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INTRODUÇÃO
A técnica do clareamento caseiro é uma modalidade de trata-

mento para dentes escurecidos bastante empregada nas últimas 
décadas, principalmente por ser considerada mais segura para 
o elemento dental bem como por apresentar comprovada eficá-
cia clínica1. Tradicionalmente, o emprego desta técnica baseia-
-se no uso de um gel clareador contendo 10% de peróxido de 
carbamida (PC), o qual é aplicado na face vestibular dos dentes 
a serem clareados pelo próprio paciente através do uso de mol-
deiras individualizadas. Apesar da aplicação do gel clareador 
ser realizada pelo paciente, todo o procedimento é realizado sob 
supervisão de um cirurgião-dentista, sendo, desta forma, esta 
técnica denominada clareamento caseiro supervisionado2. Tem 
sido descrito que esta modalidade de clareamento dentário re-
sulta em menor índice de sensibilidade pós-tratamento3-6, limi-
tado efeito tóxico in vitro sobre células pulpares7-8, ausência ou 
mínimos efeitos adversos sobre o esmalte9-13. Além destes fato-

res positivos, tem sido demonstrado que o clareamento caseiro 
supervisionado também apresenta comprovada eficácia clínica 
associada à manutenção do clareamento a longo prazo3-4,14-16.

Na atualidade, novos sistemas de clareamento caseiro têm 
sido propostos com o objetivo de clarear dentes manchados sem 
a necessidade de supervisão por um cirurgião-dentista. Estes 
produtos estão disponíveis diretamente ao consumidor (“over-
-the-counter”/OTC) em farmácias, supermercados e internet, 
sendo comercializados em diferentes formas de apresentação, 
tais como fitas clareadoras, vernizes e líquidos “para pintar” 
(paint–on)17. Dentre os OTCs disponíveis no mercado para o 
clareamento dental, as fitas clareadoras (FC) têm sido ampla-
mente utilizadas devido à facilidade de utilização. Esses mate-
riais são à base de um poliestireno flexível, no qual uma concen-
tração pré-determinada (5,3 a 14%) de peróxido de hidrogênio 
(PH) é uniformemente aplicada na superfície aderente18, a qual 
deve ser aplicada diretamente sobre o esmalte da face vestibular 
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RESUMO
Objetivo: Avaliar a citotoxicidade trans-amelodentinária de 

uma fita clareadora (FC) com 10% de peróxido de hidrogênio 
(PH) sobre células odontoblastóides MDPC-23. Material e Mé-
todo: Discos de esmalte/dentina adaptados em câmaras pulpa-
res artificiais foram posicionados em compartimentos conten-
do meio de cultura (DMEM), sendo o esmalte submetido a 2 
aplicações de 30 minutos da FC. O meio de cultura em contato 
com a dentina (extrato) foi aplicado sobre as células por 1 hora, 
durante os períodos de 1 ou 5 dias. Como controle positivo, fo-
ram realizadas 3 aplicações de 15 min de um gel clareador com 
35% de PH. No grupo controle negativo, nenhum tratamento 
foi realizado no esmalte. Após os períodos de avaliação, as cé-
lulas MDPC-23 foram analisadas quanto ao metabolismo (Teste 
de MTT), atividade da fosfatase alcalina (ALP) (Anova e Tukey; 

α=5%;) e danos à membrana celular (citometria de fluxo). Resul-
tados: Quanto ao metabolismo e atividade de ALP, não houve 
diferença significante entre os grupos clareados com a FC e o 
controle negativo, independente do número de aplicações do 
extrato sobre as células (p>0,05). Porém, o grupo clareado com a 
FC por 5 dias também não foi diferente estatisticamente do con-
trole positivo. A análise por citometria de fluxo indicou danos à 
membrana celular para o grupo controle positivo. Conclusões: 
Concluiu-se que a FC com 10% de PH não causou efeito tóxico 
significante para as células MDPC-23; porém, o aumento na fre-
qüência de aplicação pode vir acompanhado de maiores efeitos 
tóxicos para as células em cultura.

