez, os dados em porcentagem com relação ao controle foram avaliados 

quanto à distribuição normal pelo teste de Kolmogorov-Smirnov e a 

homogeneidade de variâncias pelo teste de Levene. A distribuição dos dados 

foi considerada normal, portanto, a análise de variância a dois critérios fixos 

(tratamento e tempo de armazenamento) foi utilizada para a comparação dos 

grupos quanto ao metabolismo celular, complementado pelo teste de 

comparações múltiplas de Tukey.  

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado por três vezes 

consecutivas, a distribuição dos dados foi considerada não-normal (teste de 

Kolmogorov-Smirnov), portanto foram aplicados testes estatísticos não-

paramétricos. Os testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney foram aplicados 

para a avaliação das variáveis tratamento e tempo de armazenamento, 

respectivamente. 
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Para avaliar o efeito da freqüência de aplicação sobre o metabolismo 

celular os grupos foram comparados por testes de Mann-Whitney (1 aplicação 

vs. 3 aplicações). Todos os testes estatísticos foram considerados ao nível de 

significância de 5% (� = 0,05). 
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* Valores representam média±desvio padrão. 
** Valores representados por letras iguais não diferem estatisticamente (Tukey, p>0,05). Letras maiúsculas: 
comparação entre as linhas. Letras minúsculas: comparação entre as colunas. 
*** Porcentagem de metabolismo celular com relação ao controle (íntegros não clareados 24 horas). 

4 RESULTADO 

4.1 Metabolismo celular (teste de MTT) 

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma 

vez, o metabolismo celular variou de 99,5% a 81,8%, com relação ao controle 

(Tabela 3). O fator tempo de armazenamento não exerceu efeito significante e 

não foi observada interação entre os fatores tratamento e tempo de 

armazenamento (ANOVA, p>0,05). Apenas o fator tratamento exerceu efeito 

significante entre os grupos. Portanto, foi realizada a análise de variância a um 

critério fixo para a variável tratamento, seguido do teste de comparações 

múltiplas de Tukey. Foi observada diferença estatisticamente significante 

somente quando se comparou os discos íntegros não clareados com os discos 

restaurados clareados e os discos restaurados não clareados com os 

restaurados clareados (Tukey, p<0,05) (Tabela 3 e Figura 6). 

 

 

Tabela 3- Média dos valores em porcentagem do metabolismo celular para cada grupo (1 

aplicação do gel clareador) 
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Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado por três vezes 

consecutivas, o metabolismo celular variou de 100,7% a 51,9%, com relação 

ao controle (Tabela 4). O fator tratamento exerceu efeito significante sobre o 

metabolismo celular dos grupos e foi observada interação entre os fatores 

(tratamento vs. tempo de armazenamento). Sempre que o agente clareador foi 

aplicado, houve redução significativa do metabolismo celular quando 

comparado ao grupo não clareado (Mann-Whitney, p<0,05). Entre os grupos 

clareados não houve diferença com relação à presença de restauração e o 

tempo de armazenamento (Tabela 4 e Figura 7).  

A presença da restauração gerou um aumento do metabolismo celular 

quando comparado ao grupo controle, sem a aplicação do agente clareador 

��
�%'�

��

'�

!�

!%&�

!�

&�

FIGURA 6- Representação gráfica dos valores do metabolismo celular em porcentagem para 
cada grupo. Barras representam médias (n=10) e desvio padrão. Letras iguais indicam 
ausência de diferença estatisticamente significante entre os grupos (Tukey, p>0,05). Letras 
minúsculas: comparação entre os grupos armazenados por 24 horas. Letras maiúsculas: 
comparação entre os grupos armazenados por 6 meses. 
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* Valores representam mediana (P25/P75). 
** Valores representados por letras iguais não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05). Letras maiúsculas: 
comparação entre as linhas. Letras minúsculas: comparação entre as colunas. 
*** Porcentagem de metabolismo celular com relação ao controle (íntegros não clareados 24 horas). 

(íntegros vs. restaurados). Esse aumento do metabolismo foi estatisticamente 

significante somente para os grupos que foram armazenados por 24 horas 

(Tabela 4 e Figura 7).   

 

Tabela 4- Mediana dos valores em porcentagem do metabolismo celular para cada grupo (3 

aplicações do gel clareador) 
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FIGURA 7- Box-whisker plot dos valores do metabolismo celular em porcentagem para cada 
grupo. Grupos identificados com a mesma letra não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, 
p>0,05). Letras maiúsculas: comparação entre os tratamentos, dentro do mesmo tempo de 
armazenamento. Letras minúsculas: comparação entre o tempo de armazenamento, dentro 
do mesmo tratamento. 
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� A avaliação do efeito da freqüência de aplicação do gel clareador sobre 

o metabolismo celular demonstrou que o tempo de armazenamento não 

exerceu efeito significante quando a análise estatística foi realizada agrupando-

se os experimentos (1 aplicação e 3 aplicações). Entretanto, foram detectadas 

diferenças estatisticamente significantes quando se comparou o número de 

aplicações do gel clareador. Para ambos os tempos de armazenamento (24 

horas e 6 meses), nos grupos clareados (íntegros clareados e restaurados 

clareados), quando o gel clareador foi aplicado por três vezes consecutivas 

houve diminuição do metabolismo estatisticamente significante quando 

comparado aos grupos que receberam somente uma aplicação do gel 

clareador (Tabela 5, Figuras 8 e 9).  

