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RESUMO

Objetivo: Avaliar os efeitos citotoxicos de agentes clareadores
com diferentes concentra¢des de PH sobre células odontoblastoi-
des, quando aplicados diretamente sobre a superficie de dentina
humana. Material e método: Cinquenta discos de dentina (0,5
mm de espessura) foram adaptados em camaras pulpares arti-
ficiais (CPAs) e células MDPC-23 foram semeadas na superficie
pulpar dos discos. Cinco grupos (n=10) foram estabelecidos: G1:
7,5% PH; G2: 20% PH; G3: 35% PH; G4: gel sem PH; G5: DMEN
(controle). Os produtos foram aplicados na superficie oclusal dos
discos por 2x de 15 minutos. A viabilidade (ensaio de MTT) e a
morfologia celular (MEV) foram avaliadas imediatamente apds o
clareamento. Os dados de viabilidade celular foram submetidos
ao teste de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney (a=0,05). Resultados:
Redugao significante na viabilidade celular em relagao ao contro-

le (G5) foi observada para todas as concentragoes de PH (p<0,05),
associada a intensas altera¢des na morfologia celular. Entretanto,
nenhuma diferenca significante foi observada entre as trés con-
centragdes de PH. Também, ndo houve diferenca estatistica entre
o grupo controle e o grupo gel sem PH (G5 e G4). Conclusao:
Todas as concentrac¢des de PH causaram efeitos citotoxicos de se-
veros sobre as células MDPC-23, quando aplicados diretamente
sobre a dentina. Entretanto, a intensidade do efeito toxico nao foi
influenciada pela concentracdo de PH no agente clareador. Re-
levancia clinica: Apesar das limitagdes deste estudo in vitro, os
resultados indicam que o clareamento dental nao deve ser reali-
zado diretamente em dreas com exposi¢ao da dentina.

Descritores: Clareamento dental; Citotoxicidade; Denti-
na; Odontoblastos; Permeabilidade dentindria; Peroxido de
hidrogénio.

INTRODU(;AO

Para que o clareamento dental seja efetivo é necessario que o
perdxido de hidrogénio (PH) e suas moléculas de degradacgao se
difundam pelo esmalte dental e atinjam a dentina subjacente, te-
cido este que concentra a maior quantidade de croméforos'. No
entanto, estudos prévios?® demonstraram que o PH proveniente
de agentes clareadores é capaz de atravessar toda a estrutura
mineral do dente (esmalte e dentina) e atingir a cdmara pulpar,
sendo esta difusao diretamente proporcional a concentragao de
PH no agente clareador e ao tempo de contato do produto com
a superficie dental. Uma vez em contato com o tecido pulpar, o
PH é capaz de atravessar membranas celulares, sendo dissocia-
do em radicais livres no citoplasma, o que resulta no estabeleci-
mento do estado de estresse oxidativo®”. Estudos histopatoldgi-
cos demonstraram o desencadeamento de resposta inflamatdria
aguda no tecido pulpar de dentes humanos e de animais como
consequéncia deste processo®!’. Estes efeitos celulares tém sido
relacionados a sensibilidade poés-clareamento, a qual é o efeito
adverso mais prevalente da técnica do clareamento dental''*.

Estudos prévios demonstraram que tanto a concentragao do
PH presente no agente clareador, bem como a espessura e pre-
senca de alteracOes estruturais do tecido mineralizado dental
submetido ao clareamento apresentam importante papel nos
efeitos toxicos da técnica clareadora sobre o tecido pulpar**71>18,
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Apesar do substrato dentindrio ser considerado como impor-
tante barreira para difusao de substancias toxicas em diregao a
polpa dental, este é um tecido altamente permeavel devido ao
menor contetiddo mineral e a estrutura morfoldgica caracteristica
formada por tibulos dentinarios, os quais promovem um elo
de ligagao direta entre a superficie da dentina e a polpa®. Desta
forma, a difusdo do PH através da dentina pode ser significan-
temente aumentada pelo contato direto dos agentes clareadores
com este tecido, particularmente em dreas de recessdes gengi-
vais, abfracOes, abrasdes, erosoes, defeitos do esmalte e fendas
na jungao cemento-esmalte’®**?!, Portanto, o objetivo deste estu-
do foi avaliar a citotoxicidade de agentes clareadores com dife-
rentes concentracdes de PH sobre células do tipo odontoblasto
(MDPC-23), quando aplicados diretamente sobre a superficie de
dentina humana, com o objetivo de simular a situacao clinica de
clareamento de dentes vitais que apresentam areas de exposicao
dentinaria.