PALAVRAS-CHAVE: Clareamento dental, toxicidade, 
odontoblastos.
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dos dentes a serem clareados17. Alguns estudos demonstraram 
que esses produtos apresentam eficácia clínica e efeitos adver-
sos semelhantes aos observados para os géis caseiros utilizados 
em moldeiras19-20.

O mecanismo proposto para o clareamento com FCs baseia-
-se na atividade do PH, ou seja, na ação oxidativa desta molé-
cula sobre os cromóforos presentes na dentina, tal como ante-
riormente descrito para as técnicas tradicionais de clareamento 
dental1. No entanto, estudos tem demonstrado que o PH prove-
niente de agentes clareadores apresenta capacidade de penetrar 
através da estrutura mineralizada do dente e atingir a câmara 
pulpar in vitro9,21-22, inclusive a partir de FCs contendo concen-
trações de PH tão baixas quanto 5,3%23. Além disso, outros es-
tudos observaram que quando agentes clareadores foram apli-
cados na superfície de discos de esmalte/dentina, os produtos 
provenientes da difusão transamelodentinária foram capazes 
de causar danos celulares, sendo esse efeito diretamente pro-
porcional à concentração do agente clareador empregado7-8,24-28. 
Desta forma, como o mecanismo de ação das FCs no clareamen-
to dental está baseado na ação oxidativa do PH, estes produ-
tos podem apresentar os mesmos efeitos adversos observados 
para os demais agentes. Assim, o objetivo do presente estudo 
foi avaliar a citotoxicidade transamelodentinária de uma fita 
clareadora contendo 10% de PH sobre células odontoblastóides 
MDPC-23.

MATERIAL E MÉTODO

Obtenção dos discos de esmalte e dentina
Vinte e cinco discos de esmalte e dentina foram obtidos a 

partir de incisivos de novilhos com 20 a 30 meses de idade. Den-
tes com trincas no esmalte, cálculo no terço médio coronário, 
desgaste do terço incisal, alterações morfológicas da coroa e 
hipoplasias de esmalte foram descartados. Inicialmente, blocos 
de esmalte/dentina foram obtidos a partir do terço médio dos 
dentes com um disco diamantado dupla face (KG Sorensen, Ba-
rueri, SP, Brasil) montado em peça reta (Dabi Atlante, Ribeirão 
Preto, SP, Brasil) sob irrigação constante. Em seguida, os espé-
cimes foram arredondados com auxílio de ponta diamantada 
cilíndrica (no 1095 KG Sorensen, Barueri, SP, Brasil), em alta ro-
tação (Dabi Atlante, Ribeirão Preto, SP, Brasil). O diâmetro dos 
discos foi padronizado em 5,2 mm e a superfície de dentina foi 
regularizada com lixas d’água de granulação 400 e 600 (T469-
-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos Ltda., Jundiaí, SP, Brasil), 
obtendo-se uma espessura de esmalte e dentina padronizada 
em 3,5 mm. Em seguida, a smear-layer presente sobre a dentina 
foi removida pela da aplicação de 10 µL de solução de EDTA 
0,5 M, pH 7,2 por 30 segundos, seguido de lavagem com água 
deionizada esterilizada.

Câmara Pulpar Artificial (CPA)
Os discos de esmalte/dentina foram adaptados em câma-

ras pulpares artificiais (CPAs), as quais foram empregadas em 
estudos anteriores8,24-27. Os discos foram adaptados entre dois 
anéis de silicone (Rodimar Rolamentos Ltda, Araraquara, SP, 
Brasil) no compartimento superior do dispositivo, e uma matriz 
de aço de 5 mm (Injecta Produtos Odontológicos, Diadema, SP, 
Brasil) foi adaptada entre o anel de silicone e a parede lateral 

do compartimento. As CPAs foram autoclavadas e, em seguida, 
foi realizado vedamento adicional com cera rosa nº 7 (Wilson®, 
Polidental, Cotia, SP, Brasil) na região entre o disco de esmalte/
dentina e da matriz de aço.

