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Ortecho Zuta U. Efeito da ativação enzimática de um gel clareador sobre a cinética de 

degradação do peróxido de hidrogênio, eficácia clareadora, difusão e citotoxicidade 

trans-amelodentinária [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de 

Odontologia da UNESP; 2017. 

 

RESUMO 

 

No presente estudo, a enzima horseradish peroxidase (HRP) foi empregada como 

agente catalizador de um gel contendo 35% de peróxido de hidrogênio (H2O2), 

objetivando a aceleração da sua taxa de decomposição em radicais livres, aumento 

sobre a eficácia clareadora e minimização da citotoxicidade indireta sobre células 

pulpares. Três grupos experimentais foram estabelecidos: CN: sem tratamento; 

PH35%: 35% de H2O2 e PH35%+HRP: 35% de H2O2 com adição de HRP (10 mg/mL). 

A cinética de degradação do H2O2 e liberação de radicais livres foram avaliados nos 

períodos de 0, 5, 10 e 15 min, por meio de sondas fluorescentes específicas. A eficácia 

clareadora foi avaliada em espectrofotômetro UV-vis (E) durante 6 sessões (3x15 

min), em discos de esmalte e dentina simulando incisivos inferiores (2,3 mm de 

espessura). Para análise biológica, o clareamento foi realizado sobre discos 

adaptados em câmaras pulpares artificiais, sendo o meio de cultura em contato com 

a dentina (extrato) coletado e aplicado por 1 h sobre células MDPC-23 previamente 

semeadas (80% confluência). A viabilidade celular (teste de MTT), morfologia (MEV), 

lesão à membrana citoplasmática (ensaio de live/dead) e estresse oxidativo (carboxy-

H2DCFDA) foram avaliados. Discos não submetidos ao clareamento foram 

empregados como controle negativo. Observou-se que na presença de HRP houve 

aceleração da degradação do H2O2 com concomitante aumento na formação de 

radicais livres em comparação ao gel sem adição da enzima. Estes resultados foram 

correlacionados com o aumento significante nos valores de E em todas as sessões 

para o gel com HRP em relação ao grupo PH35%, sendo detectada intensa 

aceleração do efeito clareador. A citotoxicidade trans-amelodentinária foi 

significativamente minimizada na presença de HRP, para todos os parâmetros 

testados. Este efeito foi associado a redução significativa na difusão de H2O2 residual 

e radicais livres pela estrutura dental no grupo contendo HRP em relação ao grupo 



  

PH35%. Concluiu-se que a adição da HRP em géis clareadores a base de H2O2 

acelera e otimiza o efeito clareador, bem como minimiza a difusão de subprodutos 

pela estrutura dental, reduzindo o efeito tóxico do produto sobre células 

odontoblastóides in vitro. Este efeito foi associado a intensa aceleração da 

decomposição do H2O2 no gel clareador, mediado pela HRP. 

   

Palavras-Chave: Clareamento dental. Peróxido de hidrogênio – Toxicidade. 

Odontoblastos. 

 

 



  

Ortecho Zuta U. Effect of enzymatic activation of bleaching gel on hydrogen peroxide 

degradation rate, bleaching effectiveness, diffusion and trans-enamel/trans-dentinal 

cytotoxicity [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 

UNESP; 2016. 

 

ABSTRACT  

In the present study, the horseradish peroxidase (HRP) enzyme was used as a 

catalytic agent of a 35% hydrogen peroxide (H2O2) bleaching gel aiming to  accelerate 

its degradation, increase the bleaching effectiveness and reduce the toxic effects on 

pulp cells. Three experimental groups were stablished: CN: no treatment; PH35%: 

35% H2O2 and PH35%+HRP: 35% H2O2 in contact with HRP (10 mg/mL). H2O2 

degradation rate and free radicals release was assessed after 0, 5, 10 and 15 min, 

with specific fluorescence probes. Bleaching effectiveness in the presence or absence 

of HRP was assessed with a UV-vis spectrophotometer (E) on enamel/dentin discs 

simulating mandibular incisors (2.3 mm thickness) throughout 6 bleaching sessions 

(3x15 min). For the biological assays, bleaching protocol was performed onto discs 

adapted to artificial pulp chambers, and the culture medium in contact with dentin 

surface (extract) was collected and applied for 1 h on odontoblast-like MDPC-23 cells 

previously seeded (80% confluence). The cell viability (MTT assay), morphology 

(SEM) cell membrane damage (live/dead assay) and oxidative stress (carboxy-

H2DCFDA) were evaluated. The amount of residual H2O2 and free radicals capable to 

diffuse through the discs was quantified. Discs not subjected to bleaching were used 

as negative control. According to the results, in the presence of HRP there was 

acceleration of H2O2 degradation associated with increased generation of free radicals 

in comparison to plain H2O2 solution. These results were correlated with increased E 

values at each bleaching session on HRP-containing gel relative to positive control, 

resulting in significant acceleration of bleaching effect. The trans-enamel and trans-

dentinal cytotoxicity was significantly minimized in the presence of HRP, for all tested 

parameters. This effect was associated with reduced H2O2 and free radicals diffusion 

through dental structure for the group containing HRP in comparison to positive control. 

