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RESUMO

O clareamento de dentes vitais tornou-se um dos principais procedimentos
estéticos na Odontologia. O peréxido de carbamida é o principio ativo mais utilizado
em clareamento caseiro e, por ter carater oxidante, sua seguranca biolégica ainda
nao foi bem estabelecida. Este estudo procurou avaliar a inducdo de dano genético
na mucosa gengival normal exposta ao clareador caseiro Opalescence com peroxido
de carbamida a 15% utilizando o teste de microndcleo. Trata-se de um estudo clinico
composto por 45 individuos, sendo 20 do Grupo Controle e 25 do Grupo
Experimental (clareamento). Trés coletas foram realizadas: no dia zero, no dia 14 e
no dia 24 (dez dias apés o término do clareamento). 2000 células por paciente foram
contadas e analisadas, quanto a presenca de micronucleos, a cada coleta. O
material foi obtido com cytobrush e corado com May-Grundwald Giemsa. Para
analise dos resultados entre os grupos foi utilizado o teste Mann-Whitney (P<0,05),
gue encontrou diferenca estatisticamente significante entre as medianas do dia 24 (P
= 0,018). O mesmo néo foi constatado nas coletas dos dias O (P = 0,292) e 14 (P =
0,274). Para andlise intra-grupos, pré e poés tratamento, foi realizado o teste de
Friedman (P<0,05), que encontrou diferenca estatisticamente significante no Grupo
Experimental quando comparadas as coletas dos dias 0 e 24 (P = 0,002). O mesmo
nao foi encontrado quando comparados os momentos do Grupo Controle (P =
0,736). Concluiu-se que o gel clareador Opalescence 15% apresentou atividade
genotoxica in vivo, mas estudos adicionais, que separem o principio ativo do gel dos

demais componentes, S40 necessarios.

PALAVRAS-CHAVE: micronucleo, genotoxicidade, peréxido de carbamida



ABSTRACT

The teeth vital bleaching became one of the main esthetic procedures in
Dentistry. The carbamide peroxide is the most commonly used active ingredient for
at-home whiteners and, for being an oxidizing agent, its biological safety is not well
known. This study investigated the induction of a genetic damage in a normal
gingival mucosa exposed to a dental bleaching agent, Opalescence, composed by
15% carbamide peroxide, through the micronucleus assay. It is a clinical study
composed by 45 subjects, 20 of a Control Group and 25 of a Experimental Group
(bleaching). There were made three collects: day zero, day 14 and day 24 (ten days
after the end of bleaching). In each collect were scored and analyzed, for the
micronucleus incidence, 2000 cells per pacient, collected with cytobrush and stained
with May-Grundwald Giemsa. For statistical analyses between the two groups, the
Mann-Whitney test (P<0,05) was used, and there was a statistically significant
difference between the medians in day 24 (P = 0,018). The same results were not
observed in the collects on the days zero (P = 0,292) and 14 (P = 0,274). For
analyses intra-group, pre and post treatment, was used the Friedman test (P<0,05),
that observed a statistically significant difference on the Experimental Group when
compared the collects on the days zero and 14 (P = 0,002). This result was not
observed when compared the same collect moments in the Control Group (P =
0,736). These findings indicated that the Opalescence 15% had a genotoxic activity
in vivo, but more studies are necessary, isolating the carbamide peroxide of the other

components.

Key words: micronucleus, genotoxicity, carbamide peroxide
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1. INTRODUCAO

Dentre os procedimentos de ordem estética em odontologia, o clareamento
dos dentes vitais tornou-se um dos mais populares, sendo utilizado, muitas vezes,
de forma indiscriminada. A proposta de se utilizar agentes oxidantes para clarear
dentes vitais € muito antiga, foi sugerida por Ames, em 1937. Com o passar dos
anos houve um aprimoramento dos produtos e da técnica de realizacdo de
clareamento, abrindo-se, assim, um grande leque de produtos na industria
cosmética. Em 1989, foi descrita pela primeira vez por Haywood e Heymann a
técnica na qual o agente clareador é colocado em uma moldeira personalizada.

Atualmente, o perdxido de carbamida € o principio ativo mais utilizado em
procedimentos de clareamento caseiro. Essa substancia é instavel, facilmente se
dissociando em uréia e peréxido de hidrogénio (HAYWOOD E HEYMANN, 1989;
FASANARO, 1992). Neste tipo de técnica, como os dentes ndo sao isolados, os
tecidos moles da mucosa oral ficam expostos ao agente clareador por periodos
relativamente longos. Por ser um agente oxidante, o peréxido de hidrogénio tem sido
associado com fen6menos de carcinogénese, genotoxicidade, citotoxicidade e
envelhecimento (LINK, 1988). Essa associa¢cédo baseia-se na acao de radicais livres
como o anion superoxido (O,) e o ion hidroxila (OH"), originarios da quebra do
peréxido de hidrogénio. Esses radicais podem alterar proteinas e DNA, podem
interferir negativamente na membrana celular e induzir mutagdes (IMLAY e LINN,
1988; POWELL e BALLES, 1991).

Estdo disponiveis no mercado duas modalidades de produtos a base de
peréxido de carbamida: com ou sem carbopol. Esta substancia tem natureza
tixotrépica, que € responsavel pela maior retencdo do produto no interior da
moldeira, fazendo com que a liberagdo de oxigénio seja lenta e, portanto,
aumentando o tempo de acdo do produto. As apresentagcdes comerciais para uso
caseiro tem o perdxido de carbamida na concentracdo de 10%, 15%, 16% e 21%,
enquanto para o uso em consultorio a concentragéo € de 35%.

O mecanismo de acéo proposto para o peréxido de carbamida reside na sua
atuacdo como agente oxidante. A sua dissociacdo em peroxido de hidrogénio e
uréia, seguida da liberacdo de radicais livres de oxigénio, associada a uréia

convertida em amonia e diéxido de carbono, confere a esta substancia a capacidade



de interagir com os croméforos, com a formacdo de subprodutos mais claros,
conduzindo, assim, a alteragdo da cor dos dentes. Este processo quimico de
clareamento apresenta um ponto de saturacéo, a partir do qual os danos aos tecidos
dentais sdo maiores do que os beneficios. Estes danos sédo representados pela
fragilidade e pela porosidade do esmalte dental (TAM, 1992; PAIXAO e
HOEPPNER, 1997). A acdo das enzimas peroxidase e catalase da saliva s&o
fundamentais na liberacdo destes metabdlitos (TAM, 1992).

E necessario o monitoramento semanal da modificacdo de coloracéo dental e
das condi¢Oes bucais e gerais do paciente para identificar lesdes gengivais, irritacao
gastrica por ingestdo do produto e hipersensibilidade dentaria. O tempo de
exposicdo ndo deve ultrapassar o periodo de quatro semanas (PAIXAO e
HOEPPNER, 1997).

Por outro lado, o uso indiscriminado ou abusivo destes produtos pode,
hipoteticamente, levar & ocorréncia de efeitos adversos locais e/ou sistémicos. Uma
possivel acao irritante deste peroxido manifesta-se como ulceracdes na gengiva
exposta ao produto. Estudos conduzidos em animais proporcionaram alguns
subsidios no que se refere a toxicidade desta substancia. Sinais de toxicidade
aguda, além de ulceracbes na mucosa gastrica, foram encontrados em ratos (LI,
1996).

