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RESUMO 

A modalidade de clareamento caseiro vem sendo bastante empregada nas últimas 

décadas por ser considerada mais segura para o elemento dental e apresentar 

comprovada eficácia clínica. O objetivo deste trabalho foi avaliar o potencial 

genotóxico do peróxido hidrogênio (PH) a 10% em pacientes submetidos ao 

clareamento caseiro, utilizando moldeira e dois tipos de tiras clareadoras. Os 

voluntários incluídos na pesquisa foram aleatoriamente divididos em: Grupo TOB - 

tiras clareadoras da Oral B; Grupo TUD - tiras clareadoras da Ultradent; e Grupo 

MPH – moldeiras. O tamanho amostral foi de 20 participantes por grupo para um 

estudo com poder de 80% e alfa de 5%. A avaliação foi feita através do teste de 

Micronúcleos, em três tempos: antes do procedimento de clareamento (D0), 

imediatamente após o fim do tratamento (D14) e 30 dias após o final do tratamento 

(D30), a partir da contagem de 1000 células. Os dados foram submetidos ao teste 

de normalidade Shapiro-Wilk e ao teste de Kruskal-Wallis-Dunn que expôs que não 

houve diferença significante entre os grupos e entre os tempos analisados (p= 

0.0109). Concluiu-se que não houve genotoxicidade do peróxido hidrogênio (PH) a 

10% em pacientes submetidos ao clareamento caseiro nas diferentes formas de 

aplicação testadas e nem nos tempos avaliados. 

 

 

Palavras-chave: géis clareadores, genotoxicidade, teste de micronúcleo, tiras 

clareadoras.  
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ABSTRACT 

 

 

 

At-home bleaching modality has been widely used in the last decades because it is 

considered safer for the dental element and has proven clinical efficacy. The aim of this 

study was to evaluate the genotoxic potential of 10% hydrogen peroxide (PH) in patients 

submitted at-home bleaching using a tray and two types of bleaching strips. The volunteers 

included in the study were randomly divided into: TOB Group - Oral B whitening strips; TUD 

Group - Ultradent whitening strips; And MPH Group - trays. The sample size was 20 

participants per group for a study with 80% power and 5% alpha. The evaluation was done 

through the Micronucleus test, in three periods: before the bleaching procedure (D0), 

immediately after the end of treatment (D14) and 30 days after the end of treatment (D30), 

from the count of 1000 Cells. Data were submitted to the Shapiro-Wilk normality test and the 

Kruskal-Wallis-Dunn test that showed that there was no significant difference between the 

groups and between the periods analyzed (p = 0.0109). It was concluded that there was no 

genotoxicity of hydrogen peroxide (PH) to 10% in patients submitted to home bleaching in 

the different forms of application tested and in the periods evaluated.  

 

Keywords: bleaching gels, genotoxicity, micronucleus test, bleaching strips. 
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1. INTRODUÇÃO 

O aspecto desfavorável provocado pela alteração de cor dos dentes reflete 

uma crescente demanda da odontologia estética (KIHN., 2007). Neste contexto, há 

uma valorização de procedimentos menos invasivos. Destacam-se como opção as 

técnicas de clareamento, como alternativas conservadoras para a recuperação da 

estética dos dentes (LOGUERCIO et al., 2002). 

Existem procedimentos realizados em consultório pelo profissional com uso 

de peróxido de hidrogênio ou peróxido de carbamida em altas concentrações e os 

métodos de clareamento caseiro, realizados pelo próprio paciente com 

recomendações feitas pelo dentista, contendo concentrações mais baixas dessas 

substâncias. (GERLACH., 2000). Estas vêm sendo bastante empregadas nas 

últimas décadas, por serem consideradas mais seguras para o elemento dental e 

apresentar comprovada eficácia clínica (SULIEMAN., 2008). O emprego de sua 

técnica baseia-se no uso de um gel, o qual é aplicado na face vestibular dos dentes, 

através do uso de moldeiras individualizadas (HAYWOOD e HEYMANN., 2006; 

SULIEMAN., 2008).  

Na atualidade, novos sistemas de clareamento caseiro têm sido utilizados, 

sendo comercializados em diferentes formas de apresentação. Neste sentido, as 

tiras clareadoras têm sido amplamente empregadas devido à facilidade de utilização 

e obtenção. Esses materiais são à base de poliestireno flexível, no qual uma 

concentração pré-determinada (5,3 a 14%) de peróxido de hidrogênio é 

uniformemente aplicada na superfície aderente, diretamente sobre o esmalte da face 

vestibular (HASSON, ISMAIL e NEIVA, 2006; SWIFT et al., 2009). 
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 Entretanto, preocupações foram levantadas sobre a segurança do uso de 

peróxido de hidrogênio para clareamento dental, em relação a uma possível 

genotoxicidade e carcinogenicidade (NAIK, TREDWIN e SCULLY., 2006). Em uma 

revisão crítica sobre os aspectos biológicos do clareamento dental feita por Dahal e 

Pallesen (2003), a partir de estudos disponíveis na literatura sobre o assunto, houve 

o consenso sobre a indução de efeitos genotóxicos em bactérias e células cultivadas 

a partir do contato direto com peróxido de hidrogênio. Por outro lado, vários estudos 

in vivo avaliando a formação de micronúcleos após a exposição a esses agentes, 

não revelaram o mesmo efeito. O peróxido de hidrogênio tem  fraco potencial 

carcinogênico de indução local, mas seu efeito genotóxico não é claro, uma vez que 

sua toxicidade, decorrente da formação de radicais livres, pode danificar estruturas 

intracelulares e atacar o DNA (DAHL e PALLESEN; 2003; RIBEIRO, MARQUES e 

SALVATORI., 2005; KLARIC et al., 2013).  