MATERIAL E METODOS

Preparo dos discos de dentina

Cinqiienta discos de dentina com 0,5 mm de espessura fo-
ram obtidos a partir do corte transversal da coroa de terceiros
molares humanos integros extraidos por razdes ortodonticas e
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doados por pacientes apds autorizagao via assinatura de Termo
de Consentimento Livre e Esclarecido, conforme protocolo no.
37/04 do Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odon-
tologia de Araraquara, SP, Brasil. Apos o corte, os discos foram
manualmente polidos com lixas de papel abrasivo siliconado
namero 400 e 600 (T469-SF- Noton, Saint-Gobam Abrasivos
Ltda., Jundiai, SP, Brasil), submetidos a desinfeccio com eta-
nol 70% por um periodo de 6 horas?, tratados com solucdo de
EDTA 0,5M, pH 7,2 por 1 minuto para remogao da smear layer”
e estocados em solugao tampao salina (PBS, pH=7,4) até o uso.

Andlise da condutdancia hidrdulica
dentindria)

A condutancia hidraulica (Lp: mL cm-2 min-1 cm H20) de
cada disco de dentina foi determinada usando uma coluna de
agua de 180 cm, como descrita por Outhwaite et al.* (1974), com
aintenc¢ao de reduzir a interferéncia da permeabilidade dentina-
ria (fator de confundimento) devido a variagdes anatdomicas da
dentina em diferentes dentes. Os cinquenta discos foram entao
distribuidos em 5 grupos contendo dez discos cada, de tal modo
que a analise estatistica dos dados da condutancia hidraulica
(Kruskal-Wallis) mostrou permeabilidade dentindria similar en-
tre os grupos (p=1.000) (Tabela 1).

(permeabilidade

Cdamara pulpar artificial (CPA)

Para a andlise da viabilidade celular, os discos de dentina fo-
ram individualmente adaptados em camaras pulpares artificiais
(CPAs), conforme descrito previamente por Lima et al.** (2010).
As CPAs com os discos em posicao foram autoclavadas indivi-
dualmente em recipientes de vidro contendo agua deionizada,
pelo periodo de 15 minutos, a 120° C e pressao de 1 Kg/forga.

Cultura das células MDPC-23

As células odontoblastéides MDPC-23%* foram mantidas
em meio para cultura (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium
- DMEM,; Sigma-Aldrich Corp., St. Louis, MO, EUA) com 10%
de soro fetal bovino (FBS, Cultilab, Campinas, SP, Brasil) suple-
mentado com 100 UI/mL de penicilina, 100 mg/mL de estrepto-
micina e 2 mmol/L glutamina (Gibco, Grand Island, NY, EUA).
As CPAs com os discos de dentina foram posicionadas em pla-
cas de cultura de 24 compartimentos (Costar Corp., Cambrid-
ge, MA, EUA) com a superficie pulpar de cada disco voltada
para cima. As células foram entao semeadas (50.000 células) na
superficie pulpar de cada disco e as placas contendo as CPAs
foram mantidas por 72 horas em incubadora com atmosfera
umida a 37°C com 5% de CO, e 95% de ar.

Procedimento clareador

Decorridas as 72 horas, as CPAs foram transferidas para no-
vas placas e posicionadas nos compartimentos com a superficie
pulpar dos discos voltadas para baixo, de tal forma que as cé-
lulas semeadas sobre o disco de dentina poderiam permanecer
em contato com o meio de cultura. O agente clareador foi apli-
cado na superficie oclusal dos discos, simulando as condicoes
clinicas. Um agente clareador (Lase Peroxide, DMC Products,
Sao Carlos, SP, Brazil) contendo peréxido de hidrogénio (PH)
em concentrag¢des de 7,5%, 20% ou 35% foi utilizado. Como gru-
pos controle, foi empregado um gel sem o PH (gel livre de PH)
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ou nenhum tratamento foi realizado na dentina. O gel livre de
PH, preparado pelo mesmo fabricante, era constituido pelos
mesmos componentes dos agentes clareadores experimentais
citados anteriormente, porém sem incorporagao de PH. Apro-
ximadamente 27 mg de agente clareador foi aplicado na super-
ficie oclusal de cada disco de dentina por 30 minutos, divididos
em duas aplicacdes de 15 minutos. Para isso, apds a primeira
aplicacao, o gel foi removido por aspiracao com canula suctora
e nova quantidade de agente clareador foi imediatamente rea-
plicado por mais 15 minutos. Finalizado o tratamento, o gel foi
novamente removido por aspiragao e a superficie dos discos foi
lavada com 1 mL de solugao tampao salina (PBS) com concomi-
tante sucgao.