1.1. Per6xido de Carbamida e seus efeitos deletérios

7 hY

Uma éarea de permanente interesse € a que se refere a seguranca na
exposicdo a produtos quimicos. Todas as possibilidades de interagdo com
macromoléculas celulares devem ser investigadas. Por se tratar de um peroéxido,
existe a possibilidade dos radicais livres de oxigénio liberados causarem lesdes as
estruturas celulares. Weitzman et al. (1986), utilizando hamsters como modelo
experimental para carcinogénese oral, demonstraram alguns resultados
interessantes. Foram estudados os efeitos das aplicacdes topicas de peroxido de
hidrogénio, duas vezes por semana, no epitélio bucal de hamsters. Os animais
foram tratados com peréxido de hidrogénio, com perdxido de hidrogénio e o

cancerigeno 9, 10-dimetil-1,2-benzantraceno (DMBA), ou com DMBA somente. Nos



animais tratados com 30% de peroxido de hidrogénio, o exame histopatologico, apos
22 semanas, revelou hiperceratose, hiperplasia em todos os animais com células
hipercromaticas e displasia leve; tumores ndo foram vistos em quatro dos nove
roedores. Nos animais tratados apenas com DMBA, trés dos sete (43%)
desenvolveram carcinoma epidermoide. Seis dos 11 (55%) animais tratados com
DMBA mais 3% de peroxido de hidrogénio e cinco de cinco (100%) animais tratados
com DMBA mais peroxido de hidrogénio 30% (P = 0,054) desenvolveram
carcinoma. Assim, o peroxido de hidrogénio pode, por si sO, induzir alteracdes
patologicas frequentemente associadas com lesbes pré-neoplasicas, podendo
também aumentar a carcinogénese quando associado ao DMBA.

Woolverton et al. (1993) investigaram dois produtos a base de peréxido de
carbamida a 10% (um com Carbopol e outro sem Carbopol) quanto a letalidade e
genotoxicidade apds administracdo oral em ratos e quanto a citotoxidade em
fibroblastos de ratos in vitro. A genotoxicidade foi medida utilizando-se o teste de
micronucleos e foi negativa para os dois agentes, em comparagdo com 0s controles
positivos e negativos. Ambos foram considerados seguros para uso em humanos,
pois se mostraram menos toxicos do que outros compostos amplamente utilizados
em odontologia.

Quando peréxido de hidrogénio a 35 % foi aplicado na mucosa de ratos
Wistar duas vezes por semana durante trés meses consecutivos, Gomez et al.
(2002) encontraram alteracdes na ciclina D e no antigeno pl16 que sao, por sua vez,
observadas nos periodos iniciais do desenvolvimento de uma lesdo cancerosa.
Todavia, a comparagdo com 0s ratos do grupo controle que receberam apenas agua
destilada, ndo demonstrou diferenca significativa, possibilitando concluir que o uso
cronico de peroéxido de hidrogénio, mesmo em altas concentracfes, ndo determinou
alteracdes no ciclo celular normal.

Albuquerque et al. (2002) avaliaram a influéncia da aplicacdo topica de
peréxido de carbamida na expressdo imunohistoquimica do antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) na mucosa oral da lingua de ratos. O tratamento foi feito
uma vez por semana por trés semanas consecutivas. Agua destilada foi aplicada no
lado controle. Os animais foram sacrificados nos dias zero, 10, e 20 depois da ultima
aplicacdo. A porcentagem de células basais epiteliais positivas em cada lado da
mucosa da lingua foi calculada (experimental e controle). O resultado demonstrou

que a aplicacdo tépica de peroxido de carbamida a 10% aumenta a expressao



imunohistoquimica do PCNA na camada basal do epitélio da mucosa oral de ratos
no dia zero depois do tratamento. Concluiu-se que o0 uso em curto periodo de
peréxido de carbamida a 10% induz proliferacdo celular epitelial transitoria da
mucosa oral de ratos.

Estudo in vitro realizado por Ribeiro et al. (2006) analisou o potencial
genotoxico dos agentes clareadores dentais pelo teste do cometa. Este ensaio
avaliou a inducdo do dano genético antes da atuacdo dos mecanismos de reparo
inerentes a célula. Para este estudo foram utilizadas células de ovario de hamster
chinés (CHO) in vitro, que foram expostas a seis agentes clareadores dentais
comercialmente disponiveis (Clarigel Gold — Dentsply; Whitespeed — Discus Dental;
Nite White — Discus Dental; Magic Bleaching— Vigodent, todos com perdxido de
hidrogénio a 16% e Whiteness HP — FGM e Lase Peroxide — DMC com peroéxido de
hidrogénio a 35%). Os resultados encontrados sugerem que os clareadores dentais
podem atuar como agente causal de danos no DNA e que os dois produtos com
uma concentracdo de peroxido de hidrogénio mais elevada induziram lesGes mais

severas no genoma.

1.2. Genética Toxicolbgica

Como ha uma relacdo causal direta entre fatores etiolégicos externos ao
organismo e o desenvolvimento do cancer, uma das estratégias de prevencado desta
moléstia consiste na identificacdo de agentes quimicos capazes de introduzir lesdes
no conteudo informacional da célula, seguida da implementacdo de medidas de
controle do risco genético - visando diminuir a exposicdo humana a esses
compostos. O papel central da Genética Toxicologica refere-se a identificagdo de
agentes capazes de induzir mutacdes génicas e aberracdes cromossdémicas, tanto
estruturais como numéricas, bem como de eventos recombinacionais mitéticos. A
justificativa para este posicionamento baseia-se no fato de que esses eventos estao
envolvidos em diversas desordens da saude humana, que incluem desde anomalias
neuroldgicas - associadas com o processo gradual e progressivo do envelhecimento

- até a inducao de tumores malignos.



Na tentativa de tracar o perfil genotoxico e/ou carcinogénico de um
determinado produto quimico s@o primeiramente empregados testes de curta
duracdo - que tem como desvantagem maior a obtencédo tanto de resultados falso-
positivos quanto de falso-negativos. Em funcdo dessas observacdes, torna-se
premente a utilizacdo de diferentes sistemas-teste que permitam acompanhar todos
0s tipos de lesBes possiveis de serem introduzidas no DNA celular (RAMEL, 1988).
Sistemas amplamente utilizados em baterias de ensaios de curta duracéo incluem o
teste de Ames e o teste de micronucleo. Analisando os dados compilados a partir de
estudos conduzidos entre 1964 e 1985 - quando esses ensaios foram aplicados na
avaliacdo de 951 agentes quimicos - foi possivel constatar respostas variaveis,
conforme a classe e o mecanismo de acao das substancias (ISHIDATE, HARNOIS e
SOFUNI, 1988). Uma vez que os resultados de genotoxicidade - obtidos em
multiplas abordagens experimentais, tanto in vitro como in vivo - mostraram
respostas muitas vezes incompativeis, Ashby eTennant, em 1991, avaliaram as
respostas de 300 agentes quimicos que haviam sido previamente investigados
utilizando teste de Ames e de testes de carcinogenicidade. Esses compostos foram
subdivididos em dois grandes grupos, onde o parametro foi a presenca ou a
auséncia de um ou mais grupamentos quimicos especificos denominados de
estruturas de alerta - representadas por um atomo de nitrogénio ligado a um anel
aromatico e o potencial eletrofilico associado a um atomo halogénio reativo. O
conjunto dos resultados acusou uma alta correlagcdo entre a presenca destas
estruturas quimicas e a atividade mutagénica - expressa como 84%, para aqueles
compostos previamente diagnosticados como indutores de cancer, e de 66% para 0s
nao-carcinogénicos. Entretanto, as estruturas de alerta investigadas demonstraram
uma baixa correlacdo no que se refere a acdo carcinogénica desses compostos
(ASHBY e TENNANT, 1991; SKIPPER, 2009).

Os produtos comerciais para clareamento dental sdo misturas de diferentes
compostos quimicos. Em funcdo desta caracteristica, as interacdes entre o0s
diferentes componentes podem criar as condi¢des necessarias para a inducdo de
lesbes ao nivel do DNA ou, ao contrario, anular a acdo de alguma substancia
isoladamente considerada genotoxica. Este comportamento ambiguo é esperado
para os compostos fendlicos, pois ha& relatos de genotoxicidade e de

antimutagenicidade para o eugenol - um representante desta classe (MUNERATO,



2005). Adicionalmente, uma citotoxicidade excessiva pode, muitas vezes, conduzir a
uma atividade mitogénica, que por sua vez esta intimamente associada a promocao
tumoral. Torna-se evidente a necessidade de que seja investigado o comportamento

destes produtos, procurando caracterizar o seu perfil genotoxico.

1.3. A Citologia Esfoliativa de Mucosa Bucal e o Teste de Micronucleos

Papanicolaou e Traut (1941) caracterizaram a citologia esfoliativa como um
método simples, de baixo custo, confiavel e passivel de ser utilizado, em ambito
populacional, como forma de prevencédo e controle do cancer de colo de Gtero.

