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INTRODUÇÃO
A hipersensibilidade dental tem sido considerada como pro-

blemática central das terapias clareadoras, sobretudo do clare-
amento de consultório1,2. Sabe-se que o H2O2 livre não reagido 
proveniente dos agentes clareadores é capaz de se difundir pelas 
estruturas dentais mineralizadas até atingir o tecido pulpar, cau-
sando dano oxidativo e reação inflamatória, com consequente 
ativação de nociceptores3-7. Por essa razão, terapias clareadoras 
alternativas têm sido pesquisadas e desenvolvidas para mini-
mizar os efeitos nocivos mediados pelos agentes clareadores de 
consultório tradicionais sobre o complexo dentino-pulpar8,9.

Dentre essas estratégias, pesquisadores têm proposto o em-
prego de agentes dessensibilizantes e remineralizantes previa-
mente, durante ou após as terapias clareadoras, como fluore-
tos, nitrato de potássio e fosfato/gluconato de cálcio10-14. Já foi 
demonstrado que géis clareadores contendo cálcio e flúor na 
sua composição resultam na formação de depósitos minerais na 
superfície dental após clareamento, o que foi associado a me-
nores alterações na estrutura de esmalte15-17. Acredita-se que a 
deposição desta camada mineral durante o clareamento mini-
mize a difusão de H2O2 residual para a câmara pulpar12,13. Um 
interessante estudo clínico randomizado demonstrou que géis 
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RESUMO
Objetivo: Avaliar a citotoxicidade de um agente clareador 

contendo 2% de gluconato de cálcio (GC) sobre células pulpares 
humanas (HDPCs). Materiais e Métodos: Discos de esmalte-den-
tina adaptados em câmaras pulpares artificiais (CPAs) foram 
posicionados em compartimentos de forma que a dentina per-
maneceu imersa em meio de cultura, enquanto que o esmalte foi 
submetido ao clareamento com géis a 20% de H2O2 contendo ou 
não GC, durante 1x 45, 1x15 ou 1x5 minutos. No controle positi-
vo foi realizado clareamento com 35% de H2O2 aplicado por 1x 
45 minutos, sendo que no controle negativo nenhum tratamen-
to foi realizado sobre o esmalte. A viabilidade celular (teste do 
MTT) e a difusão trans-amelodentinária de H2O2 (violeta leuco-
-cristal/peroxidase) foram avaliadas (ANOVA/Tukey α = 5%; n 
= 8). Resultados: Foi observada redução significativa na viabili-
dade celular em todos os grupos clareados quando comparados 

ao controle negativo (p < 0,05); no entanto, os grupos expostos 
aos géis contendo 20% de H2O2, com ou sem GC, apresentaram 
valores de viabilidade celular significativamente superiores ao 
controle positivo (p < 0,05). A redução da viabilidade celular e a 
difusão de H2O2 residual para os grupos clareados com 20% de 
H2O2 foi proporcional ao tempo de contato dos produtos com 
a superfície dental, sendo que a presença de GC resultou em 
minimização significativo do efeito tóxico/difusão de H2O2 para 
os protocolos 1x 15 e 1x 5 min (p < 0,05). Conclusão: A presença 
de 2% de GC nos géis com 20% de H2O2 resulta em redução 
da difusão de H2O2 residual pela estrutura dental e do efeito 
citotóxico sobre células pulpares humanas, quando o produto é 
aplicado por curtos períodos sobre a superfície dental.

PALAVRAS-CHAVE: Clareamento dental; Polpa dentária; 
Citotoxicidade.
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com 20 ou 35% de H2O2 contendo de 2% de gluconato de cál-
cio (GC), aplicados por 45 minutos na estrutura dental hígida, 
resultaram em ausência de relatos de sensibilidade dental em 
83,3% e 73,3% dos pacientes, sendo que apenas 6,7% e 10,0% dos 
participantes apresentaram sensibilidade moderada a intensa, 
respectivamente13. Na ausência de GC, os pacientes submetidos 
a uma aplicação de 45 minutos de um gel com 35% de H2O2 
relataram sensibilidade dental em 100% dos casos, sendo 86,7% 
considerada de moderada a intensa11. Em estudo histopatológico 
realizado em incisivos inferiores humanos, foi demonstrado que 
o clareamento por 45 minutos com um gel contendo 35% de H2O2 
associado a 2% de GC resultou em alterações pulpares menos 
intensas quando comparados ao gel com 35% H2O2 sem GC em 
sua composição. No entanto, apesar dos efeitos adversos serem 
menos intensos, áreas de necrose tecidual ainda foram observa-
das nos grupos expostos ao agente clareador com GC6.

