
Citotoxidade de diferentes concentrações de hipoclorito de 
sódio sobre osteoblastos humanos

RESUMO
Objetivo: Avaliar o efeito citotóxico de diferentes concentrações de hipoclorito de sódio sobre uma cultura de células de osteoblastos huma-
nos (linhagem HOB).
Métodos: Culturas confluentes de osteoblastos humanos (linhagem HOB) foram obtidas em meio de Dulbecco modificado, suplementado 
com 10% de soro fetal bovino e submetidas a incubações com hipoclorito de sódio (concentrações de 0,5; 1,0; 2,5 e 5,25%) durante trinta 
segundos. O grupo controle foi representado por células incubadas em fosfato de potássio. A avaliação da viabilidade celular foi realizada 
através do teste de exclusão com azul de Trypan, em triplicata. Durante o período de incubação, imagens foram registradas através de um 
microscópio óptico invertido, para avaliação da morfologia celular.
Resultados: Verificou-se que no grupo controle havia 98,7% de células viáveis, morfologicamente normais, enquanto que nos grupos experi-
mentais, células viáveis não foram observadas. A cinética de citotoxidade seguiu tendência dependente da concentração. 
Conclusão: O hipoclorito de sódio nas concentrações 0,5; 1,0; 2,5; 5,25%, incubado por trinta segundos em cultura de osteoblastos huma-
nos é citotóxico.
Termos de indexação: hipoclorito de sódio; irrigantes do canal radicular;  osteoblastos; toxicidade.

ABSTRACT
Objective: To evaluate the cytotoxic effect of different amounts of sodium hypochlorite, on a culture of human osteoblastos (HOB) cells.
Method: Cultures of human osteoblasts (HOB) in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) supplemented with 10% of bovine fetal serum 
were incubated in sodium hypochlorite (concentrations of 0.5; 1.0; 2.5 and 5.25%) for thirty seconds. The control group was represented by cells 
incubated in phosphate buffered saline (PBS). Cell viability was assessed by means of 0.4% trypan blue dye exclusion test, in triplicate. During the 
incubation period, images were recorded through an inverted optic microscope to evaluate the cellular morphology.
Results: In the control group 98.7% of viable cells were verified, without morphology alterations, while no viable cells were observed in the 
experimental groups. The kinetics of cytotoxity was concentration-dependent. 
Conclusion: It was concluded that there was a cytotoxic effect on cultures of human osteoblasts incubated for thirty seconds in sodium hypochlorite 
in all concentrations (0.5; 1.0; 2.5 and 5.25%).
Indexing terms: sodium hypochlorite;  root canal irrigants; osteoblas;  toxicity.
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INTRODUÇÃO

O sucesso da terapia endodôntica depende muito do 
procedimento de limpeza dos sistemas de canais radiculares, o 
qual, por sua vez, objetiva a redução de microorganismos pre-
sentes na luz dos canais e na porção mais superficial dos túbulos 
dentinários, no tratamento de dentes com polpas infectadas, ou 
a manutenção da assepsia durante o tratamento de dentes vitais, 

bem como a remoção da smear layer e demais detritos, também 
presentes nos canais radiculares1. Entre as principais substâncias 
químicas auxiliares empregadas nesse procedimento, destaca-se 
o Hipoclorito de Sódio (NaClO). O NaClO tem sido ampla-
mente utilizado, tanto no tratamento endodôntico de dentes de-
cíduos como nos permanentes na etapa de limpeza dos canais2.

Dentre as ações do NaClO destacam-se sua 
capacidade de digerir matéria orgânica, ser bactericida, 
favorecer a remoção da smear layer e os detritos, remover 
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gorduras através do processo de saponificação e reatividade a 
Cálcio1. Esta última propriedade promove desmineralização, 
facilitando a abertura dos túbulos dentinários3, clareamento 
do substrato dental e neutralização dos metabólitos 
bacterianos. Essas propriedades, somadas ao baixo custo da 
solução, fazem do NaClO o irrigador de primeira escolha 
durante o tratamento endodôntico. Contudo, não existe 
consenso sobre sua concentração ideal, principalmente 
considerando a efetividade na desinfecção dos canais 
radiculares e o potencial tóxico. O NaClO a 5,25% 
apresentou esterilização imediata4 e dissolução de tecido 
necrótico5. Contudo, resultados negativos são apontados, 
no que tange à toxidade, levando às recomendações 
para diluição a menores concentrações5. Clinicamente, a 
utilização do NaClO a 3%, como controlador da hemorragia 
em pulpotomias de dentes decíduos, apresentou resultados 
favoráveis, sem evidências de alteração pulpar6. Contudo, a 
diluição do NaClO reduz tanto a capacidade antimicrobiana5 
quanto a de diluição de tecido orgânico7. Outros estudos 
in vitro não encontraram diferenças na desinfecção obtida 
pelo NaClO nas concentrações de 1%, 2,5% e 5,2%8 
assim como entre 0,2% e 2%9 e, clinicamente, entre o 
NaClO a 0,5% e a 5%10. De acordo com Siqueira et al.11, 
a frequência e o volume de irrigação podem compensar o 
efeito da concentração. Contudo, Briseño et al.12 relataram 
maior eficácia na desinfecção após utilização do NaClO a 
2%, quando comparado àquela que se obtém a 1%. Para 
estes autores, o efeito está relacionado à maior rapidez de 
dissolução tecidual, obtida pelas soluções mais concentradas. 
Outros estudos já haviam demonstrado que a capacidade 
antimicrobiana e de dissolução de matéria orgânica são 
concentração-dependente, ou seja, maior concentração 
maior desinfecção e dissolução5,7.

