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RESUMO 

 
PARREIRAS SO. Penetração e citotoxicidade de um gel clareador ativado com 
Led/Laser em dentes restaurados. [Dissertação – Mestrado em Odontologia – Área 
de Concentração Dentística Restauradora - Universidade Estadual de Ponta Grossa; 
2014]. 
 
Este estudo in vitro teve o objetivo de avaliar a quantidade de peróxido de hidrogênio 
na câmara pulpar de dentes restaurados em diferentes profundidades com resina 
composta e seu efeito citotóxico sobre fibroblastos da linhagem celular 3T3/NIH. 
Cento e doze pré-molares humanos foram usados e divididos em 7 grupos de 
acordo com a combinação dos fatores: Restauração (nenhuma, dente hígido [H]; 
rasa [R]; profunda [P]) e Ativação por luz (ativada [A]; não ativada [NA]). Um grupo 
adicional de dentes hígidos não clareados (controle) foi adicionado ao desenho do 
estudo. Com exceção dos grupos controle, HA e HNA, cavidades de classe V foram 
preparadas com profundidade rasa (R) ou profunda (P) e restauradas com resina 
composta de acordo com as instruções do fabricante. Para avaliar a quantidade de 
peróxido de hidrogênio na câmara pulpar, todos os dentes foram seccionados 3 mm 
da junção cemento-esmalte, o tecido pulpar removido e um tampão de acetato foi 
colocado na câmara pulpar. O procedimento clareador foi realizado com peróxido de 
hidrogênio a 35 % (Whiteness HP Maxx, FGM Produtos Dentais) ativado ou não por 
luz LED/Laser. Depois do procedimento clareador, a solução de tampão de acetato 
foi removida e soluções de leucocristal violeta e enzima peroxidase foram 
adicionadas. A densidade óptica da solução azul foi determinada 
espectrofotometricamente e convertida em microgramas de peróxido de hidrogênio. 
Para os ensaios de viabilidade celular, diferentes concentrações de peróxido de 
hidrogênio foram aplicadas em células de linhagem de fibroblastos 3T3/NIH. Após 
24 h da exposição do peróxido de hidrogênio, os ensaios MTT e vermelho neutro 
foram realizados. A concentração letal para 50% das células (CL50) foi determinada. 
Os dados de cada teste foram submetidos a ANOVA e teste de Tukey para contraste 
das médias (α = 0,05). Todos os grupos experimentais apresentaram presença de 
peróxido de hidrogênio na câmara pulpar, no entanto maior quantidade de peróxido 
de hidrogênio foi encontrada em câmara pulpar de dentes com restauração profunda 
(p = 0,026), independentemente da ativação ou não da luz. As concentrações de 
peróxido de hidrogênio encontradas na câmara pulpar não afetaram 
significativamente a viabilidade celular.  
 
 
Palavras-chave: clareamento dental, peróxido de hidrogênio, toxicidade, 
permeabilidade, laser, cavidade pulpar. 
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ABSTRACT 
 

PARREIRAS SO. Penetration and citotoxicity of a bleaching gel activated by 
LED/Laser in restored teeth. [Dissertação – Mestrado em Odontologia – Área de 
Concentração Dentística Restauradora - Universidade Estadual de Ponta Grossa; 
2014]. 
 

This in vitro study aimed to evaluate the amount of hydrogen peroxide in the pulp 
chamber of teeth with composite resin and its cytotoxic effect on fibroblast cell line 
3T3/NIH. Twelve hundred human premolars were randomized into seven groups 
according to the combination of factors: control (no treatment), restoration (no [C], 
shallow [S] and deep [D]) and activation by light (yes [A] or not [NA]). With exception 
of the groups (Control, CA and CNA), class V cavities were prepared and restored 
with composite resin according to the manufacturer’s instructions. To assess the 
amount of hydrogen peroxide in the pulp chamber, all teeth were sectioned 3 mm 
from the cement-enamel junction, the pulp tissue removed and acetate buffer was 
placed in the pulp chamber. The bleaching procedure was performed with hydrogen 
peroxide (35% Whiteness HP Maxx, FGM Dental Products) activated or not with a 
LED/Laser light. After treatment, the solution of acetate buffer in the pulp chamber of 
each tooth was removed and leucocristal violet and peroxide enzyme solutions were 
added. The optical density of the resulting blue solution was determined 
spectrophotometrically and converted into micrograms equivalent of hydrogen 
peroxide. For viability cell assays, different concentrations of hydrogen peroxide were 
applied to fibroblast cell line 3T3/NIH. After 24 h of exposure of hydrogen peroxide, 
the MTT and Neutral Red assays were evaluated. The letal concentration of 50% of 
cells (LC50) was determined. Data from each test were submitted to ANOVA and 
Tukey´s test (α = 0.05). All experimental groups showed the presence of hydrogen 
peroxide in the pulp chamber, but higher amount of hydrogen peroxide was found in 
the pulp chamber of teeth with deep restorations (p = 0.026), regardless of light 
activation. The concentrations of hydrogen peroxide that was found in the pulp 
chamber did not affect cell viability.  
 
 
Keywords: tooth bleaching, hydrogen peroxide, cytotoxicity, permeability, laser, 
dental pulp cavity. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O clareamento de consultório é uma técnica alternativa à técnica caseira com 

peróxido de carbamida, geralmente utilizada em pacientes que não aceitam a 

moldeira de clareamento e que também desejam resultados mais rápidos, e pode 

ser associada ou não a ativação de luz. Apesar de o potencial benéfico da ativação 

da luz ser questionável (Gurgan et al.1 2010, Torres et al.2 2011, Buchalla e Attin3 

2007, Marson et al.4 2008, Nutter et al.5 2013, Moncada et al.6 2013), esse 

procedimento é ainda utilizado por clínicos devido à pressão da mídia. 

Independentemente se o gel é ativado ou não por luz, a efetividade do 

clareamento resulta da habilidade do peróxido de hidrogênio penetrar no esmalte e 

reagir com a dentina onde oxida a matriz orgânica (Eimar et al.7 2012, Kawamoto e 

Tsujimoto8 2004). Infelizmente, a penetração do peróxido de hidrogênio não é 

restrita somente nos tecidos duros do dente e o produto pode atingir a câmara 

pulpar após a aplicação (Bowles e Ugwuneri9 1987, Cooper et al.10 1992, Gokay et. 

al.11 2000, Gokay et al.12 2000, Camargo et al.13 2009, Camargo et al.14 2007, 

Benetti et al.15 2004).  

Em contato com as células vitais da polpa, o peróxido de hidrogênio pode 

inibir a atividade de algumas enzimas pulpares (Bowles e Thompson16 1986) e 

produzir danos celulares (Lima et al.17 2013, Soares et al.18 2012, Trindade et al.19 

2009, Dias Ribeiro et al.20 2009), que por sua vez, podem ser responsáveis pelo 

elevado risco de sensibilidade dental experimentada pelos pacientes após o 

clareamento de consultório (Tay et al.21 2012, Basting et al.22 2012, Martin et al.23 

2013). 