It was concluded that adding HRP to bleaching gels promotes an optimization and 

acceleration of tooth bleaching, associated with minimization of residual H2O2 diffusion 



  

and odontoblast-like cells cytotoxicity, mediated by increased release of highly 

oxidative molecules on tooth surface.  

Key-words: Tooth bleaching. Hydrogen peroxide – Toxicity. Odontoblasts. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Os produtos empregados no clareamento dental são baseados no peróxido 

de hidrogênio (H2O2), uma espécie reativa derivada do oxigênio capaz de se difundir 

pelo esmalte dental e promover a oxidação de componentes orgânicos presentes no 

tecido dentinário (Goldberg et al.33, 2010; Eimar et al.29, 2012; Ubaldini et al.74, 2013; 

Carey et al.12, 2014). Como o H2O2 apresenta baixo potencial de oxidação, acredita-

se que existe a necessidade desta molécula se dissociar em radicais livres, tais como 

radicais hidroxila (HO), peri-hidroxila (HO2
) e superóxido (O2

), para que o 

clareamento ocorra de forma efetiva. No entanto, já foi amplamente demonstrado na 

literatura que uma grande quantidade de H2O2-livre não reagido é capaz de se difundir 

pela estrutura dental até a câmara pulpar durante as diferentes terapias clareadoras 

realizadas na Odontologia Estética (Hanks et al.35, 1993; Benetti et al.1, 2004; 

Camargo et al.11, 2007; Marson et al.41, 2015). 

Tradicionalmente, géis com elevadas concentrações de H2O2 têm sido 

empregados no clareamento dental de consultório (30-40% H2O2), visando a 

aceleração do procedimento clareador, obtendo-se, assim, resultados estéticos 

rápidos (Reis et al.48, 2011; He et al.36, 2012; Tay et al.70, 2012; Reis et al.49, 2013; 

Santana et al.53, 2014; de Paula et al.22, 2015). No entanto, apesar de estudos clínicos 

demostrarem intensa alteração de cor do elemento dental a partir da primeira sessão 

de clareamento, uma alta incidência de sensibilidade dental é relatada pelos pacientes 

que se submetem a esta terapia, cuja intensidade varia de moderada a severa (He et 

al.36, 2012). Evidências científicas têm correlacionado este efeito adverso com maior 

difusão de H2O2 residual pela estrutura de esmalte e dentina, levando a um dano 

oxidativo nas células pulpares, seguido de ruptura da membrana celular, expressão 

gênica de mediadores pro-inflamatórios e morte celular por necrose (Bitter et al.4, 

1998; Schrank et al.55, 2005; Cecarini et al.14, 2007; da Costa et al.23, 2010; Soares et 

al.58, 2013). Desta forma, apesar dos excelentes efeitos estéticos obtidos com o 

emprego destes produtos na clínica odontológica, os mesmos têm sido questionados 

do ponto de vista biológico (Cooper et al.18, 2010; Lee et al.39, 2013; Cooper et al.19, 

2014; Soares et al.59, 2014; Marson et al.41, 2015; Soares et al.60, 2015). 
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Diante deste cenário, novas alternativas têm sido propostas para minimizar 

a concentração de H2O2-livre não reagido na estrutura dental durante o clareamento 

de consultório (de Souza Costa et al.26, 2014). Uma interessante proposta baseia-se 

no aumento da taxa de decomposição do H2O2 em radicais livres, com o objetivo de 

otimizar a reação do produto com a estrutura dental, minimizando, assim, a presença 

de H2O2 residual com potencial para causar danos oxidativos no tecido pulpar (Duque 

et al.28, 2014). A velocidade de reação e os subprodutos gerados a partir da 

decomposição do H2O2 podem ser alteradas na presença de metais de transição, os 

quais promovem a catálise do H2O2 em HO e HO2
 por meio das reações de fenton 

ou like-fenton (Bishop et al.3,1968; Torres et al.71, 2010; Travassos et al.73, 2010; 

Torres et al.72, 2013; Duque et al.28, 2014). No entanto estas reações podem resultar 

em precipitação de sub-produtos escurecidos na superfície dental, reduzindo a 

efetividade do clareamento (Schrank et al.55, 2005; Suty et al.68, 2004). Outros estudos 

têm demonstrado que o uso de extratos naturais ricos em enzimas oxidantes, tais 

como a peroxidase e a catalase, também apresentam efeito positivo sobre a eficácia 

clareadora in vitro via aumento na formação de radicais livres, com a vantagem de 

não haver precipitação de subprodutos na superfície dental (Travassos et al.73, 2010; 

Gopinath et al.33,2013).  Assim, no presente estudo objetivou-se avaliar a o efeito da 

enzima peroxidase sobre a cinética de degradação do H2O2, eficácia clareadora e 

citotoxicidade trans-amelodentinária de um gel clareador com 35% de H2O2. 
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7 CONCLUSÃO 

De acordo com a metodologia utilizada no presente estudo, pode-se 

concluir que a adição da enzima horseradish peroxidase como agente catalisador em 

géis clareadores com 35% de H2O2 acelera e otimiza o efeito clareador do produto. 

Isto ocorre devido ao aumento da taxa de degradação do H2O2 em radicais livres, o 

que minimiza a difusão de H2O2 residual pela estrutura dental, reduzindo o efeito 

tóxico sobre células pulpares em cultura. 
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