Outros pesquisadores demonstraram que a citotoxicidade de 
agentes clareadores é proporcional à concentração de H2O2 no 
produto e ao tempo de contato com a estrutura dental5,7. Assim, 
surge a hipótese de que o emprego de géis com baixa dosagem 
de H2O2 contendo GC e aplicados por curtos períodos de tempo 
na estrutura dental pode ser uma alternativa interessante para 
o clareamento de dentes com pequena espessura de esmalte e 
dentina, tal como incisivos, os quais são mais susceptíveis aos 
efeitos adversos do clareamento dental sobre o complexo denti-
no-pulpar7,12. Assim, o objetivo do presente estudo foi avaliar a 
citotoxicidade trans-amelodentinária sobre células pulpares hu-
manas de um gel com 20% de H2O2 e 2% de GC, de acordo com 
o protocolo de aplicação sobre a estrutura dental.

MATERIAIS E MÉTODOS

Preparo das amostras
Discos de esmalte/dentina foram obtidos a partir da superfície 

vestibular de incisivos bovinos (24-30 meses), por meio de uma 
broca trefina diamantada (Dinser brocas diamantadas Ltda., São 
Paulo, SP, Brasil) acoplada a uma furadeira de bancada (FSB 16 
Pratika; Schultz, Joinville, SC, Brasil), de maneira que os discos 
apresentaram 5,6 mm de diâmetro. A padronização da espes-
sura dos discos foi realizada a partir do desgaste da superfície 
de dentina com lixas d’água de granulação 400 e 600 (T469-SF; 
Norton, Saint Gobam Abrasivos Ltda., Jundiaí, SP, Brasil) até 
a obtenção da espessura de 3,5 mm, com o objetivo de simular 
incisivos superiores5.

Cultura Celular
Células pulpares humanas foram isoladas a partir de 3o mo-

lares de pacientes jovens (18-20 anos) indicados para exodontia, 
de acordo com aprovação pelo comitê de ética em pesquisa da 
faculdade de odontologia de Arararquara, SP, Brasil (CAAE: 
6422516.3.0000.5416). O tecido pulpar coletado foi incubado em 
uma solução de colagenase tipo I (3 mg/mL; Worthington Bio-
chemical Corporation, Lakewood, NJ, EUA) por 2 horas para 
obtenção da cultura primária de células pulpares humanas 
(HDPCs). Em seguida, as células liberadas foram mantidas em 
DMEM completo (Dulbecco´s modified eagle médium; suple-
mentado com 10% de soro fetal bovino-SFB, 100 IU/mL de pe-
nicilina, 100 μg/mL estreptomicina, 2 mmol/L glutamina; Gibco, 

Grand Island, EUA) por 3 horas, sendo as células aderentes ex-
pandidas até obtenção do número necessário para realização 
do experimento. Células na passagem 5-6 foram semeadas em 
placas de 96 compartimentos (10.000 células/ compartimento) se-
guido de incubação a 37oC e 5% CO2 por 24 horas, para obtenção 
de um padrão de 80% de confluência.