 Dentre os métodos citogenéticos para avaliação de genotoxicidade nas 

células epiteliais destaca-se o teste de micronúcleos. A técnica é minimamente 

invasiva e tem sido utilizada como um biomarcador da exposição de vários agentes 

genotóxicos e sua correlação com o risco de câncer (BANSAL et al., 2012; NADERI, 

FARHADI e SARSHAR., 2012; KLARIC et al., 2013; DE GEUS, et al., 2015).  

 Os micronúcleos são estruturas que medem de 1/3 a 1/5 do tamanho do 

núcleo (SCHMID., 1975). Originam-se a partir de fragmentos de cromossomos totais 

ou parte de fragmentos de cromossomos acêntricos que se ―perdem‖ na anáfase 

durante a divisão celular (IARMARCOVAI et al., 2008), não sendo incluídos no 

núcleo das células filhas na telófase (BELIEN, et al., 1995; MATEUCA et al., 2006). 

Por haver uma potencial chance de erros de classificação segundo Tolbert et al 

(1992), os mesmos estabeleceram  critérios para a identificação e contagem de 
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micronúcleos a partir de um estudo de teste realizado previamente. Segundo os 

autores, é necessário que as células apresentem as seguintes características: 

citoplasma intacto e relativamente plano; pouca ou nenhuma sobreposição com 

células adjacentes; pouco ou nenhum detrito; e núcleo normal e intacto, com 

perimetro nuclear normal e distinto. E os parâmetros para a identificação de 

micronúcleos: arredondado com perímetro liso sugestivo de uma membrana; menos 

de um terço do diâmetro do núcleo associado, mas suficientemente grande para 

discernir forma e cor; intensidade de coloração semelhante ao núcleo; textura similar 

ao núcleo; mesmo plano focal do núcleo; ausência de sobreposição com o núcleo; e 

não ter pontes com o núcleo principal.   

 O teste de micronúcleos é simples e rápido, as células podem ser obtidas 

facilmente, sem necessidade de cultivo. O processamento e coloração é menos 

demorado em comparação a outros sistemas de teste, podendo ser realizado em 

laboratórios com equipamento básico. As células podem ser fixadas e armazenadas 

por um  longo período de tempo. No entanto, diferentes protocolos podem ser a 

razão para a discrepância de resultados do teste. A maioria dos grupos de pesquisa 

avaliam em torno de 1000 a 2000 células por paciente (MAJER et al., 2001., 

BOLOGNESI et al.,  2015). A frequência normal de micronucleos em células 

mucosas é entre 0,5 a 2,0/1000 células (NERSEYAN et al 2011, NADERI et al 

2012). 

Apesar da extensiva investigação dos efeitos de agentes clareadores sobre 

os dentes (ATTIN et al., 2009), a genoxicidade dessas substâncias, principalmente 

das tiras clareadoras, permanece pouco conhecida em humanos (MINOUX e 

SERFATY., 2008) devido à carência de trabalhos nesse campo e com as  poucas  

evidências que estão atualmente disponíveis. Portanto, considerando que 
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abordagens celulares são utilizadas frequentemente para identificar etiologias para 

os problemas de saúde (AU., 2007), o objetivo do presente estudo foi avaliar a 

genotoxicidade do peróxido hidrogênio (PH) a 10% em pacientes submetidos ao 

clareamento caseiro, utilizando moldeira e dois tipos de tiras clareadoras. 
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2. OBJETIVOS 

 

Objetivo geral: 

Avaliar o potencial genotóxico do peróxido hidrogênio (PH) a 10% em 

pacientes submetidos ao clareamento caseiro, utilizando moldeira e dois tipos de 

tiras clareadoras. 

Objetivos específicos: 

Avaliar o potencial genotóxico dos agentes clareadores à base de PH a 10% 

nas diferentes formas de aplicação através da frequência de micronúcleos no tecido 

gengival; 

Comparar o potencial genotóxico das diferentes formas de aplicação do PH a 

10% nos pacientes submetidos ao clareamento dental, antes e após o clareamento, 

nos períodos de 0, 14, 30 dias. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 Princípios éticos. 

A pesquisa está situada no âmbito do projeto ―Avaliação da sensibilidade e 

genotoxicidade causadas em adolescentes submetidos ao clareamento com tiras ou 

moldeiras,‖ que foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Universidade Federal do Amazonas- UFAM (CAAE 46945715.6.0000.5020). É 

um ensaio clínico controlado, randomizado, duplo-cego, estruturado com base nas 

normas do CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials). O recrutamento 

dos participantes da pesquisa ocorreu por meio de anúncios publicitários locais 

(jornais, estações de rádio e site da Universidade). Os responsáveis assinaram o 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) (Apêndice 1), e os voluntários 

assinaram Termo de Assentimento (Apêndice 2), os quais informavam as 

particularidades inerentes à participação na pesquisa, assim como sobre o 

desenvolvimento da mesma e a possibilidade de desistência da pesquisa a qualquer 

momento. 

Critérios de inclusão e exclusão. 

Foram incluídos pacientes de ambos os sexos, com idade entre 15 e 20 anos, 

sem doenças sistêmicas (metabólicas, cardiopatias e imunológicas), e condição 

bucal sem lesões cariosas e sem doenças periodontais, que apresentaram pelo 

menos um incisivo central ou canino com cor A2 ou mais escura e os seis dentes 

anteriores superiores livres de restaurações na face vestibular, esmalte hígido, 

insatisfação com a cor de seus dentes e sem alterações patológicas, fisiológicas e 

medicamentosas. 
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Foram excluídos do estudo paciente com hipersensibilidade, tabagistas, 

etilistas, grávidas ou lactantes, com aparelho ortodôntico, apinhamento severo e 

presença de manchas intrínsecas. 

Desenho do Estudo. 