A citopatologia bucal permite a analise morfologica de células esfoliadas ou
raspadas da mucosa bucal. Por ser um método indolor, simples e de baixo custo
(BANOCZY, 1976), passou a ser utilizada como meio de diagndstico precoce do
cancer bucal. Silverman, Becks e Farber (1958), Sandler e Cahn (1960) e Sandler
(1964), comparando os exames histopatologicos e citopatolégicos, concluiram que a
citopatologia bucal € um método de diagndstico confidvel para a deteccédo do cancer
bucal em estagio precoce.

No entanto, sempre houve a ocorréncia de casos falso-negativos e falso-
positivos no emprego da técnica de Papanicolaou, quando comparada a
histopatologia no diagnostico do cancer bucal (SILVERMAN; BECKS; FARBER,
1958; SANDLER; CAHN, 1960; SANDLER, 1964).

Em decorréncia dos casos falso-negativos e falso-positivos da citopatologia
como diagnéstico do cancer bucal, buscou-se analisar as alteracdes do epitélio da
mucosa bucal clinicamente normal. A aplicacdo de técnicas quantitativas tem
aumentado a acuracia e sensibilidade da citopatologia bucal, dentre as quais se
destaca a avaliacdo dos micronucleos (MN).

Os micronudcleos séo formados a partir de fragmentos cromossémicos ou
cromatideos acéntricos e de cromossomos que se atrasaram, em relagcdo aos
demais, em sua migracdo para os poélos do fuso na anéfase sendo, portanto,
excluidos do novo nucleo formado na teloéfase. Estes MN sdo corpusculos que
contem DNA no citoplasma, sem qualquer conexao estrutural com o nucleo principal.

A sua formacado requer, pelo menos, uma divisdo celular depois que a quebra



cromossdmica ou cromatidica tenha ocorrido. Entdo, os MN observados nas células
da superficie epitelial surgem em populacdes de células da camada basal em
divisdo. Estas células migram da camada basal para a superficie do epitélio e, uma
vez coletadas por citologia esfoliativa, permitirdo a identificacdo e contagem dos
micronucleos induzidos (RIBEIRO,1991).

A formacédo de MN em células eucariéticas é um parametro importante para a
avaliacdo de danos cromossdmicos ou erros de segregacdo (GEARD e CHEN,
1990). A aplicacdo do teste do microndcleo a células esfoliadas de varios tecidos
humanos podera fornecer evidéncias tanto da exposicdo a agentes carcinogénicos e
clastogénicos, como da medida do grau do dano genético e, ainda, de uma
estimativa dos efeitos aditivos ou potencializadores quando varios carcinogénicos ou
agentes genotoéxicos atuam juntos (RIBEIRO, 1991). A frequéncia de MN em células
esfoliadas humanas pode ser utilizada como um “dosimetro enddégeno”, presente em
tecidos que sao alvos especificos de agentes genotdxicos e carcinogénicos (STICH
et al., 1985).

Os MN parecem ser marcadores simples, sua presenca aparece aumentada
em tecidos expostos a agentes carcinogénicos bem antes que qualquer sintoma
clinico seja evidente. Essa elevada frequéncia pode indicar uma probabilidade
aumentada de formacédo de quebras cromossémicas as quais, por sua vez, através
do efeito de tais alteracbes na expressdao de um oncogene, poderdo estar
associadas a transformacéo neoplasica (RIBEIRO, 1991).

As andlises de MN em células esfoliadas de tecido epitelial e em linfocitos
podem ser utilizadas para avaliar os danos citogenéticos induzidos por agentes
potencialmente cancerigenos aos quais as popula¢cdes humanas estdo usualmente
expostas (CAIRNS, 1981; STICH et al., 1982; LAND et al., 1983; BISHOP, 1987;
TOLBERT et al., 1991; PASTOR et al., 2001; HOLLAND, 2008).

As maiores limitacbes que o teste de micronucleos apresenta sdo: a) néo
diagnostica a natureza do dano nuclear induzido e b) existe uma consideravel
variacdo intra e interindividual (BONASSI e AU, 2002). No entanto, essa técnica
apresenta algumas vantagens: as ceélulas ndo necessitam ser cultivadas, os MN
podem refletir eventos genotodxicos que ocorreram nas celulas na camada basal nas
Gltimas trés semanas, a técnica é rapida, simples e as amostras sdo de facil
obtencéo (TOLBERT et al., 1991).



1.4. Incidéncia espontanea de micronucleos

Estudos experimentais indicam que a taxa espontanea de MN, observada nos
controles negativos, apresenta variacdes significativas que sao dependentes das
populac6es estudadas. Porém, esses valores estédo diretamente relacionados com o
namero de individuos analisados; com amostras pequenas observam-se valores
muito préximos de zero. Estes valores apontam para frequéncias que variam de
0,75% nos egipcios, 0,44% nos hindus, 0,38% nos mexicanos, 0,29% nos
canadenses e até 0,16% nos americanos (HEDDLE et al., 1991; TOLBERT et al.,
1992, TORRES-BUGARIN et al., 1998, MAJER et al., 2001). Ha dois relatos
referentes a populacédo brasileira apontando para uma frequéncia espontanea de
0,27% (DIETZ et al., 2000, MAJER et al., 2001). Segundo Titenko-Holland et al.
(1994), a média normal da frequéncia de MN varia consideravelmente de uma
populacao a outra, de 0,03% a 0,47%.



. OBJETIVO

Este estudo tem por:

Objetivo Geral:
Avaliar a inducdo de dano genético na mucosa gengival normal exposta ao
clareador caseiro Opalescence com peréxido de carbamida a 15%.

Objetivos especificos:

e Quantificar a frequéncia espontanea de MN na mucosa gengival utilizando o
Teste de Micronucleos e a coloragédo de May-Grunwald e Giemsa (MGG).

e Quantificar a frequéncia de micronucleos, apds o tratamento clareador caseiro
com perdxido de carbamida a 15%, utilizando o Teste de Micronucleos e a
coloracdo de May-Grunwald e Giemsa (MGG).
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RESUMO. O clareamento de dentes vitais tornou-se um dos
principais procedimentos estéticos na Odontologia. O peroxido de
carbamida é o principio ativo mais utilizado em clareamento caseiro
e, por ter carater oxidante, sua seguranca biolégica ainda nao foi
bem estabelecida. Este estudo procurou avaliar a inducédo de dano
genético na mucosa gengival normal exposta ao clareador caseiro
Opalescence com peroxido de carbamida a 15% utilizando teste de
micronucleo. Trata-se de um estudo clinico composto por 45
individuos, sendo 20 do Grupo Controle e 25 do Grupo Experimental
(clareamento). Trés coletas foram realizadas: no dia zero, no dia 14
e no dia 24 (dez dias apo6s o término do clareamento). A cada coleta
foram contadas e analisadas, quanto a presenca de micronucleos,

2000 células por paciente, coletadas com cytobrush e coradas com



May-Grundwald Giemsa. Para analise dos resultados entre os
grupos foi utilizado o teste Mann-Whitney (P<0,05), que encontrou
diferenca estatisticamente significante entre as medianas do dia 24
(P = 0,018). O mesmo néo foi constatado nas coletas dos dias zero
(P =0,292) e 14 (P = 0,274). Para analise intra-grupos, pré e pos
tratamento, foi realizado o teste de Friedman (P<0,05), que
encontrou diferenca significante estatisticamente no Grupo
Experimental quando comparadas as coletas dos dias zero e 24 (P =
0,002). O mesmo néo foi encontrado quando comparados o0s
momentos de coleta do Grupo Controle (P = 0,736). Concluiu-se que
o gel clareador Opalescence 15% apresentou atividade genotoxica
in vivo. Entretanto, estudos adicionais que separem o principio ativo

do gel dos demais componentes, sdo necessarios.

Palavras-chave: micronucleo, genotoxicidade, peréxido de

carbamida

INTRODUCAO

Dentre os procedimentos de ordem estética em odontologia, o clareamento
dos dentes vitais tornou-se um dos mais populares (MOKHLIS et al., 2000), sendo
utilizado, muitas vezes, de forma indiscriminada. Com o passar dos anos houve um
aprimoramento dos produtos e da técnica de realizacdo de clareamento, surgindo,
assim, um grande leque de produtos na industria cosmética. Em 1989, foi descrita
pela primeira vez por Haywood e Heymann a técnica na qual o agente clareador é
colocado em uma moldeira personalizada.