Procedimento Experimental
Os discos foram adaptados em câmaras pulpares artificiais 

(CPAs) por meio de dois anéis de silicone, sendo realizado veda-
mento entre a margem de esmalte dos discos e da CPA com cera 
# 75. Os conjuntos discos/CPAs foram esterilizados por meio de 
óxido de etileno, sendo então posicionados em placas de 24 com-
partimentos (Corning Inc, New York, USA) contendo 1 mL de 
DMEM sem SFB. A superfície de dentina permaneceu em íntimo 
contato com o meio de cultura, e a superfície de esmalte foi expos-
ta para realização do procedimento clareador. Um gel clareador 
com 35% de H2O2 (pH 5,0; Whiteness HP 35; FGM, Joinville, FC, 
Brasil) aplicado por 45 minutos sobre os discos foi empregado 
como grupo controle positivo, desde que diversos estudos de-
monstraram o intenso potencial citotóxico deste protocolo sobre 
HDPCs, seguindo a mesma metodologia empregada no presente 
estudo5,7. O gel com 20% de H2O2 (pH 5,0) foi obtido a partir da 
diluição do gel empregado no controle positivo em água deio-
nizada, imediatamente antes do procedimento clareador, sendo 
um gel comercial (pH 9,0; Whiteness HP Blue 20; FGM) contendo 
20% de H2O2 na fase líquida e um espessante contendo 2% de glu-
conato de cálcio (GC) selecionado para comparação. Para estes 
produtos, diferentes períodos de aplicação foram avaliados. Os 
grupos experimentais estão demonstrados na Tabela 1. Imedia-
tamente após o clareamento, o meio de cultura em contato com 
a dentina, agora denominado de extrato, foi coletado e aplicado 
(100 µL) por 1 hora sobre as HDPCs previamente cultivadas.

Tabela 1 - Grupos experimentais

tratamento Protocolo de aplicação

- sem tratamento (controle negativo)

35% H2O2 3 x15 minutos

20% H2O2 1 x45 minutos

20% H2O2 1 x15 minutos

20% H2O2 1 x 5 minutos

20% H2O2 + GC 1 x45 minutos

20% H2O2 + GC 1 x15 minutos

20% H2O2 + GC 1 x 5 minutos

Viabilidade celular
Imediatamente após o período de exposição aos extratos, as 

células foram incubadas a 37oC e 5% CO2 por 4 horas com DMEM 
suplementado com solução a 5 mg/mL do sal de MTT (metilte-
trazolium; Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA) em tampão 
fosfato (PBS) na proporção 10:1. Em seguida, os cristais de for-
mazan foram dissolvidos em isopropanol acidificado (Sigma-Al-
drich), sendo a absorbância da solução resultante mensurada a 
570 nm (Synergy H1, Biotek, Winooski, VT, EUA). O valor médio 
de absorbância do grupo controle negativo (CN) foi considerado 
como 100% de viabilidade celular.
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Quantificação do H2O2 nos extratos
Para quantificar a difusão de H2O2 através dos discos de esmal-

te/dentina, imediatamente após o clareamento, uma alíquota do 
extrato (100 µL) foi transferida para placas de 24 compartimentos 
contendo 900 µL de uma solução tampão acetato (2 mol/M, pH 4.5), 
com o objetivo de estabilizar o H2O2. Um volume de 500 µL desta 
solução foi transferida para tubos contendo 100 µL de leucocristal 
violeta (0,5 mg/ml ; Sigma-Aldrich), 50 μL de uma solução da en-
zima hoserhardish peroxidase (1 mg/ml; Sigma-Aldrich) e 2,750 
mL de água destilada. A absorbância da solução foi mesurada em 
espectrofotômetro no comprimento de onda de 596 nm (Synergy 
H1, Biotek). Os valores de densidade óptica foram convertidos 
em µg de H2O2 por mL de extrato (curva padrão), sendo estes 
transformados em porcentagem, considerando-se o grupo con-
trole positivo (35% 3x15) como 100% de difusão de H2O2 residual.

RESULTADOS
Foi observada redução significativa na viabilidade celular em 

todos os grupos clareados quando comparados ao controle ne-
gativo (p<0,05), conforme demonstrado na Figura 1. No entanto, 
os grupos clareados com os géis contendo 20% de H2O2, com ou 
sem GC, apresentaram valores de viabilidade celular significati-
vamente superior ao controle positivo (p<0,05). Observou-se que 
a redução da viabilidade celular para os grupos clareados com 
20% de H2O2 foi proporcional ao tempo de contato dos produtos 
com a superfície dental, sendo que a presença de GC resultou em 
minimização significativa do efeito tóxico apenas para os proto-
colos 1x 15 e 1x 5 min (p<0,05). Os resultados de difusão de H2O2 
(Figura 2) corroboram os achados de viabilidade celular, sendo 
demonstrado que os géis com 20% de H2O2 apresentaram difu-
são significativamente inferior àquela observada para o controle 
positivo (p<0,05), bem como que a difusão foi proporcional ao 
tempo de contato do produto com a superfície dental. Valores 
numéricos de difusão de H2O2 significativamente inferiores nos 
grupos do gel com 20% de H2O2 contendo GC em relação aos 
mesmos protocolos para o gel 20% de H2O2 sem CG foram de-
tectados para os protocolos 1x 15 e 1x 5 min (p<0,05).