É um ensaio clínico controlado, randomizado, duplo-cego, estruturado com 

base nas normas do CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials).  

Cálculo do tamanho da amostra. 

O cálculo para determinar o tamanho da amostra do estudo se baseou na 

freqüência de micronúcleo por 1000 células. Em um estudo da literatura (GEUS, et 

al., 2015) observou-se que a freqüência normal de micronúcleo em pacientes 

saudáveis é de aproximadamente 1± 1,1. Para que o procedimento clareador seja 

considerado seguro, espera-se não encontrar uma diferença de média superior a 

um. Desta forma é necessário um tamanho amostral mínimo de 20 participantes 

para um estudo com poder de 80% e alfa de 5%. O tamanho da amostra foi 

calculado utilizando o website www.sealedenvelope.com. 

 Aleatorização e Grupos Experimentais  

 Os voluntários incluídos na pesquisa foram aleatoriamente divididos em três 

grupos (Tabela 1), a saber: TOB (tiras clareadoras com peróxido de hidrogênio a 

10% da Oral B®), TUD (tiras clareadoras com peróxido de hidrogênio a 10% da 

Ultradent®) e MPH (moldeiras com peróxido de hidrogênio a 10% White class FGM). 

A aleatorização foi realizada no site SealedEnvelope software e os números foram 

colocados em envelopes lacrados e opacos até o momento do procedimento.Estes 

foram preparados por um membro não envolvido em nenhuma das fases do ensaio 
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clínico. O operador não tinha conhecimento do tipo de clareamento que o paciente ia 

receber até o momento do início do atendimento. 

Nos grupos TOB e TUD, os pacientes foram instruídos a usar as tiras 

clareadoras com peróxido de hidrogênio a 10% durante 30 minutos, aplicados duas 

vezes ao dia, por 14 dias.  

 No grupo MPH foi confeccionada a moldeira de clareamento a partir da 

moldagem com alginato dos arcos superior e inferior dos pacientes. Os moldes 

obtidos foram vazados com gesso para obtenção dos modelos. Foram utilizadas 

placas de acetato de 1 mm para a confecção das moldeiras de clareamento. Não foi 

realizado nenhum alívio da face vestibular das moldeiras. Os excessos de material 

das placas foram cortados a 1 mm da margem gengival das faces vestibular e 

lingual ou palatina. A adaptação das moldeiras foi observada em cada paciente e os 

ajustes necessários foram realizados (CARDOSO et al., 2010). As seringas com 

peróxido de hidrogênio a 10% e moldeiras individualizadas foram entregues para os 

pacientes, que foram instruídos a usar o gel clareador por 30 minutos, duas vezes 

ao dia, durante, por 14 dias.  

Antes de cada sessão de 30 minutos, todos os pacientes (grupos TOB, TUD e 

MPH) foram orientados a escovarem os dentes normalmente com pasta de dentes 

sem agentes dessensibilizantes. Nenhum agente dessensibilizante foi entregue aos 

pacientes. 
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Tabela 1- Distribuição dos grupos experimentais. 

Grupos Gel 
clareador 

Concentração Tempo 
de 
exposição 

Frequência  Duração     

TOB Oral B 10% 30 min. 2x ao dia  14 dias    

TUD Utradent 10% 30 min. 2x ao dia  14 dias    

MPH White 
class 
FGM 

10% 30 min. 2x ao dia  14 dias    

 

Avaliação da genotoxicidade por freqüência de micronúcleos. 

Coleta e fixação do esfregaço . 

A técnica de citologia esfoliativa (GEUS et al., 2015 modificada) foi realizada 

em três momentos: antes do procedimento de clareamento (D0), imediatamente 

após o fim do tratamento (D14) e 30 dias após o final do tratamento (D30). 

Primeiramente, o paciente foi orientado a realizar bochecho com água 

durante 1 minuto.  Em seguida, uma escova citológica foi friccionada firmemente na 

gengiva da região de canino a canino, com pouca pressão para não causar lesões 

ao tecido gengival (Figura 1).   

 
Figura 1- Coleta do esfregaço com escova citológica 
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Imediatamente após, o esfregaço foi distribuído sobre uma lâmina de vidro, 

que foi secada com um jato de ar da seringa tríplice, por um período de 1 minuto a 

uma distância aproximada de 30 cm para evitar excessiva desidratação das células. 

Os esfregaços foram fixados em 80% de metanol (Figura 2) por um minuto e as 

lâminas foram novamente secadas. Para cada tempo foram coletadas duas lâminas 

de cada paciente.  

 

 

 
   

 

 

 

 

 

Figura 2- Aplicação do Etanol a 80% para Fixação do esfregaço 

Procedimentos de coloração 

O protocolo de coloração foi preparado imediatamente após a coleta do 

esfregaço (Quadro 1). Cinco a seis gotas de solução de Giemsa em estoque (7,6 

g/L; Glicerol: 500 mL/L; Metanol: 500 mL/L; Newprov® ), foram aplicadas 

diretamente sobre a lâmina por 2 minutos com auxílio de uma pipeta Pasteur. Em 

seguida as lâminas foram lavadas em dois recipientes com água (recipiente 1= 3 a 4 

mergulhos, recipiente 2= 2 a 3 mergulhos).  Após esse processo, as lâminas foram 

secadas por um minuto, conforme descrito anteriormente. Em seguida, 3 gotas de 

adesivo Entellan foram aplicadas sobre o esfregaço visivelmente seco para 

posicionamento da lamínula de vidro (Figura 3). 
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Figura 3- Aplicação da solução de Giemsa com auxílio de pipeta de Pasteur 

 

SEQUÊNCIA AÇÃO PROCEDIMENTO 

1 Coleta do esfregaço Realizada no tecido com 
escova citológica e 
distribuída sobre a lâmina.  

2 Secagem Realizada com seringa 
tríplice por 1 min. A uma 
distância de 30 cm. 

3 Fixação Com 80% de metanol por 
1min.  

4 Secagem Realizada com seringa 
tríplice por 1 min. A uma 
distância de 30 cm. 

5 Coloração Cinco a seis gotas de 
solução de Giemsa em 
estoque (7,6 g/L; Glicerol: 
500 mL/L; Metanol: 500 

mL/L;Newprov® ), por 2 min. 
6 Lavagem Recipiente 1= 3 a 4 

mergulhos, recipiente 2= 2 a 
3 mergulhos. 