Andlise da viabilidade celular

A viabilidade das células que permaneceram aderidas ao
substrato dentinario foi avaliada por meio do ensaio de MTT
como descrito por Dias Ribeiro et al.?” (2009). As CPAs foram
posicionadas de forma invertida em novas placas de 24 compar-
timentos. Em cada compartimento da placa foram adicionados
900 uL. de DMEM e 100 pL da solucao de MTT (5 mg/mL), segui-
do de incubacao a 37°C por 4 horas. Apds este periodo a solucao
DMEM/MTT foi aspirada e substituida por 250 pL de solugao de
isopropanol acidificado (0,04 N HCl) com a intenc¢ao de dissol-
ver os cristais de formazan presentes nas células. Em seguida, 2
aliquotas de 100 pL de cada disco foram transferidas para uma
placa de 96 compartimentos (Costar Corp.) para leitura da ab-
sorbancia a 570 nm em leitor de ELISA (Multiskan, Ascent 354,
Labsystems CE, Lés Ulis, Franca).

Andlise da morfologia celular em microscopia eletronica de
varredura (MEV)

Quatro amostras representativas de cada grupo foram selecio-
nadas e preparadas para ensaio da morfologia celular em MEV
(ZEISS DSM 940 A, Cal Zeiss Inc., Oberkochen, Alemanha). Para
este proposito, os discos de dentina com as células aderidas foram
cuidadosamente removidos das CPAs e imediatamente imersas
em glutaraldeido 2,5% por 24 horas e apds este periodo fixadas
em solugdo de tetroxido de 6smio 1% (Electron Microscopy Scien-
ce, Fort Washington, PA, EUA) por 60 minutos. Em seguida, as
células foram lavadas com PBS, desidratadas em solu¢gdes com
concentracdes crescentes de etanol (30, 50, 70, 95 e 100%) e final-
mente mantidas por 30 minutos em 1,1,1,3,3,3-hexamethyldisila-
zane (Across Organics, Morris Plains, NJ, NY, EUA). Os discos
de dentina com as células aderidas sobre eles foram aderidos em
suportes metalicos, mantidos por 12 horas em dessecador. Decor-
rido esse periodo, os suportes contendo os discos foram metaliza-
dos (Balzers Ockenheimer Graben, Bingen, Alemanha), permitin-
do a analise da morfologia celular em MEV.

Andlise estatistica

O conjunto de dados de viabilidade celular ndo apresentou
distribui¢do normal e, portanto, esses dados foram submeti-
dos aos testes estatisticos nao paramétricos de Kruskal-Wallis e
Mann-Whitney, para comparagao dos grupos aos pares. As in-
feréncias estatisticas foram baseadas no nivel de significancia de
5%, isto €, grupos foram considerados estatisticamente diferentes
quando p<0,05.
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RESULTADOS

Viabilidade celular

O teste de Kruskal-Wallis mostrou haver diferenca estatisti-
camente significante entre os grupos com relagao aos dados do
MTT (p<0.0001). Foi observada diferenga significante entre os
grupos submetidos ao clareamento (G1, G2 e G3) em rela¢ao ao
grupo controle negativo (G5) e ao grupo G4 (gel livre de PH).
Entretanto, nenhuma diferenga foi observada entre os grupos
G1 (PH 7,5%), G2 (PH 20%) e G3 (PH 35%) e entre os grupos G4
e G5 (Tabela 2). Considerando que o grupo controle negativo
(G5) representa 100% da viabilidade celular, a redugao da viabi-
lidade das células odontoblastoides para os grupos G1, G2, G3 e
G4 foi de 62,7%, 62,3%, 65,7% e 17%, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 1 - Mediana, média e desvio padrdo da condutancia hidraulica (uL/min)
dentindria para os grupos experimentais e controle.