Atualmente, o peréxido de carbamida € o principio ativo mais utilizado em
procedimentos de clareamento caseiro (CABALLERO et al., 2006). Essa substancia
€ instavel, facilmente se dissocia em uréia e peroxido de hidrogénio (HAYWOOD E
HEYMANN, 1989; FASANARO, 1992). Nessa quebra, a concentracdo de peréxido
de hidrogénio se torna aproximadamente um terco da porcentagem original de
peréxido de carbamida (MOKHLIS et al.,, 2000). Em seguida, esse peroxido de
hidrogénio libera radicais livres de oxigénio e a uréia é convertida em amodnia e

dioxido de carbono, conferindo a esta substancia a capacidade de interagir com 0s



cromoforos, o que leva a formagdo de subprodutos mais claros determinando,
assim, a alteracdo da cor dos dentes (PAIXAO e HOEPPNER, 1997).

Por utilizar um composto de carater oxidante, a seguranca biolégica na
realizacdo do clareamento caseiro ainda ndo estd bem esclarecida na literatura.
Neste tipo de técnica, como os dentes ndo sdo isolados, os tecidos moles da
mucosa oral ficam expostos ao agente clareador por periodos relativamente longos.
Como um agente oxidante, o peroxido de hidrogénio foi associado com fenémenos
de carcinogénese, genotoxicidade, citotoxicidade e envelhecimento (LINK, 1988).
Essa associagdo baseia-se na acéo de radicais livres como o anion superoxido (O)
e o ion hidroxila (OH"), origindrios da quebra do peroxido de hidrogénio. Esses
radicais podem alterar proteinas e DNA e interferir negativamente na membrana
celular (IMLAY e LINN, 1988; POWELL e BALLES, 1991).

Utilizando hamsters, Weitzman, Weitberg e Stossel, em 1986, demonstraram
um aumento na ocorréncia de carcinoma epiderméide quando da utilizagdo de altas
concentracdes de peroxido de hidrogénio associado ao carcindgeno 9,10-dimetil-1,2-
benzantraceno (DMBA). Quando utilizado sozinho, o peroxido de hidrogénio induziu
alteracdes frequentemente associadas com lesdes pré-neoplasicas, como
hiperceratose, hiperplasias, nudcleos hipercromaticos e displasia de média
severidade, podendo também aumentar a carcinogénese quando associado ao
DMBA.

Quando peréxido de hidrogénio a 35 % foi aplicado na mucosa de ratos
Wistar, duas vezes por semana, durante trés meses consecutivos, Gomez et al.
(2002) encontraram alteracdes na ciclina D e no antigeno p16, que séo, por sua vez,
observados nos periodos iniciais do desenvolvimento de uma lesdo cancerosa.
Todavia, a comparacdo com o0s ratos do grupo controle que receberam apenas agua
destilada, ndo demonstrou diferenca significativa, possibilitando concluir que o uso
cronico de peroxido de hidrogénio, mesmo em altas concentracbes, né&o
determinaria alteragdes no ciclo celular normal.

Estudo in vitro realizado por Ribeiro et al. (2006) analisou o potencial
genotoxico dos agentes clareadores dentais pelo teste do cometa. Para este estudo
foram utilizadas células de ovéario de hamster chinés (CHO) in vitro que foram
expostas a seis agentes clareadores dentais comercialmente disponiveis. Os

resultados encontrados sugerem que os agentes clareadores dentais poderiam ser



um agente causal da inducéo de danos no DNA e uma concentracdo de peroxido de
hidrogénio mais elevada induziria lesbes mais severas no genoma.

Munro et al. (2006a) afirmaram que o uso de clareadores contendo peréxido
de hidrogénio ou peroxido de carbamida ndo parece representar um risco
aumentado de cancer bucal na populacdo em geral, incluindo usuérios de &lcool
e/ou fumantes pesados. Além disso, 0 uso destes agentes clareadores apresentou
seguranca até mesmo quando do uso acidental por criancas (Munro et. al. 2006b).

Embora alguns estudos sobre carcinogenicidade do peréxido de hidrogénio
sejam considerados inconclusivos, ainda é sugerida a possibilidade do mesmo atuar
como agente co-carcinogénico nas concentracdes usualmente empregadas na
clinica odontoldgica e nos clareadores de uso caseiro (WEITZMAN et al., 1986).

Tredwin et al. (2006) afirmaram que enquanto ndo for feita uma investigacao
clinica quanto a possivel carcinogenicidade do peréxido de hidrogénio, recomenda-
se que produtos clareadores ndo devem ser usados sem a protecao gengival e que
produtos contendo peréxido de hidrogénio devem ser evitados em pacientes com
tecidos moles doentes ou danificados.

Como ha uma relacdo causal direta entre fatores etiolégicos externos ao
organismo e o desenvolvimento do cancer, uma das estratégias de prevencao desta
moléstia consiste na identificacdo de agentes quimicos capazes de introduzir lesdes
no conteudo informacional da célula, seguida da implementacdo de medidas de
controle do risco genético - visando diminuir a exposicdo humana a esses
compostos.

Uma das formas de se identificar esses agentes genotdxicos € utilizando o
teste de micronucleo (MN). A frequéncia de microndcleos em células esfoliadas
humanas pode ser utilizada como um “dosimetro enddgeno”, presente em tecidos
gue sao alvos especificos de agentes genotoxicos e carcinogénicos (STICH et al.,
1985).

Os MN parecem ser marcadores simples e diretos e sua presenca aparece
aumentada em individuos expostos a agentes carcinogénicos (GATTAS et al.,
2001). Essa elevada frequéncia pode indicar uma probabilidade aumentada de
formacdo de quebras cromossdGmicas as quais, por sua vez, poderdo estar
associadas a transformacgéo neoplasica devido a interferéncia na expressao de um
oncogene (RIBEIRO, 1991, HOLLAND, 2008).



As andlises de MN em células esfoliadas de tecido epitelial e em linfocitos
podem ser utilizadas para avaliar os danos citogenéticos induzidos por agentes
potencialmente cancerigenos, aos quais as populacdes humanas estdo usualmente
expostas (CAIRNS, 1981; STICH et al., 1982; LAND et al., 1983; BISHOP, 1987;
TOLBERT et al., 1991; HOLLAND et al., 2008).

Considerando a controvérsia existente na literatura e a falta de estudos
clinicos em humanos, este trabalho tem o propoésito de avaliar a inducédo de dano
genético na mucosa gengival normal exposta ao clareador caseiro Opalescence com

perdxido de carbamida a 15%.

MATERIAIS E METODOS

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Odontologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. N° 02/09.

Sujeitos

Foram selecionados 25 pacientes para o Grupo Controle e 25 pacientes para
0 grupo de clareamento, cinco pacientes do grupo controle ndo compareceram a
segunda ou a terceira coleta e foram excluidos da amostra. Os critérios de excluséo
da amostra foram: a) individuos do género feminino; b) que ndo tenham entre 18 e
35 anos; ¢) com hipersensibilidade dentinaria; d) que tenham realizado algum tipo de
clareamento dental nos ultimos dois anos; e€) com periodontite ou que tenham
realizado tratamento periodontal nos ultimos seis meses; f) com problemas gastricos
(Ulceras pépticas, por exemplo); g) com alergias e respostas idiossincraticas a algum
componente do agente clareador; h) dentes com amelogénese ou dentinogénese
imperfeita; i) dentes com grau severo de fluorose; j) que tenham sido submetidos a
cirurgias orais no ultimo més; k) diabéticos; [) com histéria prévia ou atual de
neoplasia; m) com lesdes bucais clinicamente visiveis em tecidos moles; n)
alcoolistas; 0) com infecgcbes virais e/ou bacterianas; p) irradiacdo de face e
pescoco; ) uso de drogas ilegais e r) fumantes. ApOs a assinatura do

consentimento pds-informado, todos os pacientes responderam a um questionario



de saude e estilo de vida. A amostra foi de conveniéncia e selecionada a partir de

estudantes universitarios.