7 Secagem Realizada com seringa 
tríplice por 1 min. A uma 
distância de 30 cm. 

8 Montagem da lamínula 3 gotas de adesivo Entellan 
aplicadas sobre o esfregaço 
visivelmente seco. 

Quadro 1- Protocolo de preparação das lâminas. 

 

 Avaliação das lâminas/ contagem de micronúcleo .  
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O examinador foi treinado e calibrado previamente (Kappa intra-examinador 

0,855). 

A contagem das células foi realizada sob um microscópio óptico Coleman®, 

com 100x de magnificação e quando os micronúcleos foram encontrados, a 

magnificação foi aumentada para 400x. Para cada período (D0, D14 e D30), de cada 

paciente foram contadas 1000 células (Figura 4). 

  

Figura 4- Imagem de microscopia óptica, 100x, de células com micronúcleos. 

Os critérios para inclusão na contagem total de células foram os seguintes 

(Tolbert et al 1992):  

1) citoplasma intacto e que se encontra relativamente plano;  

2) pouca ou nenhuma sobreposição com as células adjacentes; 

 3) pouco ou nenhum detrito/ sujeira; 

 4) núcleo normal e intacto, com perímetro nuclear normal e distinto. 

Os parâmetros para a identificação de micronúcleos foram os seguintes:  

1) arredondado com perímetro liso sugestivo de uma membrana; 

 2) menos de um terço do diâmetro do núcleo associado, mas suficientemente 

grande para discernir forma e cor; 
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 3) intensidade de coloração semelhante ao núcleo; 

 4) textura similar ao núcleo; 

5) mesmo plano focal do núcleo; 

 6) ausência de sobreposição com o núcleo; 

7) não ter pontes com o núcleo principal.   

Morte ou degeneração celular (cariólise, cariorrexe, fragmentação nuclear) 

foram excluídas da avaliação.  

 Análise estatística 

 Os dados originais foram tabulados utilizando o programa Excel (Microsoft 

corporation, EUA) e foram submetidos ao teste Shapiro Wilk de normalidade (H0 

descartada = não normal em todas as colunas)  e ao teste de o teste de Kruskal-

Wallis.  A análise estatística foi realizada comparando os resultados entre as 

técnicas e entre os três  tempos avaliados. 
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4. CAPÍTULO 1 

ARTIGO I 

A Revista escolhida para submeter o artigo é a  Clinical Oral Investigations, com 

Fator de Impacto 2.207 e QUALIS A2. 
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Resumo  

 Objetivo O objetivo deste estudo clínico randomizado foi avaliar o potencial genotóxico do peróxido hidrogênio 

(PH) a 10% em pacientes submetidos ao clareamento caseiro, utilizando moldeira e dois tipos de tiras 

clareadoras.  

Materiais e métodos Os 60 voluntários incluídos no estudo foram aleatoriamente divididos em: Grupo TOB - 

tiras clareadoras da Oral B; Grupo TUD - tiras clareadoras da Ultradent; e Grupo MPH – moldeiras. A avaliação 

foi feita através do teste de Micronúcleos, em três tempos: antes do procedimento de clareamento (D0), 

imediatamente após o fim do tratamento (D14) e 30 dias após o final do tratamento (D30), a partir da contagem 

de 1000 células de cada tempo.  

Resultado A contagem de micrinúcleos não indicou potencial genotóxico em nenhum dos grupos estudados, 
independente dos tempos analisados (p= 0.0109). 

Conclusão Não houve genotoxicidade do peróxido hidrogênio (PH) a 10% em pacientes submetidos ao 

clareamento caseiro nas diferentes formas de aplicação testadas e nem nos tempos avaliados. 

Relevância Clínica Os resultados encontrados neste ensaio clínico direcionam para a segurança do uso de géis 

clareadores caseios à base de peróxido de hidrogênio em baixa concentração, entretanto novos ensaios são 

necessários para respaldar a segurança destes produtos. 

 

Palavras-chave: géis clareadores, genotoxicidade, teste de micronúcleo, tiras clareadoras. 
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Introdução 

O aspecto desfavorável provocado pela alteração de cor dos dentes reflete uma crescente demanda da 

odontologia estética [1]. Neste contexto, há uma valorização de procedimentos menos invasivos. Destacam-se 

como opção, as técnicas de clareamento como alternativas conservadoras para a recuperação da estética dos 

dentes [2].  

Os métodos de clareamento caseiro, com uso de peróxido de hidrogênio, vêm sendo bastante 

empregados nas últimas décadas, por serem considerados mais seguros para o elemento dental, devido à baixa 

concentração, e por apresentarem comprovada eficácia clínica [3].  

Dentro destes métodos, encontram-se as tiras clareadoras que têm sido amplamente empregadas devido 

à facilidade de utilização. Esses materiais são à base de um poliestireno flexível, no qual uma concentração pré-

determinada (5,3 a 14%) de peróxido de hidrogênio é uniformemente aplicada na superfície aderente, 

diretamente sobre o esmalte da face vestibular dos dentes [4, 5].  