Este efeito parece ser ainda mais acentuado em pacientes com restaurações 

adesivas (Bonafé et al.24 2013) e com ativação da luz (Kossatz et al.25 2011). Bonafé 

et al.24 (2013), relataram em um estudo clínico que pacientes com dentes 

restaurados apresentaram maior intensidade de sensibilidade dental do que 

pacientes com dentes hígidos. Da mesma forma, Kossatz et al.25 (2011) mostraram 

que pacientes submetidos ao clareamento de consultório com ativação da luz 

relataram sensibilidade dental por até 48 horas após o clareamento, o que não foi 

observado nos grupos sem fotoativação. 
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A quantidade de peróxido de hidrogênio que atinge a câmara pulpar de 

dentes com restaurações adesivas mostrou ser significativamente mais elevada do 

que o observado em dentes hígidos (Benetti et al.15 2004, Gokay et al.11 2000, 

Gokay et al.12 2000). No entanto, nenhum estudo até agora tentou avaliar se a 

ativação da luz em dentes restaurados pode aumentar a quantidade de peróxido de 

hidrogênio, que atinge o tecido pulpar.  

Na prática clínica, o clareamento dental é realizado em dentes hígidos como 

também em dentes restaurados. Além disso, essas restaurações variam 

significativamente em tamanho e profundidade, que também podem afetar a 

quantidade de peróxido de hidrogênio na câmara pulpar após o clareamento de 

consultório. Portanto, os objetivos deste estudo foram quantificar a penetração de 

peróxido de hidrogênio na câmara pulpar de dentes com restaurações de diferentes 

profundidades depois do clareamento com peróxido de hidrogênio 35% ativado ou 

não por luz LED/Laser e avaliar a citotoxicidade produzida por essas concentrações 

em células cultivadas in vitro. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 O CLAREAMENTO DENTAL  

 

“Pouca coisa é necessária para transformar inteira uma vida: amor no coração 

e sorriso nos lábios” (Martin Luther King). Por mais que o sorriso seja algo comum 

do comportamento na espécie humana (Darwin 1872), ele também pode 

proporcionar relações de cooperação entre as pessoas (Mehu e Dunbar26 2008), 

trazer uma percepção positiva para aqueles que o recebem (Hess et al.27 2002, 

Krumhuber et al.28 2009), contribuir para um retorno positivo econômico na 

sociedade (Godoy et al.29 2005) e é considerado uma das primeiras indicações de 

interesse sexual em nossa espécie (Houser et al.30 2007, Moore31 1985), entre 

outros inúmeros fatores.  

Artigos sobre clareamento em revistas populares sugerem que a cor dos 

dentes é um fator significativo na atratividade de um sorriso (Hendrie e Bewer32 

2012). No entanto, a maior parte das pessoas estão insatisfeitas com a cor de seus 

dentes (Akarslan et al.33 2009). Por exemplo, nos Estados Unidos, são gastos 

aproximadamente 1 bilhão de dólares em procedimentos odontológicos puramente 

cosméticos ao ano, incluindo o clareamento dental (Schmidt e Tatum34 2006). A cor 

do dente é uma fonte rica de informações sobre a saúde e qualidade genética, pois 

essa coloração provém de uma ampla variedade metabólica, hereditariedade e 

fatores traumáticos em adição às condições ambientais e dietéticas (Joiner35 2004, 

Watts e Addy36 2001, Hendrie e Brewer32 2012).  

Essa demanda do público por um sorriso mais branco na busca de se 

sentirem mais jovens e obter maior auto-estima (Dunn37 1998) fez do clareamento 

dental um procedimento odontológico popular e frequentemente solicitado (Kugel e 

Ferreira38 2005). É surpreendente que uma mudança na aparência com um método 

simples e não invasivo como o clareamento dental tenha tanta influência na 

odontologia e para as pessoas que servimos (Christensen39 2002). Sem contar que 

o clareamento dental, muitas vezes, dá resultados satisfatórios e então, encoraja os 

pacientes a procurar a continuação de tratamentos estéticos (Kihn40 2007). 
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Muitos métodos e abordagens para o clareamento dental têm sido descritos 

na literatura, porém, as duas principais técnicas utilizadas em dentes com vitalidade 

pulpar são a caseira e de consultório (Joiner41 2006). A técnica caseira é realizada 

com a aplicação diária de baixas concentrações de agente clareador em uma 

moldeira plástica, sob direto monitoramento do dentista, por pelo menos duas 

semanas (Haywood42 1997, Kugel e Ferreira38 2005). Já a técnica de consultório 

utiliza altas concentrações de agentes clareadores por períodos mais curtos 

realizados pelo cirugião-dentista e pode ser associada ou não a fontes de luz 

(Minoux e Serfaty43 2008). 

Independentemente da técnica, caseira ou de consultório, o peróxido de 

hidrogênio é o agente mais comum nestes produtos. Apesar do mecanismo de ação 

ainda ser questionável, a hipótese teórica mais aceita é a de que o dente se torna 

mais branco quando o peróxido, devido ao seu baixo peso molecular (34 g/mol), se 

difunde através do esmalte dental e reage na junção dentina-esmalte e na dentina 

(Ubaldini et al.44 2013). O peróxido de hidrogênio age como um forte agente oxidante 

com a formação de radicais, moléculas de oxigênio reativas e ânions de peróxido de 

hidrogênio. Esses radicais podem oxidar compostos orgânicos (Kawamoto e 

Tsujimoto8 2004, Severcan et al.45 2008), resultando em moléculas que absorvem 

menos o comprimento de onda relativa à cor amarela (Joiner41 2006, Dahl e 

Pallesen46 2003).  

Essas técnicas têm mostrado mudanças favoráreis na cor dos dentes (de la 

Pena e Ratón47 2013, Bizhang et al.48 2009, Deliperi et al.49 2004, de Almeida et al.50 

2012, Zekonis et al.51 2003, McCaslin et al.52 1999). Apesar de eficazes, ambas as 

técnicas, caseira e de consultório apresentam vantagens e limitações particulares. 

Por exemplo, o tempo total de tratamento, em média de 14 dias de tratamento 

caseiro é comparável a 60 min de tratamento de consultório para a mesma eficácia 

(Zekonis et al.51 2003). No entanto, alguns autores acreditam que a técnica caseira 

apresenta maior eficácia em clarear estruturas mais profundas, como a dentina, 

devido à liberação contínua e por mais tempo de peróxido de hidrogênio (Zekonis et 

al.51 2003, Dietsch et al.53 2006, de la Pena et al.47 2013).  

Já foi demonstrado que o uso de altas concentrações de peróxido de 

hidrogênio (35%), após duas sessões, atinge resultados satisfatórios de 

clareamento, com mudança de cor entre 7 e 8 unidades da escala Vita Clássica 
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(Kossatz et al.25 2011, Reis et al.54 2011). Produtos com menores concentrações 

podem precisar de mais uma aplicação (peróxido de hidrogênio a 20%) ou até 

mesmo doze aplicações (peróxido de hidrogênio a 5%) para atingir resultados 

similares (Sulieman et al.55 2004, Reis et al.56 2013), sugerindo que a velocidade do 

clareamento é dependente da concentração e do tempo de contato do produto com 

o substrato dental. 