 

Tabela 5- Mediana dos valores em porcentagem do metabolismo celular para cada grupo (1 

aplicação vs. 3 aplicações) 
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* Valores representam mediana (P25/P75) 
** S- Valores com diferença estatisticamente significante (Mann-Whitney, p<0,05). 
    N.S.- Valores sem diferença estatisticamente significante (Mann-Whitney, p>0,05). 
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FIGURA 9- Box-whisker plot dos valores do metabolismo celular em porcentagem para os 
grupos com tempo de armazenamento de 6 meses. * Grupos conectados por uma linha 
horizontal não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).   

#

# #

FIGURA 8- Box-whisker plot dos valores do metabolismo celular em porcentagem para os 
grupos com tempo de armazenamento de 24 horas. * Grupos conectados por uma linha 
horizontal não diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0,05).   
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4.2 Análise da morfologia celular (MEV) 

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma 

vez, foram observadas alterações na morfologia das células, as quais se 

apresentavam mais arredondadas. Notou-se também uma redução no número 

de células aderidas ao substrato de vidro, evidenciando a ocorrência de lesão e 

morte celular (Figura 10). Essas alterações foram mais evidentes nos grupos 

restaurados com resina composta, principalmente naquele grupo onde os 

discos submetidos ao envelhecimento (Figuras 10F e 10H).  

Nos grupos não clareados, observou-se um grande número de células 

odontoblastóides MDC-23 próximo da confluência. Estas células estavam 

recobrindo toda a superfície do substrato de vidro através de seu amplo 

citoplasma. Além disso, foram observadas células em processo de mitose, 

demonstrando a presença de proliferação celular (Figuras 10A, 10C, 10E e 

10G).  

Para o experimento no qual o gel clareador foi aplicado por três vezes 

consecutivas, as células que não foram submetidas ao contato com extratos 

provenientes dos procedimentos clareadores apresentaram morfologia dentro 

da normalidade. Por outro lado, tal como anteriormente descrito para o 

experimento de aplicação única do gel clareador (15 minutos), nos grupos de 3 

aplicações consecutivas observou-se alterações morfológicas nas células 

pulpares em cultura. Entretanto, essas alterações na morfologia e número de 

células aderidas ao substrato foi mais evidente para este segundo experimento 

(Figura 11). De uma maneira geral, para todos os grupos clareados por 45 

minutos, ocorreram alterações celulares semelhantes, independente da 

presença ou não da restauração e do tempo de armazenamento. As poucas 

células que permaneceram aderidas ao substrato de vidro apresentaram 

morfologia arredondada e amplas áreas vazias da lamínula de vidro foram 

observadas, caracterizando a ocorrência de lesão e morte celular (Figuras 11B, 

11D, 11F e 11H). 
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 FIGURA 10- Fotomicrografias representativas da morfologia celular dos grupos nos quais o 
gel clareador foi aplicado somente uma vez.   

 

A, C, E e G – grupos não clareados (íntegro 24 horas, íntegro 6 meses, restaurado 24 
horas e restaurado 6 meses, respectivamente): Em todos os grupos foram observadas 
características morfológicas de normalidade. Um grande número de células MDPC-23 em 
confluência pode ser observado sobre o substrato de vidro. Estas células exibem amplo 
citoplasma, o que faz com que elas recubram toda a lamínula de vidro sobre a qual foram 
cultivadas. Note os numerosos prolongamentos citoplasmáticos originados de sua membrana 

(�) e a ocorrência de mitoses celulares (�). MEV, 500X. 

 

B e D (íntegro 24 horas clareado e íntegro 6 meses clareado, respectivamente): Ambos os 
grupos apresentaram características morfológicas semelhantes. As células que permaneceram 
aderidas ao substrato de vidro exibem morfologia alterada, caracterizada por contração de 
citoesqueleto, o que resultou na redução de tamanho de cada célula individualmente. Esta 
redução no tamanho celular causou a exposição de pequenas áreas do substrato (SV). MEV, 
500X.  

 

F e H (restaurado 24 horas clareado e restaurado 6 meses clareado, respectivamente): As 
alterações morfológicas observadas para ambos os grupos foram mais acentuadas quando 
comparadas aos grupos íntegros. As células exibem uma contração do citoesqueleto mais 
pronunciada conferindo aspecto arredondado à morfologia celular e áreas mais amplas do 
substrato de vidro (SV) podem ser visualizadas. Além disso, para o grupo armazenado por 6 
meses (H), observa-se que a maior parte das células apresenta-se com morfologia 
arredondada e as imagens sugerem uma redução do número de células, as quais se 
desprenderam do substrato de vidro expondo áreas vazias ainda maiores (SV). MEV, 500X.
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FIGURA 11- Fotomicrografias representativas da morfologia celular dos grupos nos quais o gel 
clareador foi aplicado por três vezes consecutivas.   