Cultivo das células MDPC-23
Células imortalizadas de linhagem odontoblastóide MDPC-

23 foram cultivadas 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 mg/mL, respectivamente de penici-
lina e estreptomicina e 2 mmol/L de glutamina (GIBCO, Grand 
Island, NY, EUA) em uma atmosfera umedecida a 37ºC conten-
do 5% de CO2. Estas células foram subcultivadas a cada três 
dias na concentração de 30.000 células/cm2, até atingir 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 de 24 compar-
timentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA), sendo mantidas 
em incubadora a 37ºC e 5% de CO2 durante 72 horas.

Procedimento clareador
Em capela de fluxo laminar, as CPAs, previamente autoclava-

das com os discos em posição, foram posicionadas em placas de 
acrílico de 24 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, 
EUA) contendo 1 mL de DMEM, com a superfície de esmalte 
voltada para cima, a qual foi lavada com 1 mL de água deio-
nizada, com concomitante sucção. Após secagem da superfície, 
um disco de 5,2 mm de diâmetro de uma FC contendo 10% de 
PH (3D White; Crest Whitestrips®; Procter & Gamble; EUA) foi 
posicionado na superfície de esmalte e, em seguida, 100 µL de 
saliva artificial foi aplicada (20 Soares et al, 2011). O conjunto 
permaneceu em contato com o esmalte por 30 minutos em incu-
badora a 37ºC e 5% de CO2. Decorrido este período, a saliva foi 
aspirada e a FC removida, sendo realizada a aplicação de uma 
nova FC a qual permaneceu sobre o esmalte por mais 30 minu-
tos. Imediatamente após o clareamento (total de 60 minutos), a 
FC foi removida e a superfície do esmalte lavada com 1 mL de 
água deionizada. O meio de cultura, contendo os componentes 
liberados da FC capazes de se difundir através do disco de es-
malte e dentina, denominado de extrato, foi recolhido e 500 µL 
foram aplicados sobre as células MDPC-23 previamente cultiva-
das em placas de 24 compartimentos. O extrato permaneceu em 
contato com as células pelo período de 1 hora em incubadora, na 
temperatura de 37ºC com 5% de CO2 e 95% de ar. Em seguida, 
o extrato foi removido, as células lavadas com solução tampão 
de fosfatos (PBS) e incubadas com DMEM contendo 10% de SFB 
por 23 horas.

As CPAs foram transferidas para outra placa de 24 compar-
timentos contendo novo meio de cultura. Então, saliva artificial 
foi aplicada na superfície do esmalte, sendo que o conjunto CPA 
+ disco de esmalte dentina foi mantido em incubadora até o 
próximo tratamento clareador. Este procedimento foi repetido 
diariamente durante 1 ou 5 dias, sendo desta forma avaliado 
o efeito de agressões diárias sobre as células odontoblastóides. 
Como controle positivo, foi realizada uma sessão de clareamen-
to com um gel clareador com 35% de PH, caracterizada por 3 
aplicações de 15 minutos, a qual foi realizada apenas no último 
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dia experimental (dia 5). O grupo controle negativo teve a su-
perfície de esmalte em contato com saliva artificial no período 
de 24 horas durante 5 dias. Os grupos experimentais e controle 
estão demonstrados na Tabela 1.

Avaliação do metabolismo celular (Teste de MTT)
A análise da atividade metabólica celular foi realizada por 