Grupo Experimental e Grupo Controle

A técnica de clareamento utilizada foi a do clareamento caseiro com moldeira
individualizada e foi utilizado o Opalescence 15%. Todos os pacientes foram
orientados a utilizar a moldeira durante a noite, por um periodo minimo de quatro
horas, durante 14 dias. A coleta de células da mucosa bucal foi realizada em trés
momentos: a coleta pré-tratamento no dia da entrega do agente clareador e duas
coletas pos tratamento (14 dias apds o inicio do clareamento e 10 dias apds o
encerramento do tratamento). O sitio da coleta de células foi gengiva inserida da
arcada superior na regido de premolar a premolar, utilizando um cytobrush para
raspar.

Para o Grupo Controle, a coleta de células foi realizada nos mesmos tempos
do Grupo Experimental, porém sem exposicdo a nenhum tipo de tratamento

clareador.

Andlise citogenética

Apbs a coleta, o cytobrush foi agitado em 20 ml de solucao tampéo colocada
em tubos Falcon de 50 ml e centrifugada, duas vezes, a 1500 rpm, por 10 minutos -
para obtencdo de um precipitado com alta concentracdo de células esfoliadas.
Foram obtidas quatro laminas por individuo a cada coleta, que foram coradas por
May-Grunwald Giemsa (MGG) (WILTGEN, 2007). Foi analisado um total de 2.000
células, bem distendidas e isoladas entre si, por individuo. As células que
apresentaram alteracOes degenerativas foram descartadas (cariolise, cariorrexe,
picnose ou fragmentacao nuclear).

A avaliacdo das laminas ocorreu em teste cego e o observador foi calibrado.
Os nucleos foram avaliados em aumento de 400X (Figura 1), segundo critérios de
Tolbert et al. (1992) e Sarto (1987), e no aumento de 1000X quando a célula

apresentava microndcleo.



Figura 1. Teste de micronucleos. Células do epitélio oral com micronucleos (aumento de 400X) (a,b).

Analise estatistica

Para verificar a influéncia do fator idade nos resultados, foi utilizado o teste T.
Inicialmente, foram empregados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk
para verificar se a amostra preenchia os requisitos para a normalidade. Para fins de
comparacao entre os dois grupos foi empregado o teste Mann-Whitney. O teste de
Friedman foi utilizado para comparar os resultados intra-grupos.

RESULTADOS

A distribuicdo das idades, assim como as frequéncias de MN por 2000 células
por individuo nos 25 sujeitos do Grupo Experimental e nos 20 sujeitos do Grupo
Controle, esta descrita na Tabela 1.

A média entre as idades do Grupo Experimental e do Grupo Controle foi
comparada utilizando o teste T (Tabela 2). Nao foi encontrada diferenca
estatisticamente significante entre os grupos.

Ao serem realizados os testes de Kolmogorov-Smirnov e Shapiro-Wilk
constatou-se que o0s resultados néo satisfizeram os requisitos para a normalidade
em nenhum dos grupos. Na Tabela 3 podem ser observadas as medianas (Md) e
intervalos inter-quartis para as frequéncias de MN em cada momento nos dois

Grupos.



Tabela 1. Distribuicdo das idades e das frequéncias de MN por 2000 células por individuo em 25

sujeitos do Grupo Experimental e em 20 sujeitos do Grupo Controle.

Individuos Experimental Controle
Idade FMN* Idade FMN*
Dia0 Dial4 Dia24 Dia0 Dial4 Dia?24

1 20 0 0 0 23 0 0 2
2 22 0 0 1 22 1 2 2
3 22 2 2 3 23 2 2 0
4 22 0 0 2 26 0 2 0
5 23 0 1 9 23 0 1 0
6 22 0 2 4 22 3 2 1
7 19 1 0 4 21 0 2 1
8 21 2 2 0 22 2 0 2
9 21 0 2 3 19 2 0 2
10 23 0 1 7 19 0 1 0
11 25 0 0 1 21 1 0 2
12 22 1 1 6 22 1 0 0
13 23 1 1 1 22 0 1 0
14 28 1 1 0 22 2 0 1
15 24 0 0 0 23 0 0 0
16 26 0 1 0 23 2 0 2
17 23 0 1 2 25 1 2 0
18 21 0 0 2 24 0 0 1
19 22 1 4 1 22 0 1 0
20 23 0 0 1 23 0 1 0
21 22 2 3 2

22 25 1 2 0

23 34 1 2 1

24 23 0 3 3

25 23 0 2 4

*FMN=frequéncia de MN por 2000 células por individuo.



Tabela 2. Idade dos pacientes dos Grupos Experimental e Controle comparada utilizando o teste T.

Grupos N Idade (M+DP)
Experimental 25 23,16 + 2,939
Controle 20 22,35 + 1,663
P 0,242

*P = nivel minimo de significancia do teste paramétrico T (P<0,05).

Para a comparacao das frequéncias de MN entre os Grupos Experimental e
Controle, bem como a sua distribuicdo relativa, foi empregado o teste de Mann-
Whitney. A diferenca na frequéncia de MN observada no dia 24 (P = 0,018) entre os
dois grupos foi estatisticamente significante. O mesmo n&o foi constatado nas
coletas dos dias zero (P = 0,292) e 14 (P = 0,274).

Tabela 3. Comparacéo entre os valores (mediana) dos grupos experimental e controle nos dias zero,
14 e 24

Grupos
Dia Experimental Controle P
Md (intervalo inter-quartis) ~ Md (intervalo inter-quartis)
zero 0,0 (0,0;1,0) 0,5(0,0;2,0) 0,292
14 1,0 (0,0; 2,0) 1,0 (0,0; 2,0) 0,274
24 2,0 (0,5 3,5) 0,5 (0,0 ; 2,0) 0,018

*P = nivel minimo de significancia do teste ndo-paramétrico Mann-Whitney (P<0,05).

A diferenca entre a frequéncia de MN pré e pos tratamento neste estudo é
mostrada na Tabela 4. Foi encontrada diferenca estatisticamente significante
(P<0,05) no Grupo Experimental quando comparadas as coletas dos dias zero e 24
(P = 0,002). Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes quando

comparados os momentos do Grupo Controle (P = 0,736).



Tabela 4. Comparacgéo entre os momentos de coleta dos Grupos Experimental e Controle.

Grupos
Dia Experimental Controle
Md (intervalo inter-quartis) Md (intervalo inter-quartis)
Zero 0,0 (0,0;1,0) 0,5(0,0; 2,0)
14 1,0 (0,0 ; 2,0) 1,0 (0,0 ; 2,0)
24 2,0 (0,5 ; 3,5) 0,5 (0,0 ; 2,0)
P 0,002 0,736

*P = nivel minimo de significAncia do teste ndo-paramétrico Friedman (P<0,05)

DISCUSSAO

A cavidade bucal é exposta diariamente a diversos compostos quimicos,
presentes na alimentacao, higiene, relacionados ao estilo de vida e em decorréncia
de tratamentos odontolégicos. Entre os tratamentos amplamente procurados pelos
pacientes, destaca-se o clareamento dentario caseiro. As substancias envolvidas
nessa terapéutica tem propriedades de interagir com as superficies dentarias para
promover a alteracdo de cor desejada e entram em contato com a mucosa gengival
adjacente aos dentes. Ndo havendo protecdo dessa mucosa, pode haver uma
exposicao ao produto em maior quantidade do que o preconizado. Todavia, ainda
ndo foi estabelecido o dano, em longo prazo, no material genético das células
expostas diariamente ao clareamento caseiro.

A coleta foi realizada com cytobrush e, de acordo com Holland et al. (2008),
este parece ser o0 meio mais efetivo para a coleta de um grande nimero de células
da mucosa bucal. Métodos néo invasivos para a obtengdo de células por citologia
esfoliativa a partir da mucosa exposta aos produtos odontologicos sao preferiveis
para a investigacdo das suas potencialidades genotoxicas.