 

A, C, E e G – grupos não clareados (íntegro 24 horas, íntegro 6 meses, restaurado 24 
horas e restaurado 6 meses, respectivamente): Em todos os grupos as células exibem 
morfologia dentro da normalidade e estão próximas da confluência, apresentado amplo 
citoplasma com numerosos prolongamentos citoplasmáticos e presença de mitoses (�). MEV, 
500X. 

 

B, D, F e G - grupos clareados (íntegro 24 horas, íntegro 6 meses, restaurado 24 horas e 
restaurado 6 meses, respectivamente): O agente clareador aplicado por três vezes 
consecutivas causou intensas alterações morfológicas nas células MDPC-23 além de promover 
morte celular. Note que amplas áreas do substrato de vidro (SV) estão expostas indicando que 
as células pulpares foram letalmente agredidas e se desprenderam permanecendo somente 
restos celulares (�) sobre a lamínula de vidro. As poucas células que permaneceram aderidas 
exibem morfologia arredondada e notável redução de tamanho, caracterizada pela acentuada 
contração do citoesqueleto. MEV, 500X.  
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5 DISCUSSÃO 

A busca pelo sorriso perfeito e por dentes cada vez mais brancos se 

tornou muito comum na sociedade contemporânea. Desta maneira, o 

clareamento dentário é um dos procedimentos estéticos mais procurados nos 

consultórios odontológicos, sendo considerada uma técnica não invasiva por 

não envolver desgastes mecânicos da superfície dentária24,46,97. Entretanto tem 

sido demonstrado que a aplicação do gel clareador sobre o esmalte pode 

resultar na formação de porosidades devido à dissolução da matriz deste tecido 

altamente mineralizado13,51, aumentando sua permeabilidade76. Tais 

porosidades podem propiciar uma maior penetração de H2O2 e componentes 

derivados dos agentes clareadores em direção à polpa.  

Diversas pesquisas in vitro demonstraram que o H2O2 presente nos 

agentes clareadores, mesmo em baixas concentrações, atravessa facilmente o 

esmalte e a dentina e atinge a câmara pulpar34,36,39,75. Quando em contato com 

o tecido pulpar o H2O2 e os produtos resultantes de sua degradação, tais como 

íons hidroxila (OH-) e outras espécies reativas de oxigênio, podem causar 

peroxidação lipídica e fragmentação de proteínas com conseqüente lesão da 

membrana celular59, gerando morte celular por apoptose ou necrose31,73. 

Benetti et al.7, em 2004, avaliaram a capacidade de difusão in vitro do H2O2 

através dos tecidos duros de dentes bovinos, utilizando géis clareadores com 

35% de H2O2 na sua composição. Os autores demonstraram que uma elevada 

concentração de H2O2 se difundiu através do esmalte e da dentina em direção 

ao espaço pulpar. Entretanto, o trabalho não determinou se os elevados níveis 

de H2O2 detectados no interior das câmaras pulpares influenciariam, de 

maneira significativa, a toxicidade da técnica de clareamento. Para elucidar tal 

questão, pesquisas de citotoxicidade, também utilizando incisivos bovinos 

íntegros, foram realizadas aplicando-se altas concentrações de H2O2 (20-38%) 

sobre discos de esmalte e dentina18,27,72,91. Os autores constataram que 

componentes do agente clareador foram capazes de atravessar a 

estruturadentária para causar intensos efeitos tóxicos sobre as células pulpares 

MDPC-23 em cultura. Estes autores demonstraram ainda que o número de 

aplicação do gel clareador sobre o esmalte está diretamente relacionado
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com a intensidade dos efeitos tóxicos dos produtos para as células pulpares, 

sendo que este dado torna preocupante o uso indiscriminado do clareamento 

dentário. Semelhante metodologia também foi utilizada na presente pesquisa in 

vitro, onde foram confeccionados discos de esmalte/dentina, obtidos a partir de 

dentes bovinos, os quais foram adaptados em câmaras pulpares artificiais. 

Dentes bovinos foram selecionados por apresentarem características 

semelhantes aos dentes humanos, como número e diâmetro dos túbulos 

dentinários e radiopacidade do esmalte e da dentina7,14,76, sendo também 

considerados substitutos adequados  para trabalhos de adesão com molares 

humanos76. É importante ressaltar também que a espessura dos discos de 

esmalte/dentina foi padronizada em 3,5 mm (1,3 mm de esmalte e 2,2 mm de 

dentina), semelhante àquela descrita por Sulieman et al.82 (2005) para dentes 

humanos (de 0,9 à 1,05 mm de esmalte e 2,33 mm de dentina). Procurou-se 

simular, dessa maneira, uma situação in vivo semelhante àquelas onde os 

agentes clareadores são aplicados sobre os dentes com o objetivo principal de 

clareá-los.  