Groups n Mediana Média I;aeds:/gi](c))

PH 7,5% (G1) 10 0,00440 0,00443 0,00230
PH 20% (G2) 10 0,00453 0,00480 0,00228
PH 35% (G3) 10 0,00430 0,00428 0,00232
Gel livre de PH (G4) 10 0,00448 0,00480 0,00230
Nenhum tratamento (G5) 10 0,00433 0,00435 0,00231

PH: perdxido de hidrogénio
N&o houve diferenca estatistica entre os grupos (Kruskal-Walli, p=1,000)

Tabela 2 - Viabilidade de células MDPC-23 em contato com diferentes concentra-
¢oes de peroxido de hidrogénio (PH) difundido através de discos de dentina com
0,5 mm de espessura.

% reducao

Perdxido de Hidrogénio  Viabilidade celular® c°m?afa‘?i2 da viabilida-
Estatistica do***
PH 7,5% (G1) 0,051(0,049-0,052) b 62,7
PH 20% (G2) 0,051(0,048-0,053) b 62,3
PH 35% (G3) 0,047 (0,044-0,048) b 65,7
Gel livre de PH (G4) 0,114 (0,106-0,129) a 17,0
Nenhum tratamento 0,127 3 0
(G5) (0,115-0,154)

* Mediana (percentil 25-percentil 75), n=6 ** Os grupos identificados pela mesma
letra ndo diferem estatisticamente (Mann-Whitney, p>0.05). *** Calculada no valor
do grupo controle (G5), onde 0,127=100% viabilidade celular.

Morfologia Celular

A andlise em MEV demonstrou que apenas um niimero redu-
zido de células MDPC-23 permaneceram aderidas a dentina nos
grupos que receberam a aplicagao de perdxido de hidrogénio,
independentemente da concentragdo. O desprendimento das
células da superficie de dentina deixou os ttibulos dentinarios
aparentes (Figura 1A, 1B e 1C). As células que permaneceram
aderidas apresentaram como caracteristica predominante um
formato arredondado e achatado, com auséncia de processos
citoplasmaticos. No Grupo 3 (PH 35%) foram observados restos
celulares espalhados sobre a superficie de dentina (Figura 1C).
Quando foi aplicado o gel livre de PH (Grupo 4), a superficie
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pulpar dos discos de dentina permaneceu coberta por células
achatadas com amplo citoplasma e multiplos processos cito-
plasmaticos alongados (Figura 2A), caracteristicas morfologicas
essas caracteristicas das células MDPC-23, como observado para
o grupo controle (G5) (Figura 2B).

BT .
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5

Figura 1 - Micrografias em MEV da morfologia das células MDPC-23 apds aplica-
¢ao de gel clareador contendo 7,5%, 20% e 35% de perdxido de hidrogénio (PH)
sobre discos de dentina com 0,5 mm de espessura. (A) G1, gel com 7,5% PH — Pre-
senga de algumas células com morfologia varidvel aderidas a superficie pulpar do
disco dentindrio. Abertura dos tubulos dentindrios aparente. x500; (B) G2, gel com
20% PH - Presenca de fragmentos celulares com degeneragao citoplasmatica ade-
ridas ao substrato do disco de dentina. x500; (C) G3, gel com 35% PH - Superficie
pulpar do disco de dentina exibindo apenas fragmentos de células mortas que
permaneceram aderidas ao substrato dentindrio. x500).
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Figura 2 - Micrografias em MEV da morfologia das células MDPC-23 apds apli-
cagao de gel clareador sem perdxido de hidrogénio (PH) sobre discos de dentina
com 0,5 mm de espessura. (A) G4, gel sem PH: Células MDPC-23 com morfologia
tipica, aderidas sobre a superficie de dentina. Citoplasma amplo e achatado re-
cobrindo varios tubulos dentinarios. Pequenas extensdes citoplasmaticas podem
ser visualizadas sendo projetadas do citoplasma, as quais sdo responsaveis pela
aderéncia da célula ao substrato. X500; (B) G5, controle.

DISCUSSAO

Os resultados do presente estudo demonstraram redugao
significante da viabilidade das células MDPC-23 para todos os
grupos submetidos a aplicagao dos agentes clareadores conten-
do PH diretamente sobre a dentina. Quando o gel sem PH foi
aplicado sobre os discos de dentina, a reduc¢ao da viabilidade
celular foi em torno de 17%, nao apresentando diferenca signi-
ficante com o grupo controle, onde nenhum tratamento foi rea-
lizado. Embora nao tenha sido utilizada nenhuma metodologia
para detectar especificamente quais componentes do agente cla-
reador atingiram a superficie pulpar dos discos de dentina, os
resultados observados para o gel livre de PH permitem afirmar
que a presenca de PH no agente clareador foi o principal respon-
savel pela citotoxicidade celular. A andlise em MEV demons-
trou que a redugao da viabilidade celular foi mediada por uma
completa desestruturagao celular seguido por morte celular,
uma vez que restos de componentes celulares foram observados
na superficie pulpar dos discos submetidos ao clareamento.