Quanto à longevidade, alguns estudos mostram estabilidade satisfatória do 

clareamento de consultório após 9 (Giachetti et al.57 2010), 18 (Auschill et al.58 2012) 

e 24 meses (Tay et al.21 2012), enquanto a técnica caseira também tem mostrado 

estabilidade de cor mesmo após 18 (Auschill et al.58 2012) e 24 meses (Mondelli et 

al.59 2012). Contudo, pode-se afirmar que ambas as técnicas podem mostrar 

estabilidade de cor após 2 anos (Tay et al.21 2012).  

Embora a técnica caseira seja estudada há quase 20 anos e com comprovada 

eficácia, alguns pacientes não aceitam o tratamento, pois não querem utilizar o 

produto clareador todos os dias por 2 a 3 semanas ou não se adaptam à moldeira 

plástica, e podem requerer um tratamento com resultados mais imediatos, como o 

clareamento de consultório (Marson et al.4 2008). 

Mesmo que seja uma técnica com resultados consideravelmente rápidos, há 

autores que sugerem a realização da ativação do clareamento de consultório através 

da técnica denominada de “power bleaching” (Sulieman60 2000). Esta técnica é 

realizada em consultório odontológico, com altas concentrações de peróxido, porém 

com ativação de luz. Há no mercado odontológico muitas fontes de luz com a 

finalidade de ativar e potencializar a ação dos agentes clareadores. 

Apesar de ainda ser questionável a eficácia do uso da luz (Gurgan et al.1 

2010, Buchalla e Attin3 2007, Marson et al.4 2008), a pressão da mídia faz com que 

esta técnica seja ainda utilizada na prática clínica diária. A ideia é de que a fonte de 

luz atua como um fator coadjuvante, aquecendo o agente clareador e aumentando a 

formação de radicais –OH a partir do peróxido de hidrogênio (Kashima-Tanaka et 

al.61 2003).  

 

2.2 DESVANTAGENS DO CLAREAMENTO 
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Ainda que o clareamento dental seja eficaz, esse tipo de tratamento 

apresenta algumas desvantagens. Na técnica caseira, em média 20 a 30% dos 

pacientes relatam irritação da gengiva durante o tratamento (Pohjola et al.62 2002). 

Essa irritação da gengiva pode ser minimizada pela redução do contato do peróxido 

de hidrogênio com o tecido gengival, orientando o paciente quanto à quantidade de 

gel que deve ser aplicada a fim de evitar excesso de material (Haywood42 1997). 

Outras desvantagens que já foram relacionadas com o clareamento caseiro são a 

ingestão do produto clareador e a irritação dos tecidos moles pelo uso de moldeiras 

(da Costa et al.63 2012). 

Durante o clareamento de consultório, o peróxido de hidrogênio é utilizado em 

altas concentrações, o que requer a utilização de barreiras adequadas para evitar 

queimaduras nos tecidos moles da boca. Caso um vazamento exista, pode ocorrer 

uma queimadura grave no tecido que geralmente é alertada pelo paciente pela dor 

aguda provocada pela queimadura (Li et al.64 2011).  

Independentemente do tipo de clareamento, o efeito adverso mais comum e 

indesejável é a sensibilidade dental (Kossatz et al.25 2011, Tay et al.21 2012, Basting 

et al.22 2012). Esse efeito adverso parece estar relacionado com a habilidade do 

peróxido de hidrogênio em atravessar a estrutura dental e atingir a câmara pulpar 

em poucos minutos após a aplicação na superfície do esmalte (Nathanson65 1997).  

De acordo com alguns autores, pacientes com recessão gengival e 

sensibilidade prévia ou pacientes que ingerem frutas e sucos cítricos ou bebidas 

ácidas são pacientes em risco de desenvolvimento de sensibilidade dental durante o 

clareamento (Leonard et al.66 2007). 

Quanto à sensibilidade pós-operatória na técnica “power bleaching”, alguns 

estudos mostram maior ocorrência de sensibilidade (Kossatz et al.25 2011, Tavares 

et al.67 2003, Ontiveros e Paravina68 2009). Essa sensibilidade tem sido associada 

ao aumento de temperatura na polpa causada pela luz, já que parte dessa energia é 

absorvida enquanto outra parte é convertida em calor (Klaric et al.69 2013). Por outro 

lado, algumas fontes de luz têm sido usadas a fim de produzir menor sensibilidade 

dental, como o laser diodo (Gurgan et al.1 2010, Marson et al.4 2008). Assim, na 

literatura tem sido sugerido o uso de lasers para reduzir a sensibilidade (Verma et 

al.70 2012). Mesmo assim, muitos estudos devem ser realizados, pois a literatura não 

chegou a um consenso sobre os reais benefícios da utilização da luz. Segundo Zack 
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e Cohen71 (1965), a polpa pode suportar, sem causar danos a ela um aumento de 

temperatura de até 5,5 °C. Por isso, muitas lâmpadas como as de luzes emissores 

de diodo (LED) têm sido indicadas no clareamento por provocarem um aumento na 

temperatura pulpar de apenas 1,02 ºC (Sari et al.72 2013). 

 

2.3 PERMEABILIDADE DENTAL AO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 

 

Infelizmente a ação do peróxido de hidrogênio não se restringe apenas ao 

esmalte e dentina já que esse agente também penetra na câmara pulpar (Bharti e 

Wadhwani73 2013, Gokay et al.74 2004, Gokay et al.75 2005, Cooper et al.10 1992, 

Thitinanthapan et al.76 1999). A quantidade de peróxido que atinge esse tecido 

depende da aplicação de calor durante o procedimento clareador (Bowles e 

Ugwuneri9 1987), se o dente é intacto ou restaurado (Gokay et al.12 2000, Benetti et 

al.15 2004, Camargo et al.14 2007), da presença de microfaturas no esmalte (Briso et 

al.77 2013, Ozcan78 2013) e da espessura da dentina (Camargo et al.14 2007). Esse 

último fator pode explicar o fato de que maior sensibilidade ocorre nos incisivos 

inferiores e incisivos laterais superiores (de Almeida et al.79 2012, Haywood80 2005, 

Costa et al.81 2010) e assim, sugerir que em dentes menos volumosos ocorrerá 

maior permeabilidade do peróxido de hidrogênio e seus subprodutos na câmara 

pulpar. 

No dia a dia da clínica odontológica, muitos procedimentos de clareamento 

são realizados em dentes com restaurações. Vários estudos encontraram maior 

quantidade de peróxido de hidrogênio na câmara pulpar de dentes restaurados e 

esse fenômeno ocorre, possivelmente, pela fácil via de acesso do peróxido pela 

interface dente-restauração (Gokay et al.12 2000, Benetti et al.15 2004, Camargo et 

al.14 2007). O tipo de material restaurador parece também influenciar na quantidade 

de peróxido que atinge a polpa. Comparativamente com o cimento de ionômero de 

vidro e resina modificada por poliácidos, a resina composta restringe a penetração 

do peróxido de hidrogênio, possivelmente devido à sua maior capacidade adesiva 

(Gokay et al.12 2000, Benetti et al.15 2004, Camargo et al.14 2007).  