DISCUSSÃO
Já é bem demonstrado na literatura que géis clareadores den-

tais que apresentam elevadas concentrações de H2O2 em sua com-
posição promovem danos irreversíveis ao tecido pulpar3,4,6. Desta 
maneira, inúmeras pesquisas têm sido realizadas para estabele-
cer novos parâmetros para o clareamento dental de consultório, 
técnica indicada a ser realizada sob a supervisão do cirurgião-
-dentista8. Para o aperfeiçoamento da técnica, novas formulações 
e protocolos de aplicação têm sido propostos, tais como a redução 
da concentração do gel e do tempo de exposição do mesmo com 
a estrutura dental5,6, individualização do protocolo clareador de 
acordo com a espessura do substrato de esmalte e dentina7, asso-
ciação com agentes dessensibilizantes e remineralizantes10,12,14,17, 
bem como a adição de ativadores químicos ao gel clareador18. 
Dentre as alternativas testadas, foi demonstrado que géis cla-
readores de consultório contendo GC promovem minimização 
da sensibilidade dental relatada pelos pacientes12,13, bem como 
dos efeitos tóxicos sobre o complexo dentino-pulpar6. Porém, 
os efeitos adversos em incisivos humanos ainda foram conside-
rados intensos para o protocolo recomendado pelo fabricante 

(40-50 minutos) para os géis contendo 35% ou 20% de H2O2 e 2% 
de GC6. Desta forma, no presente estudo buscou-se avaliar os 
efeitos biológicos de um gel clareador contendo 20% de H2O2 e 
2% de GC sobre células pulpares humanas (HDPCs) de acordo 
com o tempo de aplicação do produto sobre a superfície dental.

Conforme demonstrado por Soares et al.5 (2014), no presente 
estudo observou-se uma relação tempo-concentração dependen-
te nas terapias clareadoras em relação a difusão trans-ameloden-
tinária de H2O2, bem como sobre a citoxicidade frente as HDPCs. 
Para o gel com 20% de H2O2, observou-se minimização do efeito 
tóxico em torno de 1,6 vezes quando o tempo de contato foi re-
duzido de 45 para 15 minutos, e de em torno de 2,5 vezes para o 
tempo de 5 minutos. Este efeito foi mais pronunciado para o gel 
com 20% de H2O2 contendo GC, sendo em torno de 2,0 e 2,8 vezes 
para os protocolos 1x 15 e 1x 5 min, respectivamente, em relação 
ao protocolo 1x 45 min. Em comparação com o protocolo 35% 1x 
45 min, redução em torno de 4,5, 7,3 e 11,5 vezes na toxicidade 
foi observada para os protocolos 20% 1x 45, 1x 15 e 1x 5 min, res-
pectivamente, enquanto que este efeito foi em torno de 5,9, 11,9 
e 16,3 vezes para os protocolos 20%+GC 1x 45, 1x 15 e 1x 5 min, 
respectivamente. Assim, pode-se inferir que a presença de GC 
no gel clareador promoveu uma minimização do efeito tóxico do 
gel com 20% de H2O2, sendo este efeito mais pronunciado quan-
do o produto foi aplicado por curtos períodos sobre a estrutura 
dental. Esta redução no efeito citotóxico pode ser correlacionada 

Figura 1 - Gráfico de barras representativo da média (valores numéricos) e desvio-
-padrão da porcentagem de viabilidade celular. Letras diferentes indicam diferen-
ças estatisticamente significantes entre os grupos experimentais (Tukey; p<0,05).