 Entretanto, preocupações foram levantadas sobre a segurança do uso de peróxido de hidrogênio para 

clareamento dental, em relação a uma possível carcinogenicidade [6]. Em uma revisão crítica sobre os aspectos 

biológicos do clareamento dental [7], houve o consenso sobre a indução de efeitos genotóxicos em bactérias e 

células cultivadas a partir do contato direto com peróxido de hidrogênio. Por outro lado, vários estudos in vivo 

avaliando a formação de micronúcleos após a exposição a esses agentes, não revelaram o mesmo efeito. O 

peróxido de hidrogénio tem  fraco potencial carcinogénico de indução local, mas seu efeito genotóxico não é 

claro, uma vez que sua toxicidade, decorrente da formação de radicais livres, pode danificar estruturas 

intracelulares e atacar o DNA [7–9].  

Dentre os métodos citogenéticos para avaliação de genotoxicidade nas células epiteliais destaca-se o 

teste de micronúcleos. A técnica é minimamente invasiva, simples e rápida. O micronúcleo é uma estrutura que 

mede de 1/3 a 1/5 do tamanho do núcleo [10], origina-se a partir de fragmentos de cromossomos totais ou parte 

de fragmentos de cromossomos acêntricos que se “perdem” na anáfase durante a divisão celular [11], não sendo 

incluídos no núcleo das células filhas na telófase [12, 13]. Esta estrutura é utilizada como um biomarcador da 

exposição de vários agentes genotóxicos possibilitando correlação com o risco de câncer [9, 14–16].  

A frequência normal de micronúcleos em células mucosas é entre 0,5 a 2,0/1000 células (NERSEYAN et 

al 2011, NADERI et al 2012).  Entretanto, a idade influencia na eficiência fisiológica. [17]. Assim, os possíveis 

danos no material genético que são observados podem ocorrer não apenas em consequência da exposição a 

agentes genotóxicos, como também de reações químicas relacionadas a processos fisiológicos [21], variação 

que pode ser evitada em ensaios clínicos que avaliam pacientes jovens. 

 Apesar de haver extensiva investigação dos efeitos de agentes clareadores sobre os dentes [22], é 

difícil avalia-los no tecido mole para definir sua significância clínica [9], principalmente das tiras clareadoras, 

devido acarência de trabalhos nesse campo e com as poucas evidências que estão atualmente disponíveis. 

Portanto, o objetivo do deste trabalho foi avaliar a genotoxicidade do peróxido hidrogênio (PH) a 10% em 

pacientes submetidos ao clareamento caseiro, utilizando moldeira e dois tipos de tiras clareadoras. 

Material e métodos 
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 A pesquisa foi submetida e aprovada pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) da Universidade 

Federal do Amazonas- UFAM (CAAE 46945715.6.0000.5020) e registrado no Registro Brasileiro de Clínica 

Trials-REBEC (0000000000). É um ensaio clínico controlado, randomizado, duplo-cego, estruturado com base 

nas normas do CONSORT (Consolidated Standards of Reporting Trials). O recrutamento dos participantes da 

pesquisa ocorreu por meio de anúncios publicitários locais (jornais, estações de rádio e site da Universidade). Os 

responsáveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e os voluntários assinaram 

Termo de Assentimento. 

 A amostra foi composta por pacientes de ambos os sexos, com idade entre 15 e 20 anos, sem doenças 

sistêmicas (metabólicas, cardiopatias e imunológicas), e condição bucal sem lesão cariosa e sem doenças 

periodontais, livres de restaurações na face vestibular, esmalte hígido, insatisfação com a cor de seus dentes e 

sem alterações patológicas, fisiológicas e medicamentosas. Não puderam participar do estudo pacientes com 

hipersensibilidade, tabagista, etilista, grávida ou lactente. 

O cálculo para determinar o tamanho da amostra do estudo se baseou na freqüência de micronúcleo por 

1000 células. Em um estudo da literatura [16]. Observou-se que a freqüência normal de micronúcleo em 

pacientes saudáveis é de aproximadamente 1± 1,1. Para que o procedimento clareador seja considerado seguro, 

espera-se não encontrar uma diferença de média superior a um. Desta forma é necessário um tamanho amostral 

mínimo de 20 participantes para um estudo com poder de 80% e alfa de 5%. O tamanho da amostra foi calculado 

utilizando o web site www.sealedenvelope.com. 

  Os voluntários incluídos na pesquisa foram aleatoriamente divididos em três grupos, a saber: 

TOB (tiras clareadoras com peróxido de hidrogênio a 10% da Oral B®), TUD (tiras clareadoras com peróxido de 

hidrogênio a 10% da Ultradent®) e MPH (moldeiras com peróxido de hidrogênio a 10% White class FGM). A 

aleatorização foi realizada no Sealed Envelop software e os números foram colocados em envelopes lacrados e 

opacos até o momento do procedimento. Estes foram preparados por um membro não envolvido em nenhuma 

das fases do ensaio clínico. Os examinadores não tinham conhecimento do tratamento que o paciente ia receber.  

 Foram selecionados, através dos critérios de inclusão e exclusão, 66 indivíduos de um total de 300 

avaliados. No decorrer da execução do projeto houve perda de pacientes em todos os grupos. O fluxograma do 

estudo é mostrado na Figura 1. 

Intervenção do Estudo 

Nos grupos TOB e TUD, os pacientes foram instruídos a usar as tiras clareadoras com peróxido de 

hidrogênio a 10% duas vezes ao dia, durante 30 minutos, por 14 dias.  