Um outro fator que pode aumentar a quantidade de peróxido de hidrogênio na 

câmara pulpar é o uso de fonte de luz (Camargo et al.13 2009). Camargo et al.13 

(2009) relataram que a luz LED e laser de Nd:YAG (NeoDymium-doped Yttrium 
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Aluminum Garnet) podem aumentar a quantidade de peróxido de hidrogênio na 

câmara pulpar de dentes bovinos. Em contrapartida, em um recente estudo não 

houve diferenças significativas de peróxido de hidrogênio com o uso da lâmpada de 

arco de xenônio em dentes humanos (Kwon et al.82 2012). Os autores relatam que 

uma possível explicação para essas diferenças nos resultados entre os estudos é 

devido ao fato dos dentes bovinos terem conformação estrutural diferente dos 

dentes humanos (Kwon et al.82 2012, Yassen et al.83 2011). 

 

2.4 CITOTOXICIDADE DO PERÓXIDO DE HIDROGÊNIO 

 

Quando o peróxido de hidrogênio atinge a câmara pulpar, ele pode reagir 

potencialmente na polpa, causando um estresse oxidativo, que leva a danos 

celulares no tecido pulpar (Sies84 1997, Coldebella et al.85 2009, Costa et al.81 2010, 

Cintra et al.86 2013). As espécies reativas derivadas do oxigênio e do peróxido de 

hidrogênio são conhecidas como promotoras de injúrias às células vivas devido ao 

estresse oxidativo, podendo gerar apoptose, danos ao DNA (genotoxicidade) e 

citotoxicidade celular (Li87 1996, Floyd88 1997, Kanno et al.89 2003).  

Os efeitos adversos na polpa podem estar diretamente relacionados com a 

quantidade de peróxido de hidrogênio que atinge este tecido o que torna relevante 

mensurar a quantidade deste agente na câmara pulpar após tratamento clareador. 

Anderson et al.90 (1999) detectou uma maior produção de heme-oxigenase-1 (HO-1 

(HSP32) por odontoblastos e por células endoteliais de polpas intactas subjacentes 

a áreas expostas a peróxido de carbamida a 10% por 4 horas. Esses achados 

indicam que a polpa em contato com o peróxido de hidrogênio responde de forma 

defensiva induzindo um gene de expressão de proteínas de choque (HSP32/HO-1). 

Além disso, ocorre a indução da expressão de sialofosfoproteína dentinária (DSPP), 

proteína expressa durante a diferenciação de odontoblastos e associada à regulação 

da mineralização de dentina primária e reparadora (Min et al.91 2008). 

O peróxido de hidrogênio a 35% foi citotóxico em células de linhagem 

odontoblástica, provocando quedas significativas no seu metabolismo, sem 

diferenças significativas entre os grupos com e sem luz. (Coldebella et al.85 2009, 

Dias Ribeiro et al.20 2009, Trindade et al.19 2009). No entanto, o dano celular foi 

proporcional ao tempo de contato do gel com as células (Soares et al.18 2012). Com 
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isto, pode-se afirmar que os danos celulares são dose-dependentes da 

concentração de peróxido de hidrogênio: 0,025 µg/mL; 0,43 µg/mL; 2,21 µg/mL e 

29,74 µg/mL podem apresentar 89,4%; 82,4%; 61,5% e 23% de células viáveis, 

respectivamente (de Lima et al.92 2009).  

Fernandez et al.93 (2010) também mostrou que o efeito citotóxico depende da 

concentração do peróxido de hidrogênio em células 3T3/NIH. Além disso, são muito 

controversos os estudos quanto às concentrações de peróxido de hidrogênio que 

podem matar 50% das células. Há relatos de concentrações a 0,025 mM, 0,0997 

mM e 0,0469 mM. Essa diferença encontrada pode ser devida às diferentes 

linhagens de células e então, variável sensibilidade, diferentes períodos de 

incubação e condições experimentais (Koulaouzidou et al.94 1998). No entanto, 

esses estudos avaliaram concentrações de peróxido de hidrogênio variáveis 

aplicadas nas células que nem sempre são as encontradas na câmara pulpar após 

clareamento dental.  

Ainda não há na literatura relatos sobre os efeitos citotóxicos em células com 

a quantidade de peróxido de hidrogênio que atinge a câmara pulpar de dentes 

humanos com restaurações profundas ou rasas, na técnica de clareamento de 

consultório com ativação da luz LED/Laser. Dessa forma o presente estudo se 

propôs a investigar a quantidade de peróxido de hidrogênio que pode atingir a 

câmara pulpar de dentes com restaurações de diferentes profundidades submetidas 

ao clareamento de consultório com e sem ativação da luz assim como os seus 

efeitos citotóxicos em linhagem de células fibroblásticas.  
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3 PROPOSIÇÃO 
 
3.1 Proposição geral 
 

Quantificar o peróxido de hidrogênio na câmara pulpar e avaliar sua 

citotoxicidade, após clareamento com peróxido de hidrogênio a 35% com e sem 

ativação por luz, em dentes com restaurações de resina composta de diferentes 

profundidades. 

 

3.2 Proposição específica 
 

1.  Quantificar o peróxido de hidrogênio na câmara pulpar em dentes 

pré-molares humanos hígidos, com restaurações rasas e profundas 

após o clareamento com e sem ativação. 

 

2.  Avaliar a citotoxicidade de diferentes concentrações de peróxido de 

hidrogênio em fibroblastos da linhagem celular 3T3/NIH. 
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4 MATERIAL E MÉTODOS 
 
4.1. MATERIAL 

 

Os principais materiais utilizados neste estudo e suas características estão 

descritos no Quadro 1. 

 
Quadro 1 – Descrição dos materiais utilizados para o estudo. 
 

Material [Fabricante/Lote] Composição 

Adper Single Bond 2 

[3M ESPE/N395127BR] 

Bis-GMA, HEMA, dimetacrilatos, etanol, água, copolímero de 

metacrilato de ácidos poliacrílico e polialcenóico, partículas 

esféricas de sílica de 5 nm. 

Resina Composta Filtek Z350 

[3M ESPE/L1217700673] 

Bis-GMA, UDMA, Bis-EMA e canforoquinona, zircônia e 

silícia. 

HP MAXX 

[FGM/L131112] 

Peróxido de hidrogênio 35%, água destilada, carbopol, glicol, 

íons potássio pH 6,0-7,0. 

Abreviaturas: BisGMA – bisfenol A glicidil metacrilato; HEMA – 2-hidroxietil metacrilato; UDMA – 

uretano dimetacrilato; Bis-EMA – bisfenol A glicol dimetacrilato 

 
4.2 MÉTODOS 

 

4.2.1 Preparo das Amostras 

 

Este estudo foi revisado e aprovado pela Comissão de Ética da Universidade 

Estadual de Ponta Grossa (Paraná, Brasil) sob o número de protocolo 256.700. 