As células MDPC-23 utilizadas na presente pesquisa foram 

estabelecidas por Hanks et al.40, em 1998. Estas células odontoblastóides de 

linhagem imortalizada, isoladas da papila dentária de molar de camundongos 

(Mouse Dental Papillae Cells), apresentam características fenotípicas 

semelhantes aos odontoblastos, tais como alta atividade de fosfatase alcalina, 

organização em nódulos epitelióides e definida expressão de sialoproteína e 

fosfoforina da dentina40. Assim, tem sido relatado que os odontoblastos são as 

células mais apropriadas para se avaliar, in vitro, os efeitos adversos de 

materiais dentários e/ou seus componentes isolados. Isto porque estas células 

típicas da polpa revestem internamente toda dentina coronária e radicular, e 

sendo assim, são as primeiras células pulpares a serem afetadas por produtos 

ou resíduos de materiais capazes de se difundir através dos tecidos duros do 

dente37. Desta maneira, células com fenótipo de odontoblasto tem sido alvo de 

intensas pesquisas para avaliar a citotoxicidade de diferentes materiais 

odontológicos5,18,21,27,41,72,80,91, tal como ocorrido na presente investigação. 
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Com relação ao procedimento clareador, na presente pesquisa não foi 

utilizado qualquer tipo de fonte de luz associada ao agente clareador. De 

acordo com a literatura a luz tem um efeito catalisador, pois acelera a liberação 

de radicais hidroxilas (OH-) a partir do H2O2. Quando a luz é aplicada sobre o 

gel clareador, uma parte dela é absorvida e sua energia é convertida em calor, 

o qual é utilizado para quebrar o H2O2 e liberar os radicais OH- para interagir 

com moléculas mais complexas e degradá-las no interior do tecido dentário13. 

Todavia, a aplicação de luz pode gerar tanto um aumento de temperatura96 

quanto uma maior difusão do agente clareador e/ou seus produtos através dos 

tecidos duros do dente para o interior da câmara pulpar43, podendo tornar o 

procedimento clareador ainda mais agressivo para a polpa dentária. Dias 

Ribeiro et al.27, em 2009, demonstraram que a aplicação de luz halógena 

tornou a técnica de clareamento dentário com 35% de H2O2 mais tóxica para as 

células pulpares. Além disso, pesquisas recentes têm fornecido evidências de 

que a catalisação dos géis clareadores por meio da utilização de fontes de luz 

não é necessária para se obter melhores resultados estéticos, ou seja, a 

aplicação da luz não traz contribuição comprovada no resultado final do 

clareamento dentário12,43,56 e ainda pode causar danos ao tecido pulpar13.  

Tem sido observado que os dados obtidos a partir dos estudos in vitro 

nem sempre correspondem ao que é visto in vivo, devido à dificuldade de 

simular, em nível laboratorial, todas as condições fisiológicas do complexo 

dentino-pulpar. A pressão de exsudação do fluído dentinário, bem como a 

presença de prolongamentos citoplasmáticos e outros componentes 

intratubulares nos dentes vitais74 podem diminuir a difusão de componentes do 

gel clareador através dos túbulos dentinários. Além disso, a polpa dentária 

apresenta um sistema de vasos linfáticos que participa da eliminação de 

produtos externos que alcançam este tecido conjuntivo especializado.  Outro 

fator importante é a presença de enzimas anti-oxidantes, tais como catalase, 

superóxido dismutase, peroxidases além das vitaminas A e E e do ácido 

ascórbico que atuam na degradação enzimática do H2O2
10,29. Poucos estudos 

in vivo avaliaram a resposta pulpar frente aos diversos tipos de clareamento 

disponíveis. Seale e Wilson78 (1985) avaliaram a resposta pulpar de dentes 
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clareados com gel contendo H2O2 a 35%. Os autores constataram resposta 

inflamatória pulpar considerável, porém a pesquisa foi realizada em dentes de 

cães, podendo haver variação com relação à espessura de esmalte/dentina 

quando comparado a dentes humanos. Pesquisas realizadas em dentes 

humanos posteriores demonstraram que agentes clareadores contendo 35% e 

38% de H2O2 não causaram dano pulpar significante17,49. Entretanto, numa 

pesquisa recente, onde um gel clareador com 38% foi aplicado sobre o esmalte 

de dentes anteriores, foi relatada a ocorrência de ampla área de necrose da 

polpa coronária e degradação significativa da polpa radicular26. Os autores 

descreveram que o procedimento clínico de clarear dentes anteriores 

(incisivos) em consultório, utilizando géis com alta concentração de H2O2, pode 

causar não apenas danos pulpares, mas também dor pós-operatória. Este 

estudo pioneiro foi o primeiro realizado com incisivos humanos, pois até o 

momento, só haviam sido publicadas investigações avaliando os efeitos dos 

agentes clareadores em dentes posteriores, especialmente pré-molares, os 

quais apresentam maior espessura de esmalte e dentina. Assim, esta maior 

espessura dos tecidos duros dos dentes posteriores quando comparado aos 

anteriores poderia mascarar os efeitos tóxicos dos procedimentos clareadores, 

já que o foco principal do clareamento dentário está centrado nos dentes 

anteriores, os quais possuem reduzida espessura de esmalte/dentina. Portanto, 

a literatura comprova, tanto com trabalhos in vitro quanto in vivo, que os 

procedimentos de clareamento dentário podem resultar em efeitos tóxicos para 

as células e tecido pulpar como um todo, o que causaria desde processos 

inflamatórios discretos e reversíveis até necrose da polpa.  