A frequéncia de micronucleo em células esfoliadas humanas pode ser
utilizada como um “dosimetro enddgeno”, presente em tecidos que s&o alvos
especificos de agentes genotdxicos e carcinogénicos (STICH et al., 1985). Além
disso, o teste de Microndcleos em células bucais esfoliadas é de facil e rapida
execucao (MAJER, 2001).

A coloracdo MGG néo é especifica para o material genético, havendo o risco

de ocorrer resultados falso-positivos devido a semelhanca dos MN com bactérias e



granulos de ceratohialina (HOLLAND et al., 2008). A identificacdo dos MN utilizando
os critérios de Tolbert et al. (1992) e Sarto et al. (1987), com aumento 1000X,
permitiu o diagndstico diferencial.

Os critérios de exclusdo para a selecdo da amostra foram feitos de maneira a
reduzir as variaveis. Entre esses critérios destaca-se a escolha da faixa etaria de 18
a 35 anos (Tabela 1). Gattas e Saldanha (1997) relataram que houve um aumento
discreto, mas significativo, na frequéncia de aberracfes cromossémicas estruturais
com o processo de envelhecimento. Este viés nao foi observado no presente estudo,
pois 0s dois grupos eram compostos por individuos da mesma faixa etaria e as
frequéncias de MN observadas ndo podem ser atribuidas a idade dos pacientes
(Tabela 2).

As coletas foram realizadas em trés momentos, sendo que a Ultima ocorreu
dez dias ap0s o término do tratamento clareador, data em que se observa o maior
efeito indutor de MN, conforme descrito por Wiltgen (2007). Isso se deve a estrutura
estratificada da mucosa bucal e do turnover das células, ja que a formacédo do
micronudcleo ocorre na camada basal (HOLLAND et al., 2008). Portanto, a coleta de
células feita no dia 14, ao final do tratamento clareador, representou 0 dano genético
induzido nos primeiros dias de tratamento, e a coleta feita no dia 24 representou os
danos acumulados durante todo o tratamento. No presente estudo, também foi
observado o incremento na frequéncia de MN no décimo dia ap6s o término do
tratamento (Tabelas 3 e 4), o que é indicativo do potencial genotdoxico do agente
clareador Opalescence, representado por eventos relacionados com quebras
cromossOmicas (eventos clastogénicos e/ou aneugénicos).

A frequéncia de MN encontrada na ultima coleta foi estatisticamente
significante em relacdo a primeira coleta e ao Grupo Controle (Tabelas 3 e 4), o que
demonstra a genotoxicidade do gel clareador Opalescence 15%, cujo principio ativo
€ peroxido de carbamida, que é o mais utilizado em clareadores dentais caseiros.
Por tratar-se de um peroxido, existe a possibilidade dos radicais livres de oxigénio
liberados durante o processo de clareamento dentario interagir com estruturas
celulares induzindo genotoxicidade e citotoxicidade (NAIK et al.,, 2005; LI, 1996).
Entretanto, esses aspectos ainda ndo foram bem esclarecidos na literatura.

Dahl (2006) realizou um estudo sobre a avaliagao de risco do uso de agentes
clareadores. Constatou que um nivel de seguranca suficiente ndo foi atingido em

determinadas situacdes clinicas, tais como o clareamento de um arco com peroxido



de carbamida a 35%, o0 uso de peroxido de carbamida a 22% em vérias aplicacdes
por dia e o clareamento de ambos os arcos com peréxido de carbamida a 22%. Sua
recomendacdo € evitar o uso de concentragcdes mais elevadas de perdxido de
carbamida do que 10% quando se executa um clareamento externo.

Woolverton et al. (1993) investigaram dois produtos a base de peréxido de
carbamida a 10% (um com Carbopol e outro sem Carbopol) quanto a letalidade e
genotoxicidade ap6s administracdo oral em ratos e quanto a citotoxidade nos
fibroblastos de ratos in vitro. A genotoxicidade foi medida utilizando o teste de
micronucleos e foi negativa para os dois agentes, em comparacdo com 0s controles
positivos e negativos. A coleta foi realizada ap6s a morte dos ratos. Ambos foram
considerados seguros para uso em humanos, pois se mostraram menos toxicos do
gue outros compostos amplamente utilizados em odontologia. Entretanto, este
resultado negativo para genotoxicidade pode ser atribuido ao dia escolhido para a
coleta de células, visto que a maior incidéncia de MN é observada dez dias apds o
término do tratamento, como no presente estudo.

Em outro estudo in vitro realizado por Ribeiro et al. (2006), que analisou o
potencial genotéxico dos agentes clareadores dentais pelo teste do cometa, os
resultados encontrados sugeriram que 0s agentes clareadores dentais podem ser
responsaveis pelo aumento de danos no DNA. Além disso, 0s autores observaram
gue uma concentracao de peroxido de hidrogénio mais elevada induziu lesdes mais
severas no genoma. O teste do cometa quantifica o dano genético prévio a acédo dos
mecanismos de reparo do DNA, o que significa que as lesdes ainda ndo foram
fixadas. JA o teste de micronicleos quantifica as lesbes fixadas, sendo uma
ferramenta mais indicada para a investigacdo das potencialidades genotdxicas de
materiais dentarios ja liberados para uso em humanos, como 0s agentes
clareadores.

Apesar de o presente estudo empregar coleta do material biologico pré e pos
tratamento com o agente clareador, onde o sujeito foi 0 seu préprio controle, optou-
se por ter um Grupo Controle com os trés momentos de coleta. As frequéncias
observadas nos trés momentos do Grupo Controle, que nao tiveram diferencas
estatisticas entre si, associadas ao aumento da frequéncia de MN no dia 24 do
Grupo Experimental, sugerem que a atividade genotéxica encontrada se deve ao
agente clareador e que nenhuma outra variavel interferiu nos resultados, tais como

faixa etaria, género, alcool, tabaco, condicdes de saude bucal e doencas sistémicas



(Tabela 4). Estudos experimentais indicam que a taxa espontanea de MN,
observada nos controles negativos, apresenta variacbes significativas, que sao
dependentes das popula¢cdes estudadas. Porém, esses valores estdo diretamente
relacionados com o numero de individuos analisados (RAMIREZ, 2002); com
amostras pequenas observam-se valores muito proximos de zero, em conformidade
com os resultados encontrados no Grupo Controle.

A compra dos clareadores dentarios pode ser feita livremente nas casas de
materiais dentarios, nas farmacias de manipulacdo e em sites eletrbnicos
especializados, sem a supervisao de um cirurgido-dentista. Esta facilidade aumenta
o risco do uso indiscriminado desses produtos. Ha a necessidade da avaliacdo do
cirurgido-dentista quanto a indicacdo do seu uso, levando em conta as condi¢des de
saude bucal e sistémica, bem como a relagéo risco/beneficio dessa terapéutica. Esta
conduta é corroborada por Basting et al.(2003) também relataram a necessidade de
supervisao profissional na utilizacdo de clareadores caseiros para garantir a correta
aplicacdo dos agentes clareadores, o uso da quantidade recomendada de gel ou
pasta, a duracdo adequada do tratamento e medidas a tomar para evitar reacfes
adversas. A decisdo de administrar ou ndo produtos clareadores e o controle dos
efeitos do clareamento devem ficar nas méos de cirurgides-dentistas e, certamente,
ndo como acontece no presente, quando sdo vendidos como cosméticos, sem
qualquer restricdo, apesar dos riscos potenciais para a saude que os peroxidos
oferecem (GOLDBERG, 2009).

O papel central da genética toxicoldgica se refere a identificacdo de agentes
capazes de induzir mutacdes génicas e aberra¢gdes cromossdémicas, tanto estruturais
como numeéricas, que sao eventos envolvidos em diversas desordens da saude
humana, desde anomalias neurologicas - associadas com o processo gradual e
progressivo do envelhecimento - até a inducdo de tumores malignos. Torna-se
premente a investigacdo de todos os produtos de uso odontologico, tanto os de uso
exclusivo em consultérios quanto os de venda livre, no que se refere as suas
potencialidades genotdxicas. O emprego de ensaios genéticos com células humanas
obtidas por citologia esfoliativa, principalmente aqueles de facil e rapida execucédo e
de baixo custo como o teste de MN com coloracdo por MGG, pode ser o ponto de
partida para esta investigagdo. A partir dos resultados obtidos nessa primeira
avaliacdo, uma bateria de testes mais sensiveis poderia ser utilizada visando

qualificar a atividade genotoxica (acbes mutagénica e recombinogénica, bem como



aneugénese e clastogénese). Além disso, essas pesquisas fornecerdo subsidios a
indastria para o aprimoramento das formulas de materiais dentarios com o propoésito

de minimizar o seu risco genético.