Cento e doze dentes humanos hígidos obtidos através do Banco de Dentes 

Humanos da Faculdade de Odontologia da Universidade Estadual de Ponta Grossa, 

foram divididos de acordo com a combinação dos principais fatores: profundidade da 

restauração (nenhuma [dente hígido], rasa e profunda) e ativação da luz (sim ou 

não). Um grupo controle foi adicionado, composto por dentes hígidos sem exposição 

ao clareamento. Um total de dezesseis dentes foi empregado em cada grupo.  

Nos grupos restaurados, cavidades padronizadas foram preparadas com uma 

ponta diamantada cilíndrica (#3145, KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil) nas 

superfícies vestibulares dos dentes com uma largura mésio-distal de 3 mm e ocluso-
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gengival de 2 mm. Todas as cavidades foram localizadas em esmalte 2 mm acima 

da junção cemento-esmalte. As profundidades das cavidades eram de 

aproximadamente 1 e 2 mm nos grupos rasa e profunda, respectivamente (Figura 1). 

A parede axial de todas as cavidades estava localizada em dentina. 

 

 

       
Figura 1 – Preparo das cavidades (A) rasa e (B) profunda, respectivamente. 

 

 

Após a preparação das cavidades, foram tiradas radiografias raios-X (Timex 

70C, Gnatus, Ribeirão Preto, SP, Brasil) com um tempo de exposição de 0,5 s a 30 

cm do foco de distância do objeto (70 KVp e 7 mA). O feixe dos raios-X central foi 

focado em um ângulo de 90º a superfície distal do dente (Figura 2). As imagens 

foram digitalizadas e a menor distância entre a parede axial e a câmara pulpar foi 

medida com o software 3.0 ImageTool (Universidade do Texas, San Antonio, Texas, 

EUA).  

 

 

A 

A  
 

 

C 

B 
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Figura 2- Imagens radiográficas dos grupos experimentais mostrando as diferentes profundidades 

das restaurações. Em (A) dente hígido, em (B) cavidade rasa e em (C) cavidade profunda.  
 

 

As cavidades foram condicionadas com um ácido fosfórico em gel a 37% 

(Condac 37, FGM Produtos Odontológicos, Joinville SC, Brasil), de acordo com as 

instruções do fabricante. Duas camadas consecutivas de um sistema adesivo 

(Single Bond, 3M ESPE, St. Paul, MN, EUA) foram esfregadas em uma dentina 

ligeiramente úmida. O solvente foi evaporado por 10 s e o adesivo foi 

fotopolimerizado durante 10 s utilizando um aparelho fotopolimerizador do tipo LED 

(Radii-Cal, SDI Dental Product SDI, Bayswater, Vitoria, Austrália) com intensidade 

de 1200 mW/cm2. As cavidades foram preenchidas com resina composta 

microhíbrida (Z350, 3M ESPE) em dois incrementos de 2 mm de espessura. Cada 

incremento foi fotopolimerizado por 40 s usando a mesma luz. As restaurações 

foram finalizadas com brocas de granulação fina (#2135F, KG Sorensen) e polidas 

com uma sequência de discos abrasivos (SofLex, 3M ESPE) e armazenados por 24 

h em água destilada a 37 ºC.  

  

4.2.2 Quantificação do peróxido de hidrogênio na câmara pulpar 

 

As raízes de todos os dentes foram cortadas em aproximadamente 3 mm 

apicalmente à junção cemento-esmalte, o tecido pulpar foi removido e a câmara 

pulpar foi lavada com água destilada. O acesso à câmara foi ampliada 

cuidadosamente com uma ponta diamantada esférica (#1014, KG Sorensen) para 

permitir a introdução de uma micropipeta (LABMATE Soft, HTL Lab Solutions, 

A B C 
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Warsaw, Polônia) no interior da câmara pulpar. Todo cuidado foi tomado para evitar 

tocar nas paredes da câmara pulpar.  

Ao longo deste estudo foram utilizados reagentes de grau analítico sem 

purificação anterior e foram preparadas com água deionizada de um sistema Milli-Q 

Millipore (MS2000, Gehaka, São Paulo, São Paulo, Brasil). O peróxido de hidrogênio 

foi adquirido da Labsynth (34-36%, Diadema, SP, Brasil). Uma solução de 5.000 

μg/mL foi preparada em uma solução tampão de acetato (pH 4,5) e normalizada por 

meios de métodos convencionais. A solução foi titulada com uma solução padrão de 

permanganato de potássio (Mendham e Afonso95 2002). Alíquotas da solução de 

peróxido de hidrogênio foram diluídas volumetricamente a fim de obter soluções 

padrão de 0,032 – 0,397 μg/mL (Tabela 1 e Figura 3). 

 

 
Tabela 1 - Diluição para obtenção da curva analítica 
 
Massa de 
PH (µg) 

Concentração 
de PH (µg/mL) 

Solução 
Tampão 

(µL) 

Solução 
Padrão 

(µL) 

Peroxidase 
(µL) 

Violeta 
Leucocristal 

(µL) 

Água 
Deionizada 

(µL) 
1,192 0,397 75 25 50 100 2750  
0,953 0,318 80 20 50 100 2750  
0,715 0,238 85 15 50 100 2750  
0,477 0,159 90 10 50 100 2750  
0,381 0,127 92 8 50 100 2750  
0,191 0,064 96 4 50 100 2750  
0,095 0,032 98 2 50 100 2750  
0,000 0,000 100 0 50 100 2750  

 

 

 



28 
 

 

 
Figura 3 – Curva analítica 

 

 

Todos os dentes foram fixados verticalmente em uma placa de cera e a 

superfície vestibular de cada dente foi isolada pela aplicação de uma barreira de 

resina fotopolimerizável (TopDam, FGM Produtos Dentais) de forma a padronizar a 

área de exposição ao gel clareador de aproximadamente 7 mm2. Uma alíquota de 25 

μL de tampão de acetato (pH 4,5) foi colocada no interior da câmara pulpar de cada 

dente a fim de absorver e estabilizar qualquer peróxido de hidrogênio que possa 

penetrar no interior da câmara pulpar.  

O gel de peróxido de hidrogênio a 35% (Whiteness HP Maxx, FGM Produtos 

Dentais) foi aplicado sobre a superfície do esmalte, como recomendado pelo 

fabricante em três aplicações de 15 min. Nos grupos fotoativados, a luz LED/laser foi 

utilizada (Whitening Lase Light Plus, DMC Odontologica, São Carlos, SP, Brasil) de 

acordo com as recomendações do fabricante. Esta luz é feita de uma matriz de 

LEDs, com comprimentos de onda de 470 nm e com três diodos de laser 

infravermelho, com 830 nm e a intensidade de luz de 200 mW/cm2. As superfícies 

dos dentes foram ativadas por três vezes de 1 min e intervalo de tempo de 2 min 

entre cada ativação. Os dentes dos grupos não clareado e hígidos (grupo controle) 

foram expostos somente a água destilada.  