meio da demonstração citoquímica da desidrogenase succínica 
(SDH), que representa a taxa de respiração mitocondrial das cé-
lulas. 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, produ-
zindo cristais de formazan de coloração azul. Assim, as diferen-
tes tonalidades de azul são avaliadas em Leitor de Elisa. Após o 
último dia de tratamento das células com os extratos, o mesmo 
foi aspirado e uma solução contendo 900 µL de meio de cultu-
ra DMEM e 100 µL de solução de MTT (Sigma Chemical Co., 
St. Louis, MO, EUA), na concentração de 5 mg/mL de PBS, foi 
aplicada em cada compartimento com a finalidade de identifi-
car as células viáveis pela clivagem dos anéis de tetrazolium. As 
células imersas nesta solução foram incubadas por mais 4 horas 
a 37°C e 5% de CO2. Em seguida, o meio de cultura com a so-
lução de MTT foi aspirado e substituído por 600 µL de solução 
de isopropanol acidificado em HCl a 0,04 N para solubilizar os 
cristais formados pela degradação dos anéis de tetrazolium. Em 
seguida, três alíquotas de 100 µL foram transferidas para placas 
de 96 compartimentos (Costar Corp., Cambridge, MA, EUA). A 
viabilidade celular foi avaliada de maneira proporcional à ab-
sorbância determinada a 570 nm em leitor de ELISA (TP- Reader 
– ThermoPlate, Nanshan District, Shenzhen, China).

Atividade de Fosfatase Alcalina (ALP)
Para cada grupo, cinco compartimentos foram destinados 

à análise da atividade de fosfatase alcalina realizada segundo 
protocolo do Kit de Fosfatase Alcalina – Ensaio de Ponto Final 
(Labtest Diagnóstico S.A., Lagoa Santa, Minas Gerais, Brasil). 
Este ensaio utiliza o substrato de timolftaleína monofosfato, um 
substrato do éster do ácido fosfórico. A fosfatase alcalina hidro-
lisa a timolftaleína monofosfato liberando timolftaleína. Assim, 
é possível realizar a medida direta do produto de hidrólise, al-
terando-se o pH. O pH alterado promove a interrupção da ativi-
dade enzimática e a formação de cor azul característica do pro-
duto da reação, que é medida fotometricamente. Após período 

de contato do extrato com as células, as mesmas foram lisadas 
com 1,050 mL de lauril sulfato de sódio 0,1% (Sigma – Aldrich, 
St. Louis, EUA) por 40 minutos em temperatura ambiente. Em 
seguida, 50 µL de cada compartimento foram transferidos para 
tubos de ensaio contendo 50 µL de substrato (timolftaleína mo-
nofosfato 22 mmol/L - reagente nº 1 do Kit) e 500 µL de tampão 
(300 mmol/L, pH 10,1 - reagente nº 2 do Kit), mantidos previa-
mente em banho-maria a 37oC. Após 10 minutos de incubação, 
foi acrescentado 2 mL de Reagente de Cor (carbonato de sódio 
94 mmol/L e hidróxido de sódio 250 mmol/L – reagente nº 3 
do Kit) em cada tubo. A absorbância dos tubos testes e branco 
foi determinada em leitor de ELISA, no comprimento de onda 
de 590 nm. Para normalização da fosfatase alcalina, foi realiza-
da dosagem da proteína total. Ao restante da amostra de cada 
compartimento (1 mL), foram adicionados 1 mL de Solução de 
Reagente de Lowry (Sigma – Aldrich, St Louis, EUA), a qual per-
maneceu em contato por 20 minutos em temperatura ambiente. 
Após esse período, foram adicionados 500 µL de Solução de 
Folin e Ciocalteau´s Phenol Reagent (Sigma – Aldrich, St Lou-
is, EUA). Trinta minutos após, três alíquotas de 100 µL de cada 
tubo foram transferidas para uma placa de 96 compartimentos e 
a absorbância dos tubos testes e branco foi lida no comprimento 
de onda de 655 nm em leitor de ELISA. A dosagem de fosfatase 
alcalina e proteína total foram calculadas a partir de uma curva-
-padrão. O valor da atividade de fosfatase alcalina foi obtido a 
partir da divisão do valor da dosagem de fosfatase alcalina pelo 
valor da proteína total.