Diante da comprovada toxicidade dos componentes provenientes de 

agentes clareadores que se difundem para o tecido pulpar, os fatores que 

influenciam a penetração do H2O2 devem ser considerados, tais como 

concentração do agente clareador9,19, tempo de contato com a superfície 

dental39, forma de apresentação (peróxido de carbamida, perborato de sódio ou 

H2O2)
19,35, espessura de esmalte e dentina do dente submetido ao 

clareamento15 e utilização de calor ou luz9,15. Outro fator muito importante a ser 

considerado é a presença de restaurações na superfície a ser clareada.  
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Estudos in vitro de quantificação de H2O2 na câmara pulpar de dentes 

humanos e bovinos demonstram que ocorre maior penetração de peróxido em 

dentes restaurados quando comparados aos dentes íntegros, devido à 

presença de uma interface dente/restauração7,14,33,36. De acordo com Gökay et 

al.36 (2000) e Camargo et al.14 (2007), as restaurações de resina composta 

apresentam menores valores de penetração de peróxido quando comparados a 

dentes restaurados com cimento de ionômero de vidro e compômeros. Esta 

menor penetração pode ocorrer devido à obtenção de melhor selamento 

marginal quando se utiliza resina composta; entretanto nenhum material 

restaurador é capaz de promover um perfeito selamento marginal das 

restaurações69 e mesmo dentes restaurados com resina composta apresentam 

níveis de penetração de H2O2 significativamente maiores quando comparados 

aos dentes sem restauração7,14,33,36. Portanto, um dos objetivos da presente 

pesquisa foi avaliar se a presença de restaurações de resina composta possui 

influência sobre a citotoxicidade do agente clareador. Além disso, as 

restaurações de resina composta sofrem degradação da interface adesiva ao 

longo do tempo25, o que poderia favorecer ainda mais a penetração de H2O2 

em direção à polpa. Por esse motivo, uma parte dos discos restaurados foi 

submetida a procedimentos de envelhecimento in vitro da interface adesiva 

(armazenamento em água por 6 meses associado à termociclagem). O 

procedimento de armazenamento em solução aquosa é o método de 

envelhecimento da restauração mais comumente utilizado, sendo empregado 

diversos tempos de armazenamento, variando de 6 meses até 4 anos4. No 

presente estudo, o tempo de armazenamento selecionado foi de 6 meses, com 

trocas diárias da solução aquosa, o que acelera a degradação da interface 

adesiva50. Tem sido relatado que a termociclagem simula as mudanças 

térmicas que ocorrem na cavidade bucal por meio de repetidos ciclos térmicos 

que induzem estresse de contração/expansão criando microfendas que 

permitem a passagem de fluidos, os quais podem favorecer a degradação 

hidrolítica da interface adesiva4. O número de ciclos empregado possui uma 

grande variação, desde 500 ciclos a até mais de 50.000 ciclos. A ISO45 

preconiza a utilização de somente 500 ciclos para simular o envelhecimento de 
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restaurações adesivas. Entretanto, alguns estudos consideram esse número 

insuficiente para simular mudanças à longo prazo na durabilidade 

adesiva32,64,68. Portanto, na presente pesquisa, foram realizados 20.000 ciclos 

para o procedimento de termociclagem, o que representa, aproximadamente, 

dois anos de função clínica32.  

No experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma vez 

sobre o esmalte, não houve diferença com relação ao metabolismo celular 

quando os discos foram submetidos ao procedimento de envelhecimento das 

restaurações in vitro por 6 meses em comparação aos dentes armazenados 

por 24 horas (Tabela 3 e Figura 6). Os discos íntegros (sem restauração) não 

promoveram diminuição significante do metabolismo celular quando foram 

clareados por apenas 15 minutos. Entretanto, a presença da restauração de 

resina composta favoreceu a citotoxicidade do procedimento clareador, 

tornando a diminuição do metabolismo celular significante com relação ao 

controle (dentes íntegros 24 horas não clareados) e com relação ao grupo 

restaurado e não clareado. As alterações celulares causadas pelo agente 

clareador foram mais acentuadas nos grupos restaurados, independente do 

tempo de armazenamento (Figura 10). Portanto, a presença da restauração 

tornou o procedimento clareador ligeiramente mais citotóxico, promovendo, 

agora, diferenças estatisticamente significantes quanto ao metabolismo celular. 