Figura 2 - Gráfico de barras representativo da média (valores numéricos) e desvio-
-padrão da porcentagem de difuão de peróxido de hidrogênio. Letras diferentes 
indicam diferenças estatisticamente significantes entre os grupos experimentais 
(Tukey; p<0,05).
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com uma menor difusão de H2O2 pela estrutura dental para o gel 
contendo GC em relação ao produto de mesma concentração de 
H2O2, porém, sem GC na sua composição.

Em estudo recente, Roderjan et al.6 (2015) realizaram avaliação 
de sensibilidade dental, eficácia clareadora e alterações histolopa-
tológicas do tecido pulpar, em dentes submetidos ao clareamento 
com um gel contendo 35% de H2O2 e 2% de GC em sua compo-
sição. Neste estudo, foi possível observar que a presença de GC 
não interferiu com a eficácia clareadora; no entanto, apenas 20% 
dos pacientes clareados com o gel com GC relataram sensibili-
dade dental, enquanto que 100% dos pacientes expostos ao gel 
com mesma concentração de H2O2, porém sem GC na sua com-
posição, relataram este fenômeno clínico. Em relação às análises 
histolopatológicas, foi observado no protocolo de clareamento 
convencional (gel com 35% de H2O2; 3x 15 ou 1x 45 min) uma 
extensa área de necrose de coagulação na polpa coronária em 90% 
dos incisivos inferiores, associada à deposição de dentina repa-
radora. Entretanto, 60% dos incisivos inferiores clareados com o 
gel contendo 2% de GC apresentaram áreas de necrose/dentina 
reparadora, as quais foram descritas como menos extensas, en-
quanto que 30% dos dentes apresentaram deposição de dentina 
reacional associada à inflamação moderada do tecido pulpar6.

Além dos danos ao tecido pulpar, sabe-se que as alterações 
estruturais no conteúdo mineral do esmalte dental que advém 
das terapias clareadoras19 resultam em um quadro erosão na su-
perfície de esmalte, tornando-o mais poroso, facilitando, assim, 
a difusão de H2O2 pela estrutura dental20,21. De acordo com Pinto 
et al.22 (2017), formulações de agentes clareadores contendo cálcio 
mantêm os níveis desta molécula constante no esmalte ao longo 
do procedimento clareador. Por apresentar cálcio de forma satura-
da e, consequentemente, um pH básico, estes agentes clareadores 
promovem a deposição mineral sobre a superfície de esmalte bem 
como a incorporação de hidroxiapatita, o que leva a redução da 
susceptibilidade do esmalte à erosão17,22. O GC é um composto 
com elevada alcalinidade e baixa solubilidade, sendo amplamente 
utilizado em terapias de reposição de cálcio23,24. Sugere-se que a 
interação do H2O2 com GC durante o clareamento resulta na pre-
cipitação de cálcio na sua forma mineral na superfície de esmalte, 
bem como promove manunteção de um pH alcalino no gel clare-
ador, reduzindo a permeabilidade da estrutura dental durante o 
clareamento12. Torres et al.25 (2014), demonstraram que a efetivi-
dade do H2O2 em oxidar substratos orgânicos é proporcional ao 
pH da solução, sendo observado pico de efetividade no pH 8,0 
a 9,0. Este efeito tem sido associado ao aumento na formação de 
espécies reativas derivadas do oxigênio (EROs) em pH alcalino, 
as quais efetivamente promovem o clareamento dental25,26.

No presente estudo, foi demonstrado que a difusão de H2O2 
residual pela estrutura dental foi menor no gel contendo GC em 
comparação ao produto de mesma concentração do princípio 
ativo. Pode-se sugerir que este efeito tenha sido decorrente da 
precipitação mineral na superfície de esmalte, o qual minimizou 
a difusão de H2O2 pela estrutura dental, conforme demonstrado 
por Furlan et al.17 (2017). Por outro lado, o pH alcalino do produto 
pode ter interferido, em um mecanismo envolvendo formação 
mais intensa de EROs25, reduzindo, portanto, a quantidade de 
H2O2 residual capaz de se difundir pelo esmalte e dentina, desde 
que o pH do gel contendo GC foi de 9,0 enquanto que o gel sem GC 
apresentou pH de 5,0. No entanto, apesar da presente investigação 