Dias Ribeiro et al.”” (2009), empregando metodologia seme-
Ihante a do presente estudo, avaliaram a viabilidade de células
odontoblastdides semeadas sobre a superficie pulpar de discos
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de esmalte/dentina. Os autores demonstraram que duas aplica-
¢oes de 15 minutos de um gel com 35% de PH sobre o esmalte
causou reducao de 31,7% na viabilidade das células MDPC-23.
Na presente pesquisa, a reducao em torno de 66% na viabilida-
de de células da mesma linhagem odontoblastica foi observada
para o grupo submetido ao protocolo 2x 15 min 35% PH. Desta
forma, ficou demonstrado que a aplicagao do agente clareador
diretamente sobre a superficie de dentina promove maiores da-
nos as células pulpares, devido a maior permeabilidade deste
tecido tubular, o que favorece a difusdao dos componentes do gel
em dire¢do a camara pulpar.

No presente estudo, a concentragao de PH no gel clarea-
dor nao exerceu influéncia significante sobre a citotoxicidade
transdentindria em células MDPC-23. Em estudo prévio, foi
observado que um gel com 35% ou 17,5% de PH aplicado por
45 minutos na superficie dental resultou em reducdo em torno
de 93% e 83%, respectivamente, para células pulpares humanas,
sem diferenga significante entre si. Neste mesmo estudo, as cé-
lulas em ambos os grupos apresentaram a mesma intensidade
de estresse oxidativo, apesar da concentracao de PH capaz de
se difundir pela estrutura dental ter sido menos intensa para o
gel com 17,5% PH?. Desta forma, fica claro que a intensidade do
estresse oxidativo mediado por altas concentracdes de PH em
contato com as células pulpares apresenta papel importante na
toxicidade celular, independente da concentragao de PH aplica-
da na superficie dental.

A aplicacao de géis com 10 e 8% de PH é capaz de reduzir sig-
nificantemente a toxicidade celular quando comparados ao gel
com 35% de PH*. Da mesma forma, foi demonstrado que a uti-
lizacao de perdxido de carbamida, por liberar menores concen-
tragdes de perdxido de hidrogénio, desencadeia efeitos celular
menos agressivos®. No estudo realizado por Lima et al.* (2010),
foi avaliado o efeito citotdxico de agentes clareadores contendo
10 ou 16% de perdxido de carbamida sobre células MDPC-23
semeadas na superficie pulpar de discos de dentina, de forma
semelhante a empregada no presente estudo. Os autores obser-
varam que os efeitos toxicos foram diretamente proporcionais a
concentragao do agente clareador avaliado. Porém, os autores
empregaram um gel clareador a base de peréxido de carbamida,
o qual, quando em contato com a superficie dental, se disso-
cia para liberar apenas 3,5% da sua concentragao total em PH,
e esta liberagao ocorre de forma lenta e gradual, prevenindo a
penetragao imediata de grandes quantidades de PH na camara
pulpar. Desta forma, acredita-se que no presente estudo a utili-
zagdo de géis clareadores a base de PH na sua forma pura em
um substrato permedvel como a dentina pode ter determinado
a penetragao rapida de elevadas concentragdes de PH, ocasio-
nando efeitos citotoxicos similares para os géis clareadores ava-
liados, independentemente da concentragao empregada (7,5%,
20% ou 35%).