 No grupo MPH foi confeccionada moldeira de clareamento a partir da moldagem com alginato dos 

arcos superior e inferior dos pacientes. Os moldes obtidos foram vazados com gesso para confecção de modelos 

de estudo. Foram utilizadas placas de acetato de 1 mm para a confecção das moldeiras de clareamento. Não foi 

realizado nenhum alívio da face vestibular das moldeiras. Os excessos de material das placas foram cortados a 1 

mm da margem gengival das faces vestibular e lingual ou palatina. A adaptação das moldeiras foi observada em 

cada paciente e os ajustes necessários foram realizados [23]. As seringas com peróxido de hidrogênio a 10% e 

moldeiras individualizadas foram entregues para os pacientes, que foram instruídos a usar o gel clareador duas 

vezes ao dia, durante 30 minutos, por 14 dias.  

http://www.sealedenvelope.com/
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Procedimentos de coleta, fixação e co loração do esfregaço . 

A técnica de citologia esfoliativa foi realizada três vezes, primeiramente antes do procedimento de 

clareamento (D0), imediatamente após o fim do tratamento (D14) e 30 dias após o final do tratamento (D30). A 

coleta foi realizada com escova citológica, que foi friccionada firmemente, com pouca pressão para não causar 

lesões ao tecido gengival. Imediatamente após, o esfregaço foi distribuído sobre uma lâmina de vidro, que foi 

secada com um jato de ar da seringa tríplice, por um período de 1 minuto a uma distância aproximada de 30 cm 

para evitar excessiva desidratação das células. Os esfregaços foram fixados em 80% de metanol por um minuto e 

as lâminas serão novamente secadas. 

O protocolo de coloração foi preparado imediatamente após a coleta do esfregaço. Cinco a seis gotas de 

solução de Giemsa em estoque (7,6 g/L; Glicerol: 500 mL/L; Metanol: 500 mL/L; Newprov® ), foram aplicadas 

diretamente sobre a lâmina por 2 minutos com auxílio de uma pipeta Pasteur. Em seguida as lâminas foram 

lavadas em dois recipientes com água (recipiente 1= 3 a 4 mergulhos, recipiente 2= 2 a 3 mergulhos).  Após esse 

processo, as lâminas foram secadas por um minuto, conforme descrito anteriormente. Em seguida, 3 gotas de 

adesivo Entellan foram aplicadas sobre o esfregaço visivelmente seco para posicionamento da lamínula de vidro. 

 Avaliação das lâminas/ contagem de micronúcleo .  

A contagem das células foi realizada por um examinador treinado e calibrado previamente (Kappa intra-

examinador 0,855),  sob um microscópio óptico Coleman®, com 100x de magnificação, e quando os 

micronúcleos foram encontrados, a magnificação foi aumentada para 400x. Para cada período (D0, D14 e D30), 

de cada paciente foram contadas 1000 células. 

Os critérios para inclusão na contagem total de células foram os seguintes [24]:  

1) citoplasma intacto e que se encontra relativamente plano;  

2) pouca ou nenhuma sobreposição com as células adjacentes; 

 3) pouco ou nenhum detrito/ sujeira; 

 4) núcleo normal e intacto, com perímetro nuclear normal e distinto. 

Os parâmetros para a identificação de micronúcleos serão os seguintes:  

1) arredondado com perímetro liso sugestivo de uma membrana; 

 2) menos de um terço do diâmetro do núcleo associado, mas suficientemente grande para discernir forma e cor; 

 3) intensidade de coloração semelhante ao núcleo; 

 4) textura similar ao núcleo; 

5) mesmo plano focal do núcleo; 

 6) ausência de sobreposição com o núcleo; 

7) não ter pontes com o núcleo principal.   
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Morte ou degeneraçào celular (cariólise, cariorrexe, fragmentação nuclear) foram excluídas da 

avaliação.  

Análise estatística 

Os dados originais foram tabulados no utilizando o programa Excel (Microsoft corporation, EUA) e foram 

submetidos ao teste Shapiro de normalidade (H0 descartada = não normal em todas as colunas)  e ao teste de o 

teste de Kruskal-Wallis.  A análise estatística foi realizada Comparando os resultados entre as técnicas e entre os 

três  tempos avaliados. 

Resultado  

 Foram selecionados, através dos critérios de inclusão e exclusão, 67 indivíduos de um total de 77 

avaliados (Tabela 1). No decorrer da execução do projeto houve perda de pacientes em todos os grupos.  

 

FIG. 1 Fluxograma CONSORT 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para ensaios clínicos randomizados 

 

Tabela 1- Características dos grupos experimentais. 

 

 

 

 

 Grupo 1 TOB Grupo 2 TUD Grupo 3 MPH 

Idade (anos; média ± 

*DP 

 

17,7 ± 1,6 

 

17,9 ± 1,4 

 

17,8 ± 1,4 

Sexo (masculino; %)  

60% 

 

20% 

 

40% 
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*DP= Desvio padrão.  

 

Os dados foram submetidos ao teste de Kruskal-Wallis-Dunn que expôs que não houve diferença 

significante entre os grupos e entre os tempos analisados (p= 0.0109), observa-se a mediana e o intervalo 

interquartil da frequência de micronúcleos por 1000 células esfoliadas do tecido gengival dos três grupos, em 

tempos diferentes (Tabela 2).  

 

Tabela 2 Frequência de micronúcleos por 1000 células contadas.  

 D0 D14 D30 

 

 

Mediana/IQR Mediana/IQR Mediana/IQR 

Grupo 1 TOB  

1/1 

 

1/0 

 

1/1 

Grupo 2 TUD  
1/0 

 
1/1 

 
1/1 

Grupo 3 MPH  

1/1 

 

1/0 

 

1/1 

teste de Kruskal-Wallis- método de Dunn. (p= 0.0109) 

Discussão 

 A preocupação com os efeitos genotóxicos do peróxido de hidrogênio não são recentes. Estudos 

pioneiros mostraram que o contato direto com o peróxido de hidrogênio induziu efeitos genotóxicos em bactérias 

e em cultura de células[7].  