CONCLUSOES

A partir dos resultados pode-se concluir que:

1. O uso do agente clareador Opalescence 15% mostrou que houve aumento na
frequéncia de MN no décimo dia apds o término do tratamento.

2. O Opalescence 15% apresentou atividade genotoxica, sendo necessarios
estudos adicionais, separando o principio ativo (peroxido de carbamida a 15%) dos
demais componentes da formula do clareador para estabelecer o perfil genotéxico
do produto.

3. Incluir um Grupo Controle com 0s mesmos momentos de coleta que o Grupo
Experimental auxilia na deteccdo de qualquer fator que possa interferir nos

resultados.
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4. DISCUSSAO AMPLIADA

O teste de micronucleos €, atualmente, um dos ensaios genéticos
amplamente utilizados na pesquisa das potencialidades genotOxicas de agentes
quimicos. A citologia esfoliativa de mucosa bucal fornece material biolégico em
grande quantidade para a sua realizacdo. Todavia, € preciso estabelecer critérios de
exclusdo e inclusdo na selecdo dos individuos componentes da amostra que
minimizem o risco de fatores de confusdo nos resultados. Alguns trabalhos
orientaram os critérios de excluséo e inclusédo da amostra deste estudo.

A radiacdo ionizante tem papel importante no tratamento de neoplasias
malignas, mas também produz danos genéticos. Estudo de Sarto et al. (1987)
verificou que os raios gama induziram apenas micronucleos resultantes da quebra
cromossOmica, cuja frequéncia aumentou linearmente com a dose aplicada, e foi
rebaixada para o nivel inicial de 7-12 dias ap0s o término da radioterapia. Em funcao
desta variavel, foram excluidos pacientes que tivessem passado por tratamentos de
radioterapia e radiografia odontoldgica nos ultimos seis meses.

Quanto a idade e ao género, como fatores passiveis de alterar a frequéncia
de MN, Holland et al. (2008) relataram que muitos estudos investigaram estas
variaveis sem, no entanto, comprovar uma relacdo causal direta. Desta forma,
optou-se por estabelecer o intervalo etario de 18 a 35 anos para os Grupos Controle
e Experimental, bem como limitar a amostra a individuos do género masculino, o
que contribuiu para a reducdo de variaveis que poderiam interferir no resultado do
nosso estudo.

Quando Reis et al. (2006) avaliaram as frequéncias de micronucleo, relacédo
nucleo/citoplasma anormal, picnose, cariorrexe e caridlise em células esfoliadas da
mucosa jugal e da borda lateral da lingua de individuos ndo fumantes, sendo 36
alcodlatras e 18 abstémios, concluiu que o consumo crénico de etanol pode estar
associado a alteragbes citologicas carcinogénicas na mucosa bucal, mesmo na
auséncia de exposicdo ao fumo. Assim, 0s sujeitos da nossa pesquisa foram
orientados a nao ingerir bebidas alcodlicas durante o experimento.

Em relacdo aos fumantes, Proia et al. (2006) constataram que, apesar de
existirem alguns resultados conflitantes, nota-se que a predominancia de artigos

relatou correlacdo positiva das alteracbes de células bucais com o tabagismo. Esta
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conclusdo é concordante com as revisbes publicadas anteriormente, que
demonstraram associacdo positiva de mudancas em linfécitos humanos com o
tabaco. Esta variavel também foi considerada um critério de exclusdo da amostra.

A identificacdo de fatores de confusdo que afetam a frequéncia de MN em
células da mucosa bucal ndo tem sido adequadamente reconhecida e quantificada.
O valor preditivo da frequéncia de MN em células bucais em relacdo ao potencial
carcinogénico ainda nao esta estabelecido, diferentemente do teste de micronucleos
em linfocitos. Embora o teste de MN em células bucais ainda ndo seja considerado
um biomarcador de risco de cancer, pode ser reconhecido como um biomarcador de

genotoxicidade.
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ANEXO A - Informacdo e consentimento pés-informacdo para realizacdo de um

estudo clinico.

As informacdes contidas neste foram fornecidas pelas alunas Ana Rosa De Toni e
Heloisa Dallé e pelo doutorando Fabricio Mezzomo Collares, sob a orientacdo da
professora Maria Cristina Munerato, objetivando firmar acordo por escrito, mediante
o qual o paciente envolvido no estudo, autoriza sua participacdo, com pleno
conhecimento da natureza dos procedimentos e riscos a que se submetera, com a
capacidade de livre arbitrio e sem qualquer coacdo. Mediante alguma necessidade,
durante o procedimento clareador, o paciente poderd entrar em contato pelos
telefones: (54) 91573742 (Ana Rosa De Toni) ou (51) 93112787 (Heloisa Dallé).

01 - TITULO DO PROJETO: INVESTIGAQAO DO POTENCIAL GENOTOXICO DO
CLAREADOR CASEIRO COM PEROXIDO DE CARBAMIDA A 15% NA MUCOSA
BUCAL UTILIZANDO TESTE DE MICRONUCLEO.

e 02 - OBJETIVO PRINCIPAL: Avaliar a inducdo de dano genético na mucosa
gengival normal exposta ao clareador caseiro Opalescence com peroxido de
carbamida a 15%.

03 - JUSTIFICATIVA: O clareamento dental vem sendo cada vez mais realizado por
pessoas que desejam melhorar a estética de seu sorriso. Os produtos para tal fim
sofreram muitas mudancas e melhorias, que tornam hoje o clareamento uma técnica
eficaz, que na maioria das pessoas € satisfatorio, atendendo suas expectativas. No
entanto, apesar de funcionar e serem realizados por um grande namero de pessoas,
pouco se sabe sobre o potencial desse procedimento em contribuir no
desenvolvimento de lesdes cancerigenas e alteracbes mutagénicas.

04 - PROCEDIMENTOS: Voluntarios com interesse em realizar clareamento caseiro

para dentes vitais participardo do estudo. Serdo confeccionadas moldeiras

individualizadas e sera fornecida ao paciente uma bisnaga contendo agente
clareador suficiente para uma semana de tratamento. Serédo repassadas ao paciente
instrucbes do modo de utilizagdo do produto. O tratamento terd duracdo de quatro
semanas, sendo que serdo necessarias sete consultas de avaliacdo, onde seréo
observadas as condicbes da mucosa, possiveis efeitos adversos decorrentes do
tratamento e coleta de células da gengiva inserida (proximo ao dente) utilizando

citologia esfoliativa (raspagem da mucosa com cytobrush que € uma escova bem



macia para remover o material da gengiva sem machucar). Este material seré
devidamente fixado e posteriormente submetido a avaliacdo das alteracdes
celulares.

05 — POSSIVEIS EFEITOS ADVERSOS: O principal desconforto esperado é a
ocorréncia de sensibilidade transitoria durante o periodo de tratamento. Na
intolerdncia dessa sensibilidade e se for de interesse do paciente, esse podera se
retirar do estudo interrompendo o tratamento. Para casos de sensibilidade de maior
importancia poderao ser realizadas aplicacfes tépicas de fluoreto de sédio, com o
objetivo de reduzir a gravidade do caso. Existe a possibilidade da ocorréncia de
lesbes nos tecidos periodontais. Essas lesbes sdo reversiveis apds o término do
tratamento. Se for de desejo do paciente, e/ou os avaliadores assim decidirem, o
tratamento podera ser interrompido. Ha um compromisso de parte do responsavel
pelo projeto do pronto atendimento em caso de ocorréncia de dor ou desconforto por
parte dos pacientes.

06 - BENEFICIOS PARA OS VOLUNTARIOS: O beneficio para os voluntarios
nesse estudo é o clareamento de seus dentes, levando a uma melhoria estética sem
qualquer tipo de investimento financeiro.