Análise de danos à membrana celular (Marcação para Iodeto 
de Propídeo - IP)

Os experimentos para a análise de danos à membrana celular 
foram realizados em citômetro de fluxo FACS Canto equipado 
com laser de argônio e software Cell-Quest (Becton Dickinson, 
San Jose, CA, EUA) (n=3). Para cada amostra foram coletados 
10.000 eventos e as populações de células foram identificadas 
por suas características de tamanho e granulosidade e analisa-
das através da intensidade de fluorescência do marcador utili-
zado. Para análise de danos à membrana celular, foi utilizado o 
marcador fluorescente iodeto de propídeo (IP), o qual apresenta 
a capacidade de se ligar ao DNA apenas das células que apre-
sentaram ruptura da membrana citoplasmática, o que reflete em 
morte celular por necrose. Após aplicação dos extratos sobre as 
células, as mesmas foram tripsinizadas e centrifugadas a 5.000 
rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi descartado e as células 
ressuspendidas em 300 µL de tampão de ligação, contendo 10 
mM de HEPES, com pH de 7,4, 150 mM de NaCl, 5 mM de KCl, 
1 mM de MgCl2  e 1,8 mM de CaCl2. Alíquotas de 300 µL da 
suspensão celular foram tratadas com 1 µg/mL de IP, e a fluo-
rescência foi avaliada imediatamente através do canal FL-2.

Tratamento estatístico dos dados
Para os produtos do metabolismo celular, quantificação de 

proteína total e atividade de fosfatase alcalina, os dados foram 
avaliados quanto a aderência a curva normal e homocedasticida-
de. Uma vez preenchidos esses requisitos (Shapiro-Wilk, p>0,05; 
Levene, p>0,05), o teste estatístico de análise de variâncias a um 
critério fixo (tratamento) foi aplicado. Testes complementares 
de Tukey também foram aplicados uma vez que a hipótese nula 

Tabela 1. Distribuição dos grupos experimentais de acordo com o tratamento rea-
lizado na superfície de esmalte.

Grupos Tratamento

G1 (controle negativo) Saliva artificial

G2 1 dia de tratamento com a  FC (2 aplicações  
diárias de 30 minutos cada)

G3 5 dias de tratamento com a  FC (2 aplicações  
diárias de 30 minutos cada)

G4 (controle negativo) 3 aplicações de 15 minutos do gel clareador com 
35% de PH
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de igualdade entre os tratamentos foi rejeitada. Todos os testes 
estatísticos foram considerados ao nível de significância de 5%. 
Para a citometria de fluxo, foi realizada análise descritiva dos 
dados.

RESULTADOS

Metabolismo Celular (Teste do MTT)
Os resultados de metabolismo celular, obtidos a partir do tes-

te de MTT estão representados na Figura 1. Não foi observada 
diferença estatisticamente significante entre os grupos contro-
le negativo G1 com os grupos submetidos a 1 (G2) ou 5 dias 
(G3) de clareamento com a FC (p>0.05). Considerando como o 
grupo controle negativo apresentando 100% do metabolismo 
celular, os valores do metabolismo celular para G2 e G3 foram 
de 100,8% e 82,6%, respectivamente. Diferença significante foi 
observada entre os controles G1 e G4 (p<0.05). Para G4 (grupo 
controle positivo), a porcentagem de metabolismo celular foi de 
58,5%. Ao se comparar os grupos G2 e G3 com o grupo G4 (con-
trole positivo), diferença significante foi observada apenas entre 
este último grupo e G4 (p<0.05). 

Atividade de Fosfatase Alcalina (ALP)
O valor de fosfatase alcalina foi normalizado pelo valor da 

quantificação de proteína total pelas células MDPC-23. Para a 
atividade de fosfatase alcalina, nenhum dos tratamentos clare-
adores apresentou diferença estatisticamente significante quan-
do comparados aos grupos controle positivo e negativo (Figura 
2) (p>0.05). Entretanto, o aumento do número de aplicações da 
FC (5 dias) promoveu os maiores valores de redução da ativida-
de desta proteína, sendo essa redução diferente estatisticamente 
de G2 (Figura 2) (p<0.05). 

Marcação para Iodeto de Propídeo (IP)
A análise por citometria de fluxo demonstrou que para G2 e 

G3, a porcentagem de células marcadas positivamente para IP 
foi de 13,4% e 14%, respectivamente, sendo semelhante àque-
la observada para o grupo controle negativo (15,2%). Já para o 
grupo controle positivo, a porcentagem de células marcadas foi 
de 23,7%, sendo 55,9% maior que a observada para o controle 
negativo (Figura 3).