R = 0,99524 
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Depois de cada período de exposição, a solução de tampão de acetato foi 

removida da câmara pulpar de cada dente com uma micropipeta e transferida a uma 

cubeta de plástico. A câmara pulpar de cada dente foi lavada por quatro vezes com 

25 µL de tampão de acetato, o qual foi colocado na cubeta de vidro. Após, 2.725 μL 

de água destilada foi adicionada a cubeta junto com 100 µL de 0,5 mg mL-1 de 

leucocristal violeta (Aldrich, Sigma-Aldrich Chemie GmbH, Steinheim, Alemanha) e 

50 µL de 1 mg mL-1 de enzima peroxidase (Peroxidase Type VI-A, Sigma Chemial 

Co., St Louis, MO, EUA) (Camargo et al.14 2007).  

A absorbância da resultante cor violeta foi medida no espectrofotômetro Cary 

50 UV-Vis a 596 nm (Varian, Palo Alto, EUA). De acordo com a lei de Beer, a 

absorbância é diretamente proporcional à concentração. Dessa forma, a 

concentração de peróxido de hidrogênio foi determinada em (µg/mL) pela 

comparação da curva de calibração previamente obtida (Figura 3) (Mottola et al.96 

1970). Sabendo a concentração (µg/mL) e o volume da solução, a massa (µg) de 

peróxido de hidrogênio foi calculada de acordo com a equação: m = C * MM * V, 

onde m significa massa, C concentração, MM massa molar do peróxido de 

hidrogênio (MM = 34) e V seu volume (3x10-3 L).  

 

4.2.3 Ensaios de Viabilidade Celular 

 

Fibroblastos da linhagem celular de camundongos 3T3/NIH foram cultivados 

em meio DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s medium) suplementado com 10% de 

soro fetal bovino e 1% de estreptomicina + penicilina (10.000 U/100 µg/mL) a 37 °C 

com 5% de CO2 em um ambiente umidificado.  

Para os ensaios de viabilidade celular, as células foram semeadas em placas 

de 96 poços na densidade de 7 x 103 células/poço. Depois de aproximadamente 24 

h, as células foram expostas a diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio 

titulado com uma solução padrão de permanganato de potássio. As concentrações 

de peróxido de hidrogênio empregadas foram determinadas com base na menor 

média de peróxido de hidrogênio que penetrou na câmara pulpar de dentes hígidos 

após o clareamento, obtido no experimento anterior. Esta concentração (0,3 μg/mL) 

e concentrações maiores (0,47; 0,58; 1,89; 2,3; 3,0; 10 e 30 μg/mL) foram aplicadas 

sobre as células por 24, 48 e 72 h para os ensaios de citotoxicidade. O grupo 
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controle não foi exposto ao peróxido de hidrogênio, somente ao meio de cultura. 

Após cada período de contato, os produtos testados foram removidos e as células 

lavadas com tampão fosfato-salina (PBS) e ambos os testes (MTT e vermelho 

neutro) foram executados em triplicata.  

A viabilidade celular foi determinada pelo ensaio MTT (3-[4,5-Dimethylthiazol-2-

yl]-2,5-diphenyl tetrazolium bromide) (Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA) (Tada et 

al.97 1986). Este teste determina a atividade da enzima succinato desidrogenase 

produzida pela mitocôndria de células viáveis. A solução de MTT (0,5 mg/mL) foi 

adicionada e observada a viabilidade celular usando um teste colorimétrico. Devido 

às desidrogenases mitocondriais da célula, este produto é reduzido a seu 

subproduto formazan. A absorbância de cada poço foi lida a 570 nm usando uma 

placa de leitura (EL808B, BioTech Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). 

Para o ensaio do vermelho neutro as células foram igualmente tratadas com as 

diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio, e incubadas em meio contendo 

a solução de vermelho neutro (50 mg/mL de DMEM) (Borenfreund e Puerner98 

1985). Depois de 4 h, o vermelho neutro foi removido e 100 µL de formaldeído a 1% 

foi adicionado em cada poço. O formaldeído foi removido e 200 µL de uma solução 

de 10 mL de ácido acético, 500 mL de etanol 100% e 490 mL de água destilada foi 

adicionada em cada poço, agitado por 5 min e então transferida a uma placa de 96 

poços. Foi realizada a leitura a absorbância de 540 nm usando uma placa de leitura 

(EL808B, BioTech Instruments, Inc., Winooski, VT, EUA). O ensaio de vermelho 

neutro é baseado na habilidade de lisossomos de células viáveis incorporarem este 

corante. 

 

4.2.4 Análise Estatística 

 

Os dados da espessura do remanescente de dentina foram sujeitos a uma 

análise de variância de um fator. Os dados da concentração de peróxido de 

hidrogênio foram submetidos a uma análise de variância de dois fatores 

(profundidade da restauração e ativação da luz). Os grupos experimentais foram 

comparados com o grupo controle (dentes hígidos não clareados) através do teste t 

de Student. 
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Em ambos os testes, a viabilidade celular foi expressa como porcentagem em 

relação ao grupo controle, considerado como 100% e os dados em cada um dos 

períodos de exposição ao peróxido (24, 48 e 72 h) foram submetidos a uma análise 

de variância de um fator. A CL50 (concentração letal de 50% das células) foi 

calculada usando o programa GraphPad (Graphpad software Inc., San Diego, 

California, EUA).  

O teste de Tukey foi empregado para o contraste das médias em todas as 

análises. Todos os testes foram realizados utilizando o programa Sigma Plot 11 

(Systat Software Inc. Chicago, IL, EUA) com um nível de significância 5%. 
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5 RESULTADOS 

 

Os grupos cavidade rasa e rasa + luz tiveram média remanescente de 

espessura de dentina de 1,6 ± 0,4 mm, o que foi estatisticamente diferente dos 

grupos profunda e profunda + luz (0,6 ± 0,3 mm). 

A concentração de peróxido de hidrogênio que atingiu a câmara pulpar está 

representada na Figura 4. A análise de variância não revelou efeito estatisticamente 

significante para a interação dos fatores (p = 0,948), nem para o fator principal 

ativação (p = 0,465). Apenas o fator principal profundidade da restauração foi 

significante (p = 0,026) onde a restauração profunda permitiu maior difusão do 

peróxido de hidrogênio que os outros grupos.  

Comparativamente com os dentes hígidos sem clareamento, todos os outros 

grupos apresentaram concentração de peróxido de hidrogênio na câmara pulpar 

significativamente maior (p < 0,05), ou seja, a concentração de peróxido encontrada 

na câmara pulpar está diretamente relacionada com o procedimento clareador. 