Nos estudos que avaliaram a penetração in vitro de H2O2 por meio de método 

de quantificação em tampão acetato, a presença da restauração de resina 

composta promoveu a penetração de quantidades estatisticamente maiores de 

H2O2 para o interior da câmara pulpar, tanto em dentes humanos15,33,36 quanto 

em dentes bovinos7. Entretanto, Camargo et al.14 (2007) observaram diferenças 

entre dentes humanos e bovinos. Os dentes humanos foram mais permeáveis 

quando comparados aos dentes bovinos e apresentaram os maiores níveis de 

penetração de H2O2 para o interior da câmara pulpar. Os autores observaram 

diferenças estatisticamente significantes de penetração dos componentes do 

gel clareador nas estruturas dentárias somente para os dentes humanos 

restaurados e justificaram tais variações pela diferença de espessura entre os 

dentes humanos e bovinos. Os dentes bovinos apresentavam maior espessura 



Discussão� � �

 

�

�

���

de esmalte e dentina quando comparados aos dentes humanos. Todavia, no 

presente estudo, buscou-se padronizar a espessura de todos os discos, 

reduzindo, desta maneira, a possível interferência das características do 

esmalte e dentina no resultados dos experimentos. Com base nestes estudos, 

pode-se especular que houve maior penetração de H2O2 quando se aplicou o 

agente clareador sobre os discos restaurados com resina composta, o que 

aumentou ligeiramente a citotoxicidade do clareamento com uma aplicação do 

gel. Entretanto, durante a técnica de clareamento dentário de consultório, 

muitas vezes uma única aplicação do agente clareador não é suficiente para 

atingir o resultado estético desejado, sendo necessária a aplicação do gel 

clareador por várias vezes em uma única sessão13. De acordo com as normas 

do fabricante do agente clareador utilizado na presente pesquisa (Whiteness 

HP, FGM), o gel pode ser aplicado por até três vezes consecutivas, de 15 

minutos cada aplicação, por sessão. Portanto, no protocolo de pesquisa 

estabelecido para este estudo, foi realizada, também, a aplicação do agente 

clareador por três vezes consecutivas sobre a estrutura dentária. Nesse caso, 

toda vez que o procedimento clareador foi realizado sobre os discos de 

esmalte/dentina, houve diminuição significativa do metabolismo celular (em 

torno de 40% de redução) com relação aos grupos não clareados (Tabela 4 e 

Figura 7). Estes resultados estão de acordo com Trindade et al.91 (2009), os 

quais também observaram queda significante de metabolismo celular utilizando 

metodologia semelhante e aplicando o mesmo gel clareador por três vezes 

consecutivas, totalizando um tempo de contato de 45 minutos do gel clareador 

com a superfície de esmalte dos discos. De forma semelhante ao que ocorreu 

quando o gel foi aplicado somente uma vez sobre o esmalte, não foram 

observadas influências no metabolismo celular quando as restaurações foram 

envelhecidas e submetidas ao clareamento, ou seja, o tempo de 

armazenamento e termociclagem também não exerceram efeito significativo na 

citotoxicidade do clareamento dentário. Com relação à influência da 

restauração, não foram observadas diferenças de metabolismo celular quando 

comparado aos discos íntegros. Diante de maiores níveis de citotoxicidade 

devido à aplicação do gel clareador por repetidas vezes, a presença da 
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restauração não promoveu diferença quanto aos efeitos tóxicos. Este fato pode 

ser observado também pela análise da morfologia das células (Figura 11). De 

maneira geral, o procedimento clareador repetido por três vezes promoveu 

severas alterações em todos os grupos clareados.  

Um achado interessante no presente estudo foi observado nos grupos 

restaurados. A presença da restauração de resina composta gerou um 

aumento do metabolismo celular quando comparado ao grupo controle, sem a 

aplicação do agente clareador. Esse aumento do metabolismo foi 

estatisticamente significante somente para o grupo que foi armazenado por 24 

horas. A literatura comprova que o substrato dentinário possui 

metaloproteinases aprisionadas dentro de sua matriz dentinária60,83,84. Estas 

metaloproteinases são liberadas e ativadas durante a desmineralização da 

dentina, podendo promover a degradação da interface adesiva de restaurações 

de resina composta70. Entretanto, especula-se também que alguns 

procedimentos restauradores podem liberar grande quantidade de moléculas 

potencialmente bioativas30. Tomson et al.89 (2007) comprovaram que o cimento 

de hidróxido de cálcio e o MTA são capazes de extrair TGF-ß1 (fator de 

crescimento relacionado com a diferenciação celular) da dentina. Esses 

materiais odontológicos, quando em contato com a dentina, são capazes de 

liberar moléculas bioativas da dentina devido ao seu pH, tal como ocorre em 

situações de condicionamento ácido da dentina ou no processo de evolução 

das lesões de cárie dentária38. De acordo com Ferracane et al.30 (2010), os 

fatores de crescimento e outras moléculas bioativas liberados da dentina 

podem ter papel importante na sinalização celular durante a exposição do 

tecido pulpar ao hidróxido de cálcio, por exemplo, agindo no recrutamento de 

células indiferenciadas da polpa para o local de injúria. Foi comprovado 

também que os adesivos autocondicionantes possuem a capacidade de liberar 

essas importantes moléculas bioativas a partir da dentina85. Portanto, com base 

nesses trabalhos, pode-se especular que o procedimento restaurador utilizado 

na presente pesquisa possa ter liberado moléculas bioativas presentes na 

dentina, estimulando, dessa maneira, as células odontoblastóides MDPC-23 a 

aumentarem seu metabolismo celular. No grupo armazenado por 6 meses não 
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houve aumento do metabolismo celular frente à presença da restauração, 