DISCUSSÃO
Tal como em pesquisas anteriores, no presente estudo foram 

utilizados discos de esmalte/dentina adaptados a câmaras pul-
pares artificiais, cujo objetivo foi aproximar as condições expe-
rimentais in vitro da situação in vivo8,24,26-28. Foram realizadas 
duas aplicações de 30 minutos de uma FC sobre a superfície de 
esmalte dos discos, sendo que o meio de cultura em contato di-
reto com a dentina, o qual continha os possíveis produtos da 
difusão transamelodentinária da FC, foi aplicado sobre as cé-
lulas por 1 ou 5 dias, simulando uma agressão diária. Durante 
o contato da FC com a superfície de esmalte, saliva artificial foi 
adicionada sobre a fita buscando, dessa forma, simular as con-
dições clínicas8. 

Os resultados do presente estudo demonstraram que a apli-
cação da FC sobre o esmalte pelos períodos de 1 e 5 dias não 
causou redução significativa do metabolismo celular quando 

comparado ao grupo controle negativo. Também não se obser-
vou diferença significativa quando foram realizadas aplicações 
diárias dos extratos sobre as células durante 5 dias consecutivos 
em comparação com o grupo controle positivo, onde se utili-
zou um gel com 35% de PH (3 aplicações de 15 minutos). Sendo 
assim, sugere-se que a repetida aplicação da FC com 10% de 
PH pode resultar em aumento do seu efeito citotóxico transa-
melodentiário sobre células odontoblastóides. Porém, a redução 
do metabolismo celular observada para o grupo clareado com 
a FC por 5 dias (G3) foi de 17,36%, sendo considerado discreta-
mente citotóxico. Moderado efeito citotóxico foi observado no 

Figura 1. Representação gráfica dos valores da densidade óptica para o teste do 
MTT. Colunas representam médias (n=5) e barras desvio-padrão. Valores incluí-
dos nas colunas representam porcentagem do metabolismo celular em relação ao 
controle negativo (G1 = 100%). Letras iguais indicam ausência de diferença estatis-
tica entre os grupos (Teste de Tukey; α=5%). 

Figura 2. Representação gráfica dos valores de atividade de fosfatase alcalina em 
U/L por mg/L de proteína. Colunas representam médias (n=5) e barras desvio-pa-
drão. Letras iguais indicam ausência de diferença estatistica entre os grupos (Teste 
de Tukey; α=5%).

Figura 3. Imagens representativas das células marcadas positivamente com o mar-
cador fluorescente IP na análise por citometria de fluxo. A - grupo controle negati-
vo (G1); B - grupo clareado com a FC por 1 dia (G2); C - grupo clareado com a FC 
por 5 dias (G3); D - grupo controle positivo (G4). Note que o padrão de marcação 
para os grupos clareados com a FC foi semelhante ao observado para o grupo 
controle negativo.
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grupo controle positivo, onde o metabolismo celular diminuiu 
41,5%29. Desta forma, apesar da semelhança estatística entre es-
ses dois grupos, o dano celular gerado pela agressão diária da 
FC foi mais sutil que o observado para clareamento realizado 
com o gel com 35% de PH. Este fato foi confirmado quando da 
realização da análise das células por citometria de fluxo. Para 
o grupo controle positivo observou-se aumento em torno de 
56% das células marcadas com IP em relação ao grupo contro-
le negativo, comprovando que o PH é capaz de causar danos 
à membrana celular, com consequente morte das células por 
necrose. Já para G3, a porcentagem de células marcadas posi-
tivamente para IP foi semelhante àquela observada no grupo 
controle negativo (cerca de 14%). Assim, pode-se especular que 
a FC aplicada sobre o esmalte dentário não resultou em difusão 
transamelodentinária de seus compronentes em quantidade su-
ficiente para causar lesão irreversível nas células MDPC-23.