De acordo com Duque et al.”® (2016), a espessura do substrato
dental apresenta papel fundamental na difusao de componen-
tes toxicos dos agentes clareadores pela estrutura dental, e na
consequente toxicidade sobre as células pulpares. O efeito da es-
pessura dental sobre a resposta do tecido pulpar de dentes hu-
manos frente ao clareamento foi previamente demonstrado em
estudos histopatolégicos. Quando um gel com 38% de PH foi
aplicado por 3x15 minutos sobre incisivos inferiores higidos de
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pacientes jovens (espessura de dentina = 1,82+0,08 mm), foi ob-
servada intensa reacao inflamatoria, associada a necrose super-
ficial em cerca de 75% dos dentes, enquanto que o tecido pulpar
de pré-molares jovens (espessura de dentina = 3,10+0,11 mm),
submetidos a mesma terapia clareadora, apresentaram carac-
teristicas histopatologicas similares aos dentes nao clareados8.
Neste experimento, a sensibilidade dental foi relatada apenas
nos incisivos inferiores clareados. Em outra investigacao reali-
zada recentemente in vivo’, avaliou-se o efeito do protocolo tra-
dicional (35% 3x15 minutos) sobre o tecido pulpar de incisivos
inferiores de pacientes jovens (20,1+4,3 anos) e idosos (58,2+4,3
anos). Necrose tecidual foi detectada em cerca de 60% dos in-
cisivos de individuos idosos, cuja espessura média de dentina
foi de 1,99+0,10 mm, em comparacao com 100% dos incisivos
inferiores de pacientes jovens, os quais apresentaram espessura
dentinaria em média de 1,77+0,08 mm, sendo que a extensao da
area de necrose foi consideravelmente maior nos dentes prove-
nientes dos individuos jovens.

Estudos clinicos tem demonstrado que a sensibilidade dental
¢ limitada aos dentes anteriores da arcada dental, sendo que a
prevaléncia e intensidade deste efeito adverso apresenta uma
correlagao negativa com a espessura de esmalte/dentina do ele-
mento dental submetido ao clareamento'!*. A seguinte ordem
de susceptibilidade foi encontrada: incisivos inferiores>incisivos
laterais superiores>incisivos centrais superiores>caninos®!?'4,
Assim, os efeitos adversos pos-clareamento sao mais intensos
nos dentes com menor espessura de esmalte/dentina.

O contato de agentes clareadores diretamente com a dentina,
mesmo aqueles com baixa concentragao de PH, tal como 7,5%,
¢ capaz de resultar em danos celulares intensos, comparaveis
aqueles causados por géis que contém altas concentragdes de
PH, tais como 20% e 35% de PH. Portanto, a aplicagao desses
agentes deveria ser evitada em dreas com exposicao de dentina,
como por exemplo, margens restauradoras defeituosas, areas de
erosio, abfragio e atrigio e areas de recessao gengival. E extre-
mamente importante que seja realizado um minucioso exame
clinico antes da utilizacao de agentes clareadores para que areas
de exposi¢ao dentindria sejam detectadas e adequadamente
protegidas.

CONCLUSAO

Considerando-se as limitagdes do presente estudo in vitro, os
resultados demonstraram que agentes clareadores sao capazes
de se difundir através de uma barreira dentinaria de 0,5 mm
de espessura e mesmo em baixas concentragdes de PH podem
produzir efeitos toxicos irreversiveis as células pulpares. Desta
forma, o clareamento dental deve ser evitado em pacientes que
apresentem dentes com areas de exposicao dentinaria até que
essas areas sejam devidamente protegidas.
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ABSTRACT

Objective: To evaluate the cytotoxic effects of bleaching gels
with different concentrations of hydrogen peroxide (HP) on
odontoblast-like cells, when applied directly on dentin. Mate-
rial and method: Fifty dentin discs (0.5 mm thick) were adapted
in artificial pulp chambers (APC) and MDPC-23 cells were seed
on the pulpal side. The discs were divided into 5 groups (n=10):
G1: HP 7.5%; G2: HP 20%; G3: HP 35%; G4: gel with no HP; and
Gb5: no treatment (control). The gels were applied on the occlusal
side of the discs for 2x of 15 min. Cellular viability (MTT assay)
and morphology (SEM) were analyzed immediately after the
bleaching procedure. Data of cellular viability were submitted
to Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests (a=0.05). Results:
Significant reduction in cellular viability was seen for all HP

concentrations in comparison to the control (G5). However, no
statistical significant difference was seen among the concentra-
tions of HP. Likewise, there was no statistical difference betwe-
en the control group (G5) and the group where the gel with no
HP was applied (G4). Conclusion: All HP concentrations caused
severe cytotoxic effects on the odontoblast-like cells when ap-
plied directly on dentin. However, the intensity of the cytotoxic
effect was not influenced by the concentration of the HP inclu-
ded in the bleaching gel. Clinical significance: Within the limi-
tations of this in vitro study, the results strongly indicate that
dental bleaching procedures should not be performed directly
on areas of dentin exposure.

Keywords: Dental bleaching; Dentin; Dentin permeability;
Cytotoxicity; Hydrogen peroxide; Odontoblasts.
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