 

 

Figura 4 - Concentração de PH (μg/mL) de todos os grupos. Grupos similares são identificados 
com o mesmo símbolo. (*) O grupo controle foi significativamente diferente que outros (teste de 
Tukey, p < 0,001). 
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Os resultados dos ensaios de citotoxicidade utilizando MTT e vermelho neutro 

após 24 h da exposição a diferentes concentrações de peróxido de hidrogênio estão 

apresentados nas Figuras 5 e 6, respectivamente. Concentrações de peróxido de 

hidrogênio mais baixas que 3 μg/mL não afetaram a viabilidade celular, porém 

quantidades iguais (MTT) ou maiores que 10 µg/mL (MTT e Vermelho Neutro) a 

reduziram significativamente (p = 0,01) comparado ao grupo controle. Em 

concentrações mais elevadas (10 e 30 µg/mL), a viabilidade celular foi reduzida em 

41,4% (p < 0,001) e 72,6% (p < 0,001), respectivamente no ensaio MTT, enquanto 

no ensaio vermelho neutro, esta redução foi de 27,3% e 40% (p < 0,001) para as 

mesmas concentrações. 

Os resultados de viabilidade celular em períodos mais prolongados de 

exposição ao peróxido de hidrogênio (48 e 72 h) foram semelhantes ao observados 

após 24 h de exposição, razão pela qual apenas os dados de 24 h estão 

apresentados neste estudo. 

A quantidade de peróxido de hidrogênio detectada na câmara pulpar após 

clareamento nos diferentes grupos de estudo não ultrapassou o máximo de 1,5 

μg/mL o que sugere que concentração de peróxido após 1 sessão de clareamento 

não seja capaz de alterar a viabilidade celular.  

 

 

 
Figura 5 – Representação gráfica dos efeitos das diferentes concentrações de PH em células 
3T3/NIH após 24 h da exposição, com o ensaio MTT. *** Indica diferença estatística (p < 0,05).  
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Figura 6 - Representação gráfica dos efeitos das diferentes concentrações de PH em células 3T3/NIH 
após 24 h da exposição, com o ensaio vermelho neutro. *** Indica diferença estatística (p < 0,05). 

 

 

A fim de demonstrar qual a concentração capaz de reduzir a viabilidade 

celular em 50% (CL50), foi realizada uma regressão não linear da morte celular dos 

grupos em função do logaritmo da concentração de peróxido de hidrogênio (Figura 

7). Os valores encontrados para log CL50 foi 1,258 e CL50 foi igual a 18,13 µg/mL (R2 

= 0,8996).  
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Figura 7 –  Representação gráfica dos efeitos das diferentes concentrações de PH em células 
3T3/NIH após 24 h da exposição, com o ensaio MTT. *** Indica diferença estatística (p < 0,05). 
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6 DISCUSSÃO 
 

Um material dental pode ser considerado de risco ao complexo dentina-polpa 

dependendo da capacidade de seus componentes se difundirem através do esmalte 

e dentina e reagir no tecido pulpar (Wataha et al.99 1994). Isso ressalta a importância 

em detectar a quantidade e a concentração de peróxido de hidrogênio que atinge a 

câmara pulpar após o clareamento de consultório, já que o mesmo pode causar 

danos pulpares (Cintra et al.86 2013, Buchalla & Attin3 2007, Haywood100 1992) e 

aumentar a sensibilidade dental após o tratamento (Nathanson et al.65 1997, Tredwin 

et al.101 2006).  

O presente estudo revelou que todos os grupos clareados apresentaram 

peróxido de hidrogênio na câmara pulpar, independentemente do uso de 

fotoativação. Esses resultados estão em acordo com vários estudos anteriores que 

também demonstraram que peróxido de hidrogênio pode alcançar a câmara pulpar 

logo após o clareamento (Bowles e Ugwuneri9 1987, Cooper et al.10 1992, Hanks et 

al.102 1993, Thitinanthapan et al.76 1999, Gokay et al.75 2005, Briso et al.77 2013). 

Kwon et al.103 (2013) também demonstraram que a ativação de luz não afetou 

a penetração de peróxido de hidrogênio. Por outro lado, maiores quantidades de 

peróxido de hidrogênio foram encontradas quando o diodo emissor de luz (LED) ou 

laser Nd:YAG foi usado em associação com peróxido de hidrogênio a 35% em 

dentes bovinos extraídos (Camargo et al.13 2009). Sabe-se que os dentes bovinos 

são mais porosos e tem um número diferente de túbulos dentinários, o que pode ter 

contribuído para os resultados contraditórios destes estudos (Kwon et al.103 2012, 

Yassen et al.83 2011). Além disso, especula-se que diferentes fontes de luz podem 

causar a formação de diferentes radicais (Kashima-Tanaka et al.61 2003) e, por 

conseguinte, os resultados obtidos com um tipo de luz não podem ser generalizados 

para outros métodos de ativação. 

Maiores quantidades de peróxido de hidrogênio foram encontradas na câmara 

pulpar de dentes com restaurações de 2 mm de profundidade em comparação com 

os dentes hígidos, possivelmente pela via de acesso mais fácil ao redor das 

interfaces entre o dente e o material restaurador (Gokay et al.11 2000, Benetti et al.15 

2004, Camargo et al.14 2007). O mesmo achado foi observado no presente estudo, 
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uma vez que as restaurações profundas deste estudo tinham a mesma profundidade 

destes estudos anteriores (Gokay et al.11 2000, Benetti et al.15 2004, Camargo et 

al.14 2007). 

O fato de não ter sido detectado diferença estatisticamente significante entre 

os grupos com cavidade rasa e dentes hígidos, neste estudo, sugere que a 

profundidade da restauração possa afetar a concentração de peróxido que atinge a 

câmara pulpar. Quanto mais profunda é a restauração, menor a quantidade de 

tecido disponível para sofrer oxidação pelo peróxido de hidrogênio e maior a 

concentração de peróxido livre, que se difunde e atinge a câmara pulpar. O fato de o 

peróxido de hidrogênio geralmente se acumular mais nas regiões com maior 

conteúdo orgânico do dente, como a junção dentina-esmalte e dentina profunda 

(Ubaldini et al.44 2013) reforçam esta hipótese.  

É muito provável que a quantidade de peróxido de hidrogênio que penetra na 

estrutura do dente é influenciada pela espessura de dentina, uma vez que maior 

reação inflamatória foi detectada em incisivos inferiores em comparação com pré-

molares (Costa el al.81 2010). Em pacientes com restaurações profundas ou dentes 

com menor espessura de dentina, cuidados devem ser tomados para minimizar a 

sensibilidade dental, como por exemplo o uso de menores concentrações de 

peróxido de hidrogênio, devido a maior quantidade de peróxido de hidrogênio que 

provavelmente vai alcançar a câmara pulpar. Além disso, apesar de o esmalte 

comportar-se como uma membrana permeável a pequenos íons (Atkinson104 1947), 

a sua presença pode modular e reduzir a taxa de penetração do peróxido de 

hidrogênio. Talvez maior a espessura do esmalte, menor a passagem de moléculas 

de peróxido de hidrogênio (Palo et al.105 2012). 