talvez porque as sucessivas trocas da solução aquosa tenham removido 

possíveis moléculas bioativas liberadas da dentina no meio. Por outro lado, 

pode-se também especular que as células pulpares tiveram aumento do 

metabolismo celular estimuladas por baixas concentrações de monômeros 

resinosos, como o HEMA. Mantellini et al.58, em 2006, comprovaram que as 

células MDPC-23, quando expostas ao HEMA, apresentaram aumento da 

expressão de VEGF (fator de crescimento vascular endotelial). Os autores 

utilizaram o adesivo Single Bond (3M ESPE) e não observaram morte celular 

quando o adesivo foi adequadamente polimerizado.  

O fato dos procedimentos de envelhecimento in vitro (armazenamento 6 

meses + termociclagem) não exercerem efeito significante na citotoxicidade do 

procedimento clareador para ambos os experimentos (1 aplicação e 3 

aplicações) não determina que o envelhecimento da restauração não tenha 

sido efetivo, pois, de acordo com Lima et al.57 (2010), a utilização de somente 

1.000 ciclos térmicos associada ao armazenamento em solução aquosa por 6 

meses foi suficiente para aumentar significativamente a infiltração marginal de 

restaurações de resina composta. Na presente pesquisa, foram realizados 

20.000 ciclos térmicos, o que provavelmente resultou no surgimento de 

alterações nas margens das restaurações pelo estresse de contração e 

expansão; entretanto, talvez os níveis dessas alterações não tenham sido 

suficientes para favorecer a penetração de H2O2 e/ou outros componentes 

derivados do agente clareador para causar efeitos tóxicos sobre as células em 

cultura. Também é possível que o tempo de armazenamento não tenha sido 

suficiente para promover a aceleração da degradação da interface adesiva por 

hidrólise, para o adesivo autocondicionante. Abdalla e Feilzer1,2 (2008, 2009) 

utilizaram tempos de armazenamento de restaurações de resina composta bem 

mais longos (4 anos e 2 anos, respectivamente) quando utilizaram adesivos 

autocondicionantes. Os autores também observaram que o método de 

armazenamento pode influenciar a resistência adesiva. O contato direto com a 

água favorece a degradação da interface adesiva (no caso de armazenamento 

de espécimes em forma de palitos para a realização de testes de microtração). 
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Por outro lado, o armazenamento de dentes restaurados sem que antes seja 

feita a secção em palitos não promove diferenças estatisticamente significantes 

quanto à redução de resistência adesiva, mesmo após 4 anos de 

armazenamento em água1. Na presente pesquisa o contato da água com a 

interface adesiva foi feita de modo indireto. Os discos restaurados que foram 

armazenados em água possuíam margens em esmalte, o que poderia ter 

dificultado o processo de degradação da interface adesiva.  

Quando foi realizada a avaliação do efeito da freqüência de aplicação do 

gel clareador sobre o metabolismo celular (1 aplicação vs. 3 aplicações) houve 

diminuição estatisticamente significativa do metabolismo sempre que o gel foi 

aplicado por três vezes consecutivas sobre a superfície dos discos, para ambos 

os tempos de armazenamento. Trabalhos de citotoxicidade de agentes 

clareadores também observaram que quanto maior o número de aplicações do 

gel clareador e o tempo de contato com a estrutura dentária, mais tóxico se 

tornava o procedimento18,72,91. 

A presença de restauração de resina composta, com os parâmetros 

utilizados durante a presente pesquisa in vitro, não causou um aumento 

significante de citotoxicidade do procedimento clareador, mesmo quando as 

restaurações foram armazenadas por 6 meses. Entretanto, é necessário 

realizar exame clínico minucioso diante de restaurações previamente 

existentes antes de se iniciar qualquer técnica de clareamento dentário 

investigando-se, principalmente, sinais clínicos de infiltração marginal das 

restaurações o que poderia levar a um aumento da penetração de H2O2 em 

direção ao tecido pulpar93,94. Outro fator importante durante o clareamento de 

dentes restaurados é o efeito do agente clareador sobre as restaurações.  É 

demonstrado na literatura que, a utilização do peróxido de hidrogênio (30-35%) 

causa mudanças na textura de restaurações de resina composta11. A alteração 

da textura superficial pode levar a uma maior aderência de bactérias orais sob 

a superfície das restaurações81, podendo elevar os riscos de recidiva de cárie. 