A citotoxicidade transamelodentinária de agentes clareado-
res já foi avaliada em estudos prévios8,24,26-28. Algumas pesqui-
sas demonstraram intensos danos às células odontoblastóides 
quando um gel com 35% de PH foi aplicado na superfície do es-
malte. Foi observado redução de 92% do metabolismo das célu-
las MDPC-23 após 3 aplicações de 15 minutos de um gel clarea-
dor com 35% de PH sobre discos de esmalte/dentina adaptados 
a CPAs27. No presente estudo, para o grupo controle positivo, 
onde 3 aplicações de 15 minutos do mesmo gel clareador foram 
realizadas, foi observada uma redução de 41,5% do metabolis-
mo celular. Esta menor porcentagem de redução do metabolis-
mo celular pode ser atribuída ao reduzido tempo de contato do 
extrato com as células (1 hora) quando comparado ao estudo 
citado anteriormente (24 horas)27. Outras pesquisas demonstra-
ram a citotoxicidade de agentes clareadores caseiros aplicados 
sobre discos de dentina ou de esmalte/dentina por períodos de 
6 a 8 horas7-8. Nestes estudos, foi relatado que o extrato pro-
veniente do gel clareador com 10% de PC (aproximadamente 
3,5% de PH) quando aplicado sobre as células MDPC-23 por 
1 hora não causou danos citotóxicos significantes. Entretanto, 
quando um gel com 16% de PC (aproximadamente 5,6% de PH) 
foi avaliado, a redução do metabolismo celular foi significativa 
(40%). No presente estudo, apesar da FC avaliada conter 10% 
de PH, não foram observados efeitos citotóxicos significantes 
para as células MDPC-23, mesmo após aplicação dos extratos 
por 5 dias consecutivos. Esta ausência de citotoxicidade da FC 
avaliada no presente estudo pode ser atribuída a dois fatores: 
forma de apresentação do produto e menor tempo de contato 
do mesmo com o esmalte dentário, o que pode ter limitado a di-
fusão dos produtos tóxicos pela estrutura mineralizada do den-
te. Estudos prévios avaliaram a penetração de PH na câmara 
pulpar de dentes humanos extraídos após aplicação de diferen-
tes agentes clareadores sobre o esmalte9,21-23. A aplicação de uma 
FC contendo 5,3% de PH resultou em penetração de cerca de 
0,726 µg/mL de PH na câmara pulpar após 30 minutos de con-
tato com o esmalte23. Quando um gel clareador com 10% de PC 
foi avaliado, cerca de 5,4 µg/mL de PH foi detectado na câmara 
pulpar após o mesmo período de clareamento (30 minutos)9. 
Assim, concentrações menores de PH se difundem até a câmara 
pulpar após aplicação das FCs quando comparadas ao gel clare-
ador com 10% de PC, o que pode explicar a baixa citotoxicidade 
observada na presente pesquisa. Além disso, um estudo in vitro 

demonstrou que a profundidade de clareamento proporcionada 
por uma FC contendo 8,1% de PH limitou-se à dentina superfi-
cial quando comparada a géis clareadores contendo 10% de PC 
para uso em moldeiras30. Sendo assim, a quantidade reduzida 
de PH liberada de FCs, tal como a usada na presente pesquisa, 
associada a ação localizada e superficial desta espécie reativa 
derivada do oxigênio (ERO) e/ou seus derivados, não foi capaz 
de causar danos celulares e nem tampouco redução significativa 
no metabolismo das células MDPC-23. 