A determinação da concentração ideal seria, então, 
aquela que combina máximo efeito antimicrobiano e menor 
toxicidade10. Tanto em dentes vitais quanto não vitais, casos 
de extrusão da solução irrigadora ocorrem, ainda que o 
dente seja completamente maduro e com ápice intacto13. 
Assim, a avaliação do potencial de citotoxicidade é de 
grande relevância na seleção de um irrigante para os canais 
radiculares. Considerando que o tratamento endodôntico 
pode envolver dentes permanentes jovens, nos quais o forame 
não está completamente formado, ou dentes decíduos em 
que a região apical pode apresentar-se reabsorvida devido ao 
processo fisiológico de esfoliação, a avaliação do potencial 
citóxico do NaClO é imperiosa para garantir a segurança do 
procedimento. Ante ao exposto, torna-se importante analisar 
os efeitos citotóxicos causados por diferentes concentrações 
de hipoclorito de sódio. 

MÉTODOS

Cultivo celular
Para o ensaio de citotoxidade, culturas confluentes de 

osteoblastos humanos (linhagem HOB)14 foram obtidas em 
meio Dulbecco’s modified Eagle’s medium (DMEM) suplementado 
com 10% de soro fetal bovino15, em garrafas de plástico de 
25cm2 (Falcon, New Jersey, EUA). As células resultantes 
foram separadas por adição de 0,25% tripsina (Sigma, St. 
Louis, EUA) por cinco minutos a 37ºC. Para inativação da 
tripsina, foram adicionadas gotas de soro às garrafas e as 
células em suspensão foram transferidas para um tubo de 
ensaio. Em seguida, as células foram centrifugadas por 
cinco minutos (300 g) a 4ºC e o sobrenadante descartado. O 
precipitado foi ressuspenso em 2ml de DMEM suplementado 
com 10% de soro fetal bovino. Alíquotas de 100µl foram 
retiradas para avaliação da densidade e viabilidade celular. Para 
tanto, utilizou-se contagem em hemocitômetro, ajustando 
a densidade para 1x106 células/ml, que foram inoculadas 
em garrafas de cultura de células, acrescentando-se 7ml de 
DMEM suplementado com 10% de soro fetal bovino. As 
culturas foram mantidas em estufa a 37ºC com 5% de CO2 
por 48 horas, até formarem monocamadas15.

Ensaio de citotoxidade
Decorridas as 48 horas de cultivo, o meio de cultura 

foi retirado, as células lavadas em 0,145M NaCl tamponado 
em 0,01M fosfato de potássio (PBS) e submetidas a incuba-
ções com NaClO (concentrações de 0,5; 1,0; 2,5 e 5,25%). 
Todas as soluções foram preparadas a partir de um estoque de 
NaClO a 6,5% (VETEC, São Paulo, Brasil), utilizando como 
diluente solução salina tamponada (PBS). As soluções foram 
usadas imediatamente após o preparo e titulação, para confir-
mação das concentrações de cada solução. Alíquotas de 1ml 
de cada solução de NaClO foram incubadas com as culturas 
de células por trinta segundos6. O grupo controle foi repre-
sentado por células incubadas em tampão PBS.