 Entretanto, não há consenso quanto ao real efeito genotóxico dos géis clareadores. Enquanto alguns 

estudos sugerem que o clareamento dental a base de peroxido de hidrogênio afeta o genoma de células epiteliais, 

apresentando potencial genotóxico [7, 9, 25,26], outros trabalhos afirmam que nas doses e frequência  que são 

administrados, é patente a ausência de genotoxicidade desses produtos [27, 28]. No entanto, é indubitável a 

escassez de ensaios clínicos que avaliam a genotoxicidade de sistemas de clareamento caseiro nas diferentes 

formas de apresentação.  

 O potencial genotóxico sugerido por muitos estudos se baseia na toxicidade do gel clareador 

decorrente da formação de radicais livres, incluindo o radial hidroxila, que danifica estruturas intracelulares e 

ataca o DNA [7–9, 25, 26]. Todavia, estes radicais tendem a ser controlados por enzimas antioxidantes, sendo, 

portanto, o potencial genotóxico do peróxido de hidrogénio dependente da acessibilidade dos radicais livres ao 

DNA alvo [7]  

.   Além disso,  a sobrecarga dos mecanismos protetores celulares seria  prejudicada apenas se estes 

produtos fossem usados a  longo prazo, em alta concentração e sem o uso de barreiras gengivais para evitar o 

contato do  tecido mole [28, 29]. Entretanto, este ensaio clínico utilizou peróxido de hidrogênio em baixa 
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concentração, em moldeiras individualizadas (MPH) e em dois tipos de tiras clareadoras (TOB e TUD), por um 

período de 14 dias, minimizando o contato do peróxido de hidrogênio aos tecidos gengivais.  

 Para avaliar o possível potencial genotóxico dos produtos testados foi utilizado o teste de 

micronúcleos, pois a presença desta estrutura é considerada um importante biomarcador para observar danos no 

DNA [12, 19, 30–32]. Entretanto, as limitações desse teste são os diferentes protocolos e experimentais e 

pontuação critérios aplicados que podem gerar uma discrepância de resultados [24, 32, 33].  Normalmente, a 

coleta para a contagem de micronúcleos é realizada antes do inicio do tratamento e no final do mesmo [9, 16]. 

Neste trabalho foram realizadas em três momentos, primeiramente antes do procedimento de clareamento (D0), 

imediatamente após o fim do tratamento (D14) e 30 dias após o final do tratamento (D30), para que pudessem 

ser avaliados os eventuais efeitos residuais dos produtos utilizados. 

 A frequência normal de micronúcleos em células mucosas é entre 0,5 a 2,0/1000 células [15, 

34]. A  idade influencia na eficiência fisiológica, a literatura afirma que, com o avançar da idade, biomarcadores 

de danos citogenéticos, como micronúcleos (MN), têm elevadas frequências em células epiteliais esfoliadas 

[19,20]. Estudos sugerem que esse processo está associado a um aumento da instabilidade genômica 

decorrente da redução da capacidade de reparo de danos ao DNA [17,18].  Neste ensaio clínico,  utilizou-se 

pacientes jovens, para cada período (D0, D14 e D30), foram contadas 1000 células e  não foi observado 

potencial genotóxico, independente da técnica ou do tempo (p= 0.0109), concordando com os resultados  de De 

Geus et al. [16], onde a análise de variância de dois fatores de medidas repetidas mostrou que o fator tempo (p= 

0,248) e o tratamento (p= 0,067) não foram estatisticamente significantes, e Lucier et al. [28], que evidenciaram 

que o gel de baixa concentração não tem potencial genotóxico sobre as células do tecido gengival. 

 Por outro lado, o presente resultado contrasta com os outros trabalhos [25, 26], que afirmam que o gel 

clareador causa alterações morfológicas e produção de citocinas pró-inflamatórias que mantém o tecido em um 

estado crônicamente ativo, podendo predispor a célula à riscos elevados de danos, inclusive genéticos. 

Apesar dos resultados seguros encontrados neste ensaio clínico, observa-se a  carência de ensaios 

clínicos  avaliando o potencial genotoxico dos novos sistemas de clareamento dental à base de peróxido de 

hidrogênio para respaudar a segurança destes produtos. 

Conclusão  

Não houve genotoxicidade do peróxido hidrogênio (PH) a 10% em pacientes submetidos ao 

clareamento caseiro nas diferentes formas de aplicação testadas e nem nos tempos avaliados. 

 

Padrões éticos Todos os procedimentos realizados foram De acordo com os padrões éticos do Comitê de Ética 

em Pesquisa Envolvendo seres humanos da Universidade Federal do Amazonas.  

 

Conflito de interesses Os autores não tem conflitos Interesse. 

 

Termo de Consentimento Todos os responsáveis assinaram o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

(TCLE), e os voluntários assinaram Termo de Assentimento. 
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5. CONCLUSÃO  

Não houve genotoxicidade do peróxido hidrogênio (PH) a 10% em pacientes 

submetidos ao clareamento caseiro nas diferentes formas de aplicação testadas e 

nem nos tempos avaliados. 
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7. APENDICE 1 

 UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO 

 

Convidamos o seu(a) filho(a) para participar da Pesquisa “AVALIAÇÃO DA SENSIBILIDADE E 

GENOTOXICIDADECAUSADAS EM ADOLESCENTES SUBMETIDOS AO CLAREAMENTO COM 

FITAS OU MOLDEIRAS”, sob a responsabilidade do pesquisador Diego dos Santos Cordeiro, o qual 

pretende avaliar o grau de sensibilidade e de clareamento dos produtos clareadores em fitas e moldeiras, bem 

como o potencial tóxico desses produtos. 

A participação é voluntária e se dará por meio da realização do tratamento clareador em sua própria casa. 

Seráentregue um kit contendo o produto clareador, uma escova dental, um creme dental e um informativo 

contendo todas as informações que você precisa para realizar o tratamento e tirar suas dúvidas à respeito dos 

procedimentos. 