No presente estudo, também foi avaliada a atividade de fos-
fatase alcalina (ALP) pelas células MDPC-23, a qual é uma pro-
teína expressa por odontoblastos e atua na mineralização inicial 
da matriz dentinária31. Não foi observada redução significante 
na atividade desta proteína para todos os grupos clareados com 
a FC em relação ao controle negativo, sendo que a maior redução 
observada foi para o grupo submetido a agressão diária com os 
extratos da FC por 5 dias (G3). Já foi demonstrado que o estresse 
oxidativo gerado a partir de baixas concentrações de PH apli-
cadas em cultura de células pulpares resultou em aumento na 
expressão de marcadores de diferenciação para odontoblastos, 
dentre eles a ALP12,31, bem como formação de nódulos de mine-
ralização12,31. Assim, é possível que um estímulo de baixa inten-
sidade é capaz de induzir a deposição e mineralização de matriz 
dentinária, favorecendo o processo de reparação do complexo 
dentino-pulpar12,31-35. Porém, intensas agressões podem resultar 
em lesão celular, particularmente de odontoblastos, os quais re-
vestem internamente a dentina25-28,36-37. Na presente pesquisa, a 
aplicação por 1 dia do extrato sobre as células odontoblastóides 
resultou em tendência de aumento na atividade de ALP, a qual 
não foi estatisticamente significante. Porém, a aplicação do ex-
trato por 5 dias sobre as células em cultura resultou em tendên-
cia de diminuição na atividade de ALP e metabolismo celular, 
porém sem causar morte das células. Estes dados demonstram 
que a FC avaliada de acordo com a metodologia proposta na 
presente pesquisa não causa efeitos citotóxicos significativos in-
diretos para as células odontoblastóides MDPC-23.  Apesar de 
não se poder extrapolar os resultados da presente pesquisa di-
retamente para situações clínicas, os dados obtidos neste estudo 
são interessantes, pois tem sido descrito que a eficácia clínica 
das FCs é similar ou superior ao clareamento com o PC a 10%18-

19,30,38. Deve-se levar em consideração, também, que em situações 
clínicas in vivo, alguns fatores, tais como pressão intrapulpar, 
exsudação de fluido dentinário e presença de prolongamentos 
citoplasmáticos dos odontoblastos, colágeno, além de outros 
componentes no interior dos túbulos dentinários podem dimi-
nuir ainda mais a difusão dos componentes de géis clareadores 
para a câmara pulpar13. Assim, futuros estudos in vivo deverão 
ser realizados para avaliar a limitada citotoxicidade das FCs, a 
qual pode ser resultado dos efeitos superficiais em dentina dos 
poucos componentes liberados destas fitas30, bem como a defini-
da ação clareadora das FCs38. 

CONCLUSÃO
De acordo com a metodologia empregada nesta pesquisa, 

foi possível concluir que a FC com 10% de PH não causou efei-
to citotóxico transamelodentinário significante para as células 
odontoblastóides MDPC-23. Porém, o aumento na frequência 
de aplicação pode vir acompanhado de maiores efeitos tóxicos 
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para as células em cultura.
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ABSTRACT
Objective: To evaluate the cytotoxicity of a whitestrip (WS) 

with 10% hydrogen peroxide (HP) on cultured odontoblast-like 
cells. Material and Methods: Enamel/dentin discs were adapted 
to artificial pulp chambers and placed in wells with culture me-
dium (DMEM). The WS was applied on enamel for 60 min (2 x 
30 min) during 1 or 5 days. The extracts (DMEM + WS compo-
nents that diffused across enamel and dentin) were applied to 
the cells for 1 h. In the positive control, the bleaching gel with 
35% HP was applied for 45 min (3 x 15 min). In the negative 
control, no treatment was performed. The cell metabolism (MTT 
Assay) and alkaline phosphatase (ALP) activity were assessed 
and the data submitted to statistical analysis (One-way Anova/

Tukey’s test; α=5%;). Cell membrane damage was evaluated by 
flow cytometry. Results: For the MTT and ALP activity assays, 
there was no significant difference among the bleached groups 
with WS and negative control, regardless the time of WS appli-
cation (1 or 5 days) on the cells (p>0.05). However, there was no 
significant difference among the bleached group with FC for 5 
days and positive control. Flow cytometry analysis showed an 
increase of cell membrane damage only for the positive control. 
Conclusion: It was concluded that the whitestrip with 10% of 
HP did not cause significant trans-enamel and trans-dentinal 
toxic effects to the MDPC-23 cells. 

KEYWORDS: Tooth bleaching; toxicity; odontoblasts.
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