ter demonstrado que a presença do cálcio em terapias clareadoras 
seja capaz de reduzir a citotoxicidade trans-amelodentinária via 
redução da difusão de H2O2 residual, é importante considerar que 
a aplicação do gel sobre a superfície de dental por de 45 minutos 
representa risco de toxicidade para as células pulpares, indepen-
dente de sua associação com 2% de GC. A redução da toxicidade 
foi mais efetiva quando a modificação do protocolo de aplicação 
sobre a superfície dental, onde períodos mais curtos, entre 5-15 
minutos por sessão clareadora apresentam-se como alternativas 
promissoras. No entanto, já foi demonstrado que a eficácia cla-
readora é negativamente influenciada pela redução do tempo de 
contato de agentes clareadores na estrutura dental5. Por outro 
lado, foi recentemente demonstrado que protocolos de clareamen-
to baseados em baixas concentrações de H2O2 e reduzido tempo 
de contato são capazes de promover clareamento dental similar 
ao protocolo tradicional no mesmo período de tempo, quando 
aplicados sobre substrato dental delgado, como incisivos infe-
riores7. Assim, pode-se considerar que o produto clareador com 
20% de H2O2 e 2% de GC aplicado por curtos períodos de tempo 
na estrutura dental apresenta-se como uma alternativa promis-
sora para o clareamento de dentes com reduzida espessura de 
esmalte/dentina. No entanto, estudos adicionais são necessários 
para comprovar a eficácia clareadora e segurança biológica destes 
protocolos alternativos quando aplicados em situações clínicas.

CONCLUSÃO
Concluiu-se que a presença de gluconato de cálcio a 2% em 

géis com 20% de H2O2 é capaz de minimizar a difusão trans-
-amelodentinária de H2O2 residual pela estrutura dental, bem 
como o efeito citotóxico sobre células pulpares humanas, quando 
o produto é aplicado por curtos períodos (5 a 15 minutos) sobre 
a superfície dental. Desta forma, a partir deste estudo in vitro, 
podemos sugerir que a presença de cálcio no agente clareador é 
uma alternativa clínica interessante visando à redução da toxici-
dade sobre o complexo dentino-pulpar e, consequentemente, do 
quadro doloroso da sensibilidade dental in vivo.
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ABSTRACT
Objective: To evaluate the cytotoxicity of a bleaching agent 

containing 2% calcium gluconate (CG) on human pulp cells (HD-
PCs). Materials and Methods: Enamel-dentin disks adapted in 
artificial pulp chambers (CPAs) were placed in compartments 
so that dentin remained immersed in culture medium, while the 
enamel was subjected to bleaching with 20% H2O2 gels contain-
ing or not CG for 1x 45, 1x15 or 1x5 minutes. In the positive 
control, bleaching was performed with 35% H2O2 applied for 
1x 45 minutes, and in the negative control no treatment was 
performed on the enamel. Cell viability (MTT test) and trans-
enamel and trans-dentinal diffusion of H2O2 (leuco-crystal vio-
let / peroxidase) were evaluated (ANOVA / Tukey α = 5%, n = 8). 
Results: A significant reduction in cell viability was observed in 
all bleached groups when compared to the negative control (p 

<0.05); However, groups exposed to gels containing 20% H2O2, 
with or without CG, had significantly higher values   of cell vi-
ability than the positive control (p <0.05). The reduction of cell vi-
ability and the diffusion of residual H2O2 to the bleached groups 
with 20% H2O2 was proportional to the contact time of the prod-
ucts with the dental surface, and the presence of CG resulted in 
a significant minimization of the toxic /diffusion effect of H2O2 
For the 1x15 and 1x5min protocols (p <0.05). Conclusion: The 
presence of 2% GC in gels with 20% H2O2 results in reduction 
of residual H2O2 diffusion by dental structure and cytotoxic ef-
fect on human pulp cells when the product is applied for short 
periods on the dental surface.

KEYWORDS: Tooth bleaching; Dental pulp; Cytotoxicity.
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