O risco decorrenteda participação na pesquisa é o desconforto durante o procedimento de moldagem, que 

pode ser sanado pela interrupção do procedimento; É possível também que ocorra um pequeno quadro de 

sensibilidade durante o tratamento, fato que pode ser interrompido com a paralisação do tratamento e 

aplicação de medidas para a redução da sensibilidade, como o uso de flúor e medicamentos com ação 

analgésica. Para avaliar a toxicidade, será realizada uma técnica chamada citologia esfoliativa, que é um 

procedimento que coleta células da camada mais superficial da gengiva, com auxílio de uma espátula 

metálica odontológica, sem causar feridas ou sangramentos. Todos esses procedimentos serão realizados por 

profissionais especializados.  Se você permitir que seu filho(a) participe dessa pesquisa, estará contribuindo 

para obenefício da ciência e da comunidade acadêmica, resultando na evolução do tratamento nessa idade, 

trazendo novas informações a respeito das técnicas utilizadas, assim como os efeitos da sensibilidade e 

eficácia do produto, resultando em sua aplicabilidade com segurança. 

Se depois de consentir a participação o Sr (a) desistir de continuar participando, tem o direito e a liberdade 

de retirar seu consentimento em qualquer fase da pesquisa, seja antes ou depois da coleta dos dados, 

independente do motivo e sem nenhum prejuízo a sua pessoa. O (a) Sr (a) não terá nenhuma despesa e 

também não receberá nenhuma remuneração. Os resultados da pesquisa serão analisados e publicados, mas a 
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identidade dos participantes não será divulgada, sendo guardada em sigilo. Para qualquer outra informação, 

o (a) Sr (a) poderá entrar em contato com o pesquisador no endereço Av. Ayrão, 1539, Praça  

 

 

 

14, pelo telefone (92)33054908, ou poderá entrar em contato com o Comitê de Ética em Pesquisa – 

CEP/UFAM, na Rua Teresina, 495, Adrianópolis, Manaus-AM, telefone (92) 3305-5130. 

 

Consentimento Pós–Informação: 

Eu, ___________________________________________________________, fui informado sobre o que o 

pesquisador quer fazer e porque precisa da minha colaboração, e entendi a explicação. Por isso, eu concordo 

em participar do projeto, sabendo que não vou ganhar nada e que posso sair quando quiser. Este documento 

é emitido em duas vias que serão ambas assinadas por mim e pelo pesquisador, ficando uma via com cada 

um de nós. 

 

 

 

Assinatura do participante 

 

Manaus, _____ de __________________ de 2015. 

 

 

Assinatura do Pesquisador Responsável 

UNIVERSIDADE FEDERAL DO AMAZONAS 

FACULDADE DE ODONTOLOGIA 
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8. APÊNDICE 2 

TERMO DE ASSENTIMENTO DO MENOR 

Você está sendo convidado para participar da pesquisa “AVALIAÇÃO DA SENSIBILIDADE E 

GENOTOXICIDADE CAUSADAS EM ADOLESCENTES SUBMETIDOS AO CLAREAMENTO COM 

FITAS OU MOLDEIRAS”. Seus pais permitiram que você participe.  

Nessa pesquisa, queremos saber o grau de sensibilidade que você pode sentir, e o quanto o material usado 

para clarear seus dentes podem alterar as células que estão na sua boca. 

Os jovens que irão participar dessa pesquisa têm de 15 a 20 anos de idade. Mas você não precisa participar 

da pesquisa se não quiser, é um direito seu, não terá nenhum problema se desistir. 

A pesquisa será feita na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do Amazonas, onde 

osjovensreceberão moldeiras com gel ou fitas clareadoras, para realizar o clareamento. Para isso, será 

necessário fazer um procedimento de moldagem, com um material chamado alginato. Você pode sentir um 

pequeno desconforto enquanto for usado esse material, mas podemos parar o procedimento quando for 

pedido. Para clarear os dentes, será usadoo Peróxido de Hidrogênio a 10%. O uso desse material é 

considerado seguro, mas é possível ocorrer sensibilidade, que poderá desaparecer com o uso de flúor ou 

medicamentos. Caso tenha alguma dúvida, você pode nos procurar pelo telefone(92)33054908do 

pesquisador Diego dos Santos Cordeiro. Mas há coisas boas que podem acontecer como os seus dentes 

serem clareados e conseguirmos novas informações sobre esse tratamento, para ajudarmos outros jovens. 

Ninguém saberá que você está participando da pesquisa, não falaremos a outras pessoas, nem daremos a 

estranhos as informações que você nos der. Os resultados da pesquisa vão ser publicados, mas sem 

identificar os que participaram da pesquisa.  
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Eu, ___________________________________, aceito participar da pesquisa “AVALIAÇÃO DA 

SENSIBILIDADE E GENOTOXICIDADE CAUSADAS EM ADOLESCENTES SUBMETIDOS AO 

CLAREAMENTO COM FITAS OU MOLDEIRAS”, que tem o objetivo de avaliar a sensibilidade e a 

genotoxicidade que podem ser causadas pelos agentes clareadores. Entendi as coisas ruins e as coisas boas 

que podem acontecer. Entendi que posso dizer “sim” e participar, mas que, a qualquer momento, posso dizer 

“não” e desistir. Os pesquisadores tiraram minhas dúvidas e conversaram com os meus responsáveis. Recebi 

uma cópia deste termo de assentimento e li e concordo em participar da pesquisa. 

 

 

 

 

Manaus, ____de______________de2015. 

 

__________________________________________ 

Assinatura do menor 

 

___________________________________________ 

Assinatura do Pesquisador 
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9. ANEXO 1 
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10. ANEXO 2 
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