Decorridos trinta segundos, realizou-se avaliação da 
viabilidade celular, através do teste de exclusão com azul de 
Trypan. Para tanto, as soluções foram aspiradas das garrafas 
de cultura e a elas foram acrescentados 4ml tripsina por cinco 
minutos a 37ºC15. Em seguida, as células em suspensão foram 
transferidas para tubos de ensaio e centrifugadas por cinco 
minutos (800 g), a 4ºC. O sobrenadante foi então descartado 
e o precipitado ressuspenso em 1ml de DMEM suplementado 
com 10% de soro fetal bovino. Alíquotas de 1ml desta 
solução foram transferidas para tubos de ensaio, aos quais se 
adicionou 500µl de solução de azul de Trypan (0,4%)16 por 
cinco minutos. A contagem de células marcadas ou não com 
o corante foi realizada em triplicata.
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Microscopia óptica
Durante o contato com as diferentes concentrações 

de NaClO e com a solução controle, imagens foram registra-
das através de um microscópio óptico invertido, acoplado a 
uma câmera fotográfica, sob aumento de 400x.

RESULTADOS

Os resultados demonstraram que a viabilidade celular 
das culturas tratadas com diferentes concentrações de NaClO 
foi diferente do controle. Assim, verificou-se que no grupo 
controle havia 98,7% de células viáveis, enquanto que nos 
experimentais, células viáveis não foram detectadas (Tabela 
1). A cinética de citotoxidade seguiu tendência dependente 
da concentração, ou seja, quanto maior a concentração mais 
rápida foi a morte celular.

A microscopia óptica revelou que, após incubação 
das células de osteoblastos humanos (linhagem HOB) 
com NaClO, se observou imediato desprendimento das 
células da garrafa de cultura, as quais não se apresentavam 
pleomórficas (Figura 1A), passando a assumir formato 
mais circular (Figuras 1B e 1C). Em seguida, constatou-se a 
progressiva lise celular, até sua completa dissolução (Figura 
1D), pouco antes de trinta segundos. No grupo controle, 
as células observadas apresentavam-se morfologicamente 
normais.

Tabela 1. Viabilidade celular (%) frente a cada uma das concentrações de 
	 NaClO testadas durante trinta segundos de incubação.

Figura 1. 	Efeito tóxico do tratamento de células HOB com 0,5% NaClO 
	 por trinta segundos. Fotomicrografias obtidas por microscopia  
	 óptica invertida (aumento original de 50x). A) Momento inicial  
	 antes do tratamento com NaClO; B) Início da alteração da  
	 morfologia celular; C) Início do desaparecimento das células e D)  
	 Completa dissolução celular.

DISCUSSÃO

Durante o tratamento endodôntico, a fase de preparo 
químico-mecânico é importante e combina a ação dos 
instrumentos e utilização de substâncias químicas auxiliares. 
Embora estas soluções devam se restringir ao canal radicular, 
podem alcançar os tecidos periapicais, o que torna imperioso 
o conhecimento dos processos biológicos que ocorrem entre 
os tecidos e os materiais utilizados.

A compreensão dos processos celulares é uma tarefa 
difícil e os modelos experimentais in vitro, como a cultura de 
células, representam importante meio para estudo do efeito 
tóxico dos materiais dentários17. Estes estudos representam os 
primeiros testes sobre a toxidade de um material e contribuem 
para tornar as pesquisas, utilizando modelos animais, mais 
seguras, o que parece ser de grande utilidade, considerando os 
aspectos éticos da pesquisa. Ressalta-se que a limitação destes 
testes deve ser considerada no momento da interpretação 
dos resultados, e os experimentos desenvolvidos em cultura 
celular não substituem aqueles desenvolvidos com outros 
modelos experimentais. Indubitavelmente, a cultura celular é 
mais sensível aos efeitos tóxicos das drogas do que a região 
periapical. In vivo, as células fagocíticas, vasos sanguíneos e 
linfáticos diluem as substâncias e possibilitam sua eliminação, 
o que não ocorre nos testes de citotoxidade18.

Diversas são as metodologias para testes de 
citotoxidade, como redução do tetrazólio (MTT)19, 
incorporação do vermelho neutro20, incorporação da timidina 
tritiada21, dentre outras. A metodologia aplicada no presente 
estudo constitui uma técnica rápida e de fácil execução, que 
utilizou o teste de exclusão de células mortas com azul de 
Trypan. Células viáveis são impermeáveis a este corante, 
uma vez que sua penetração na célula indica a perda da 
integridade de sua membrana22. Esta metodologia tem sido 
empregada para avaliação do efeito tóxico de inúmeros 
materiais odontológicos23-24. A análise complementar das 
fotomicrografias permitiu a determinação da morfologia 
celular. Ambos os métodos são considerados simples e de 
fácil reprodutibilidade25.