É por isso que este estudo avaliou a viabilidade celular após exposição a 

concentrações variadas de peróxido de hidrogênio. Em ensaios citotóxicos, uma 

série de linhagens celulares tem sido utilizada para avaliar os danos celulares 

causados pelos materiais dentários, tais como fibroblastos do tecido gengival 

humano, fibroblastos do ligamento periodontal e fibroblastos de ratos (Szep et al.106 

2000, Franz et al.107 2007, Wiegand et. al.108 2006, Cao et al.109 2005, Moodley et 

al.110 2005, Grobler et al.111 2004, Grobler et al.112 2008). Neste estudo, células 

3T3/NIH foram selecionadas para os ensaios de citotoxicidade pelo fato dessas 

células serem bem caracterizadas, de rápido crescimento e permitirem um bom 
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ranqueamento dos materiais dentários (Schmalz113 1994). Adicionalmente, 

fibroblastos são o tipo celular mais comum na polpa (Wataha et al.99 2003) e são a 

linhagem celular aprovada pela ISO (International Organization for Standardization) 

em estudos de citotoxicidade (Ausiello et al.114 2013).  

A quantidade média de peróxido de hidrogênio que atingiu a câmara pulpar 

variou de 0,5 a 0,9 µg/mL, em todos os grupos experimentais, não afetando 

significativamente a viabilidade celular após a exposição ao peróxido por períodos 

de 24 a 72 h (Figuras 5 e 6). Apenas concentrações superiores a 10 µg/mL foram 

capazes de reduzir significativamente a viabilidade celular neste estudo.  

Resultados variáveis em relação à concentração de peróxido necessária para 

afetar a viabilidade celular são encontrados na literatura. Por exemplo, Aren115 

(2003), demonstrou que uma concentração cinco vezes maior (50 µg/mL) seria 

necessária para afetar a viabilidade celular em 40% das células FM3A. Outros 

autores, utilizando modelos de citotoxicidade através de membranas permeáveis 

(Transwell®, Corning Incorporated, NY, EUA) com células MDPC-23, observaram 

significativas reduções na viabilidade celular após contato com o peróxido de 

hidrogênio a 35% e peróxido de carbamida a 16% (Soares et al.116 2013, Coldebella 

et al.85 2009, Trindade et al.19 2009, Lima et al.117 2010). A comparação dos 

resultados do presente estudo com estudos mais recentes é dificultada pelas 

diferentes metodologias empregadas, como o modelo de citotoxicidade, o tipo de 

linhagem celular e de substrato dentinário (humano ou bovino) (Yassen et al.83 

2011).  

A CL50, que é a concentração de peróxido que provoca a morte de 50% das 

células, foi de 18,1 µg/mL. Sob nenhuma circunstância foi detectada essa 

quantidade de peróxido de hidrogênio na câmara pulpar dos dentes empregados 

neste estudo. Não há um consenso na literatura com relação a CL50 do peróxido de 

hidrogênio. Diferentes tipos de células, períodos de incubação e condições 

experimentais também podem afetar a CL50. Estudos anteriores revelaram que 

concentrações a 0,025 mM (850 µg/mL) de peróxido de hidrogênio podem inibir o 

crescimento de fibroblastos gengivais humanos (Aren115 2003), enquanto 

concentrações a 0,0997 e 0,0469 mmol/L (3389 e 1594 µg/mL) podem reduzir a o 

crescimento das células L929 e BHK21/C13, respectivamente após 24 h 

(Koulaouzidou et al.94 1998).  
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Numerosos métodos colorimétricos estão disponíveis para a determinação da 

concentração do peróxido de hidrogênio. O método experimental selecionado neste 

estudo é considerado um método conveniente, sensível, seletivo e com boa acurácia 

(Mottola et al.96 1970). Este método permitiu concluir que as concentrações de 

peróxido de hidrogênio na câmara pulpar de dentes hígidos e restaurados são muito 

menor que a concentração necessária para produzir danos celulares in vitro, após 

uma sessão de clareamento de consultório com peróxido de hidrogênio 35%.  

Os resultados do presente estudo não podem ser extrapolados para todos os 

produtos comerciais disponíveis no mercado. Thitinanthapan et al.77 (1999), 

mostraram que a penetração do peróxido de hidrogênio de produtos clareadores era 

diferente, mesmo que o produto tenha sido identificado possuindo a mesma 

concentração de peróxido de hidrogênio. Além disso, outras variações da técnica 

podem afetar a penetração de peróxido de hidrogênio, como o tempo de contato do 

gel, a pressão osmótica dos géis (Hanks et al.102 1993), aplicação de calor durante o 

clareamento (Bowles e Ugwunei9 1987) e dimensões da câmara pulpar (Moncada et 

al.6 2013, Ozan79 2013).  

Deve-se salientar ainda que estudos in vitro têm limitações devido a sua 

incapacidade para similar variáveis clínicas importantes. Em dentes vitais, a pressão 

do fluido pulpar é capaz de reduzir a difusão dos produtos químicos para o interior 

(Ghazali118 2003), ao passo que a presença de microfraturas (Moncada et al.6 2013, 

Ozan79 2013) pode aumentá-los. Dessa forma, a quantidade de peróxido de 

hidrogênio que atinge a polpa vital pode ser diferente da que foi medida in vitro. 

Apesar da etiologia da sensibilidade dental decorrente do clareamento ainda 

não ser completamente esclarecida na literatura, os resultados deste estudo 

sugerem que a morte celular produzida pelo peróxido não seja um fator 

preponderante, uma vez que as concentrações de peróxido que atingem o tecido 

pulpar após uma sessão de clareamento são muito inferiores às necessárias para 

produzir dano significativo. Infelizmente a metodologia deste estudo não permitiu 

avaliar outros tipos de danos celulares tampouco inflamação do tecido pulpar e 

produção de mediadores químicos produzidos pelo peróxido (Chung et al.119 2013) e 

que podem estar envolvidos na sensibilidade dental. Portanto, outros estudos devem 

ser realizados a fim de esclarecer quais alterações celulares podem ser causadas 

em contato com o agente clareador e sua relação com a sensibilidade dental.
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7 CONCLUSÕES  
 

O peróxido de hidrogênio foi detectado na câmara pulpar de todos os dentes 

submetidos ao clareamento de consultório com peróxido de hidrogênio a 35%, 

independentemente da ativação da luz, entretanto maiores concentrações de 

peróxido de hidrogênio foram encontradas em dentes com restaurações profundas. 

No entanto, a quantidade de peróxido de hidrogênio que alcançou a câmara pulpar 

não afetou a viabilidade celular nos ensaios citotóxicos utilizando uma linhagem 

celular de fibroblastos.  
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APÊNDICE A 
Representações gráficas dos ensaios de viabilidade celular 
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Figura 8 – Representação gráfica dos efeitos das diferentes concentrações de PH em células 
3T3/NIH após 48 h da exposição, com o ensaio MTT. *** Indica diferença estatística (p < 0,05).  
 

 

    
   

   

 
 

 
 

 
Figura 9 – Representação gráfica dos efeitos das diferentes concentrações de PH em células 
3T3/NIH após 72 h da exposição, com o ensaio MTT. *** Indica diferença estatística (p < 0,05).  
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