Portanto, também é de relevante importância o exame das restaurações logo 

após o procedimento de clareamento dental. Caso essas restaurações não 
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necessitem de substituição, talvez seja necessária a realização de seu 

polimento65.  

Os agentes clareadores podem influenciar no selamento marginal das 

restaurações, determinando a substituição da restauração após o tratamento 

clareador. Existe uma controvérsia na literatura com relação a esse assunto. 

Alguns trabalhos demonstraram que a aplicação tanto de peróxido de 

carbamida (10-16%) quanto de peróxido de hidrogênio a 35% afeta 

significantemente o selamento marginal de restaurações de resina composta 

em esmalte e dentina22,93,94, promovendo um aumento da microinfiltração 

marginal94. Outros estudos demonstraram que os efeitos causados pelos 

agentes clareadores na interface dente/restauração são insignificantes23,69. 

Além disso, trabalhos na literatura demonstraram que a exposição direta da 

interface adesiva de restaurações de resina composta ao peróxido de 

carbamida em diferentes concentrações pode causar diminuição da resistência 

adesiva ao esmalte6,16 e à dentina16. Portanto, é necessário realizar exame 

clínico para decidir se uma restauração de resina composta deve ou não ser 

substituída após o clareamento dental. A troca da restauração não é 

obrigatoriamente requerida após o clareamento dental por motivos dessa 

natureza. Entretanto, a substituição das restaurações é freqüentemente 

realizada devido a fatores estéticos e não a alterações das propriedades 

mecânicas do material restaurador, pois a cor da restauração não condiz mais 

à cor dos dentes após o clareamento dental.  Deste modo, a troca da 

restauração é muito freqüente e alguns cuidados devem ser tomados diante 

dessa decisão. Vários estudos foram realizados sobre a resistência adesiva de 

restaurações de resina composta confeccionadas em dentes que receberam a 

aplicação de agentes clareadores. Foi comprovado que, se houver 

necessidade de troca das restaurações após o clareamento dental tanto 

caseiro quanto de consultório, este procedimento deve ser realizado após uma 

semana do clareamento dental61,62,86,87, quando não existe mais a presença de 

oxigênio residual no esmalte clareado. Os trabalhos têm demonstrado que a 

resistência adesiva das restaurações diminui significantemente quando a 

restauração é realizada imediatamente após o clareamento da estrutura 
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dentária28,61,88. A liberação de oxigênio pode interferir na infiltração do sistema 

adesivo em esmalte e dentina61,90 ou promover a inibição da polimerização dos 

monômeros resinosos71. Outro cuidado que pode ser tomado é a aplicação de 

agentes anti-oxidantes como a catalase e o ascorbato de sódio nas cavidades 

previamente à confecção da restauração para neutralizar as espécies reativas 

de oxigênio como o peróxido de hidrogênio52,53,93. 

Diante dos resultados obtidos na presente pesquisa pode-se especular 

que a aplicação do gel clareador com 35% de H2O2 durante 15 minutos possui 

baixa citotoxicidade quando comparada a três aplicações do gel. As 

restaurações de resina composta não influenciaram na citotoxicidade da 

técnica de clareamento e o procedimento de armazenamento por 6 meses 

talvez não promoveu níveis de degradação da interface adesiva suficientes 

para aumentar a penetração de H2O2. Entretanto, quando se realiza a técnica 

de clareamento dentário no consultório, os pacientes podem apresentar dentes 

que foram restaurados com resina composta há muito tempo. Nessas situações 

não se pode prever a condição da interface adesiva. Além disso, a técnica 

adesiva requer passos criteriosos para se obter uma restauração de qualidade, 

que durante uma metodologia in vitro podem ser melhor controlados.  Portanto, 

mais trabalhos são requeridos para verificar a possível influência das 

restaurações de resina composta em situações normais e em situações de 

comprovada degradação da interface adesiva, sobre a toxicidade da técnica de 

clareamento dentário. 
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6 CONCLUSÃO 

 

De acordo com a metodologia empregada neste estudo pode-se concluir 

que: 

 

1- Três aplicações consecutivas do agente clareador com 35% de H2O2 sobre o 

esmalte causou maior citotoxicidade para as células odontoblastóides MDPC-

23 em cultura do que quando aplicado somente por uma vez. 

  

2- A aplicação do agente clareador com 35% de H2O2 por três vezes sobre o 

esmalte foi citotóxico para as células MDPC-23, independente da presença da 

restauração de resina composta ou dos procedimentos de envelhecimento in 

vitro dos discos. 
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8 ANEXOS 

8.1 Valores em porcentagem de metabolismo celular (teste de MTT) 

 

Anexo 1- Dados em porcentagem de metabolismo celular obtidos pelo teste de MTT referentes 

ao experimento no qual o gel clareador foi aplicado somente uma vez 
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Anexo 2- Dados em porcentagem de metabolismo celular obtidos pelo teste de MTT referentes 

ao experimento no qual o gel clareador foi aplicado por três vezes consecutivas 
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