07 - OBRIGACOES DO VOLUNTARIO: Os voluntarios deverdo se comprometer em
comparecer as consultadas marcadas e a utilizar o produto conforme as instrucdes
previamente estabelecidas, salvo a ocorréncia de algum evento previsto ou ndo no
item cinco que impossibilite a continuacao do tratamento. A fidelidade dos resultados
obtidos neste estudo depende da correta utilizacdo do produto, portanto, a
colaboracéo dos voluntarios é fundamental. Em caso de quaisquer duvidas durante
o0 tratamento, o voluntério podera entrar em contato com os autores.

08 - INFORMACOES ADICIONAIS: Os pacientes tem a garantia de que receber&o
respostas a suas perguntas e esclarecimentos das didvidas sobre o estudo sempre
que for preciso ou solicitado ao pesquisador. Os voluntarios nédo seréo identificados
na publicacdo do trabalho.

09 - RETIRADA DO CONSENTIMENTO: Os voluntérios tem a liberdade de retirar
seu consentimento a qualquer momento, deixando de participar do estudo, mesmo
gue isso acarrete perdas irreparaveis para o pesquisador. O tratamento clareador

sera concluido mesmo que o voluntario deixe de participar do estudo.

10 - CONSENTIMENTO APOS INFORMAGAO



Eu, , certifico que,

tendo lido as informagbes prévias, contidas no Anexo A (‘Informacédo e
consentimento pos-informagao para realizagdo de um estudo clinico.”) e tendo sido
suficientemente esclarecido pelas alunas Ana Rosa De Toni e Heloisa Dallé sobre
os itens, estou plenamente de acordo com a realizagcdo deste estudo, autorizando
gue eu possa receber as aplicacdes dos produtos especificados acima pelo tempo

descrito.

Porto Alegre, de de

(nome legivel do paciente)

(assinatura do paciente)

(nimero do R.G))

(nome legivel da testemunha)

(assinatura da testemunha)

(nimero do R.G))

* Elaborado com base na resolucdo 01/88 do Conselho Nacional de Saude do
Ministério da Saude, publicada no Diario Oficial, 14/06/1988, Brasilia, p. 10713-8.

Obs.: os pacientes terdo idade entre 18 e 30 anos.



ANEXO B — Questionario - Ficha para registro anamnésico aplicado aos pacientes
dos grupos controle e teste

Registro do paciente NO €STUAO.........iiii i e e e e e e e e e e e e
Data: / /

| - Identificacéo

. Genero: [M] Masculino [F] FEMININO ..........uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeaeees | |
. Etnia: [B] Branco [A] Amarelo [M] Mulato [N] Negro [O] OUutro .........cccceeeeeeeeeeeennns | |

. Data de Nascimento: / /

B [ F= Lo [P RRTRTR | |

.Nacionalidade: ......cooeeveeieeeee e DescendéncCia: ....oovveeveeeeeie e,

B T =T oo

© 0 N O U A W N P

R =1 () (0] (SRR

[ERN
o

.Escolaridade: ....coonveiiii e, ProfiSS80: ..oviieieeeee e,

=
=

. H& quanto tempo exerce a profiSSA0? .......ccuuviiiiiiiiiiiiiiee e
LEstado Civil: oo FilNOS: oo
CCONJUOE: i [dade: ..o

I e o
AN W N

I @do] g 1SF=Talo [U] 110 F= o [= TP

[ERN
a1

. Parentesco com outros individuos da pPeSqUISA: ........c.eeeereeeiiiiiiiiieee e
. Nivel sécio econémico: Classe [1] Baixa [2] Média [3] Alta.........c..eevveeeeeriiicnn oeee. [ ]

[ERN
»

Il - Antecedentes Pessoais

17. FUMA? [S] SIM [N] NGO ....euiiiiiiiiiiiiiii e [ ]
18. J& FUMOU? [S] SIM [N] NGO ...uiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii b [ ]
19. Bebe? [S] SIM [N] NGO ...cooiiiiiiiiiieie e e e [ ]
20. Ha quanto temMPO (IMESES)? ...t e e e e e e [ ]
21. Tipo: [1] Cachaga [2] Whisky [3] Vodka [4] Vinho [5] Outras ................. I
22. Quantidade/dia - N° COPOS/AIA ......cceveeeeeeeeeeeee e [ ]
23. JA bebeu? [S] SIM [N] NGO ...ccooiiieeee e e [ ]
24. Tipo: [1] Cachaca [2] Whisky [3] Vodka [4] Vinho [5] Outras ................. .

25. Quantidade/dia - N° COPOS/AIA ......ceeveeeeeeeeeeeee e [ ]



26. Ha quanto tempo (MESES) EIXOU? .....cooiiiiiiiiiiiiiiieee et e e | |

27. Por quanto tempo (Meses) DEDEU .......cooeeeeiiieee L]
28. Contato com substancias toxicas? [S] SIm [N] N0 .........cccceveeiiiieiiiiviiiccie e, [ ]
DS TR O 11 T 13 [ ]
30. Por quanto tEMPO (IMESES)? ..o L]
31. Periodo (meses) sem contato com a(s) Substancia(s) ........ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee, [ ]

32. Tomacafé?[ ]Sim[ ]Nao
Frequencia: [ ]1xaodia[ _]3xaodia[__ ]varias
33. Toma chimarrédo? [ ]Sim[__ ] Nao
Frequencia: [ ]1xaodia[ __ ]3xaodia[__ ]vérias
34. Historia de exposicao a radiacdo: [S] SIM [N] NAO ......cooovvvviiiiiiiiieeeeeeecee e, [ ]
T VU =T (o 0 L= R [ ]

Il - Histéria Médica

36. Usa habitualmente algum tipo de medicamento? [S] Sim [N] N&O ...................... [ ]
37. Quais? [A] Antibidtico [V] Vitamina [I] Antinflamatorio [X] Xarope [O] Outros....... [ ]
38. FreqQUENCIA/TIA ... oo [ ]
3. TIP0: e
40. J4 usou algum tipo de medicamento? [S] SIM [N] N8O .........cccoviiiieeiieeniiiiiine [ ]
41. Quais? [A] Antibiético [V] Vitamina [I] Antinflamatério [X] Xarope [O] Outros....... [ ]
2 e (=T (U L= oo Lo = TSR [ ]
B3, TIP0. i
44, Ha quanto tempo (MESES) UEIXOU? .....uuuiiiiiieeeeeiiiiiiiiiiee e e e e e e e e e e [ ]
(@] 0 1ST=T 7= Lo 01T USRI

Fonte: Adaptacdo RAMIREZ, 2000.

ANEXO C - Coloragédo May-Grunwald Giemsa

Preparo das laminas:
(A) Preparar uma suspenséao celular e coloca-la sobre a lamina;

Lavagens:



(B) Ap6s a coleta do material sdo realizadas duas lavagens com a solucéo
buffer. Esta lavagem é feita utilizando centrifugacdo a 1500 rpm durante 10
min cada.

(C) Depois da Ultima lavagem, é retirada de 50-100pl (1,5 x 10 ®— 2 x 10 ®ml) de
suspensao celular e colocada sobre as laminas em forma de gotas. Esta
quantidade equivale a 3000 — 5000 células por lamina.

Laminas:

(D) As laminas devem estar pré-aquecidas (37 °C).
Secagem do material:

(E) As laminas devem ser secas por 15 min em placa quente.
Fixacdo do material:

(F) A fixacao é feita em metanol 80% (gelado) por 30 min. Apds deixar secando
overnight em temperatura ambiente.

Coloracao do Material (May-Grunwald Giemsa):

(G) Preparar a solucédo de coloracdo May-Grunwald (0.259/100ml de metanol);

(H) Fazer a coloracéo destas laminas durante 3 minutos;

(I) Colocar as laminas em agua destilada por 1 minuto;

(J) Apos colorir com Giemsa 10% (solucéo estoque diluida em 1:10 de PBS) por
7 minutos;

(K) Lavar as laminas duas vezes em agua destilada — 3 minutos cada lavagem;

(L) Secar a temperatura ambiente.

Solucgéo de Buffer (pH 7):
0.01 M Tris-HCI
0.1 M EDTA
0.02 M NaCl