O hipoclorito de sódio é uma solução irrigante 
bastante utilizada em Endodontia, tanto pela sua capacidade de 
dissolver tecidos orgânicos quanto pelo seu efeito bactericida1. 
Sobre as proteínas, ele exerce efeito desnaturante26, por isso, 
em contato com os osteoblastos e demais células, a primeira 
porção a sofrer os danos é a membrana citoplasmática, visto 
que esta é composta por proteínas dispostas entre a bicamada 
lipídica. Desta forma, quando há desnaturação proteica a 
camada de lipídeos é desfeita, desorganizando a membrana. 

Os resultados obtidos corroboram os achados 
descritos na literatura, comprovando efeito tóxico acentuado 
do NaClO5,25. Pashley et al.27 já haviam demonstrado a 
citotoxidade de várias diluições da solução de NaClO a 
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5%, empregando três modelos de testes biológicos. Dentre 
os testes realizados, observou que injeções subcutâneas 
das diferentes concentrações do NaClO provocaram 
ulcerações de pele nos animais, promovendo intensa resposta 
inflamatória. Estudos também defendem que a diluição 
de NaClO a menores concentrações reduz sua ação sobre 
os tecidos, e consequentemente a citotoxidade7. Outros 
estudos corroboram o presente trabalho, demonstrando 
que, até mesmo em pequenas concentrações como a 0,5%, o 
NaClO tem efeito tóxico sobre cultura de células eucariotas16 
e fibroblastos28. Como já ressaltado, a interpretação dos 
resultados de estudos in vitro deve ser cuidadosa, pois testes 
de contato celular direto são mais sensíveis que modelos in 
vivo. Pulpotomias realizadas em dentes decíduos de primatas29 
e humanos6, utilizando o NaClO a 3%, não apresentaram 
evidências de necrose pulpar ou outras alterações, levando 
à recomendação da utilização deste medicamento durante a 
amputação da polpa coronária em pulpotomias29.

De acordo com Torneck30, a magnitude das reações 
teciduais, frente às substâncias utilizadas durante a terapia 
endodôntica, é influenciada por alguns fatores como: a) tipo, 
concentração e apresentação; b) quantidade ou volume da 
solução empregada; c) método para levar a solução ao canal; 
d) tamanho do forame apical, e) condições do periodonto; f) 
tempo de contato com a substância e, g) suscetibilidade do 
hospedeiro à injúria. Assim, a ampla utilização do NaClO 
durante a terapia endodôntica, tanto em dentes decíduos 
como em dentes permanentes, requer alguns cuidados, 
como a concentração, volume e forma de utilização. Em 
dentes decíduos, esses cuidados devem ser redobrados no 
momento da irrigação3, pois nesses dentes a região apical 
pode se apresentar aumentada, devido ao processo fisiológico 
de reabsorção, facilitando o extravasamento da solução 
irrigadora. Além disso, o germe do sucessor permanente 
localiza-se28 intimamente na região de ápice do decíduo, 
sendo protegido apenas, em certos estágios, por uma delgada 
camada de osso.

Sabe-se ainda que nesta região ocorre constante 
remodelação óssea, com concomitante reabsorção, com 
os osteoclastos e formação óssea e com os osteoblastos. 

Assim, o extravasamento de NaClO pelo ápice pode 
interferir no processo de neoformação óssea, ao agir 
diretamente sobre osteoblastos responsáveis pela formação 
óssea, podendo ocorrer também descalcificação de uma 
eventual barreira de osso delgado, permitindo que o germe 
dentário permanente seja exposto a essa substância e sofra 
alterações na sua formação e maturação. Ao extravasar 
pelo ápice, além dos osteoblastos, fibroblastos e células 
sanguíneas presentes na região periapical também podem 
ser afetadas.

Dessa forma, apesar da ampla utilização do NaClO 
como principal solução irrigadora durante o preparo químico-
mecânico dos canais radiculares, os cuidados recomendados 
na literatura científica devem ser adotados durante a sua 
utilização, tais como: irrigação lenta com simultânea aspiração 
e irrigação final com solução fisiológica, a fim de minimizar 
a ocorrência de extravasamento e de danos aos tecidos 
periapicais, uma vez que o potencial tóxico destas soluções 
foi demonstrado. 

CONCLUSÃO

Considerando as limitações deste trabalho quanto à 
linhagem celular utilizada e metodologia empregada, pode-se 
concluir que o NaClO, nas concentrações 0,5; 1,0; 2,5; 5,25%, 
incubado por trinta segundos em cultura de osteoblastos 
humanos é citotóxico, apresentando efeito rápido e direto 
sobre as células. 
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