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RESUMO: No campo das investigacdes farmacoldgicas ¢ importante avaliar o
potencial genotdxico e/ou carcinogénico de substancias quimicas. Essas avaliacoes
s30 necessdrias para aumentar a seguranca da populacio que faz uso desses
compostos. Este trabalho teve por objetivo fazer uma avaliacio citogenética do
clareador dental peroxido de carbamida, em células meristematicas de raiz de
Allium cepa, analisando-o em trés concentracoes: [1]: 10%, [2]: 20% e [3]: 35%
(grupo-tratamento- TR). Para esta avaliacio foram estabelecidos trés grupos: CO
(Oh), TR (24h) e RE (24h). Foram analisadas 5.000 células por grupo para o
calculo do indice mitotico médio de cada grupo, e a andlise estatistica foi feita pelo
teste do Qui-quadrado. A partir dos resultados obtidos, verificou-se que as
concentracdes testadas do perdxido de carbamida ndo causaram acio citotoxica
estatisticamente significativa nem alteracdes cromossdmicas no sistema teste utilizado.

PALAVRAS-CHAVE: Peréxido de carbamida; Citotoxicidade; Células
meristematicas de raiz de Allium cepa.

CYTOTOXIC OF CARBAMIDE PEROXIDE

IN THE ROOT OF MERISTEMATIC CELLS

Allium cepaL.- CYTOTOXIC POTENTIAL
OF CHEMICALS

ABSTRACT: In the drug research field it is important to assess the potential
genotoxic and/or carcinogenic chemical substances. Such assessments are needed
to increase the population security that use these compounds. This study aimed to
make a cytogenetic assessment of dental bleach carbamide peroxide in the roots of
Allium cepa meristematic cells, analyzing it in three concentrations: [1]: 10%, [2]:
20% and [3]: 35% (group-treatment-TR). For this assessment it was established
three groups: CO (Oh), TR (24h) and RE (24h). It was examined 5.000 cells per
group to calculate the average mitotic index of each group, and statistical analysis
was performed by Chisquare. From the results, it was found that the tested
concentrations of carbamide peroxide caused no statistically significant cytotoxic
activity or chromosomal changes in the test system used.

KEYWORDS: Carbamide peroxide; Cytotoxic; Roots of Allium cepa
Meristematic Cells.
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INTRODUCAO

O clareamento dental foi introduzido na Odontologia ha mais
de 150 anos, mas apenas nas ultimas décadas o clareamento de
dentes vitais e ndo vitais passou a ser amplamente divulgado e
extensamente aplicado na pratica odontoldgica. Diferentes tipos de
agentes clareadores, associados a técnicas especificas de aplicacio,
tém permitido a realizacio deste procedimento com relativo sucesso
até mesmo quando o tratamento € realizado pelos proprios pacientes
(clareamento caseiro). O clareamento dental caseiro, apesar de
caracterizar uma modalidade de tratamento mais lenta do que aquela
realizada em consultério, tem sido amplamente empregado pela
populacio em geral, principalmente pela sua praticidade e baixo
custo (COSTA; HUCK, 2006).

Haywood e Heymann (1989) implantaram uma técnica de
clareamento dental caseiro a base de perdxido de carbamida. Desde
entiio este composto pode ser encontrado em concentracdes de
10%, 15%, 20% e 35% em anidro glicerol ou glicina, (CH,N,O-
Hzoz)' O peroxido de carbamida também é conhecido como
perdxido de uréia, peréxido de hidrogénio uréia, peroxido de
hidrogénio carbamida ou peridroluréia.

Segundo Kawamoto e Tsujimoto (2004), a maioria dos
clareadores dentais sofrem ionizacao e decomposicio, produzindo
radicais livres, os quais sio altamente instaveis e apresentam notavel
capacidade de reagir com outras substancias organicas. A base da
habilidade clareadora esta no fato de que, quando esses agentes
reagem com moléculas orginicas altamente conjugadas, eles rompem
a conjugacio do elétron e alteram a absorcio de energia da molécula,
o que leva 4 alteracio na sua estrutura éptica, podendo resultar no
deslocamento do espectro de absorcio do composto e causar
alteracdes na estrutura do dente e em tecidos préximos.

E sabido que as mutacdes e as alteracdes no processo de
divisio celular podem ocorrer pelo efeito de agentes mutagénicos
fisicos ou quimicos como temperatura, radiacdes ionizantes,
conservantes, agrotoxicos, medicamentos, drogas naturais ou
sintéticas, aditivos alimentares, entre outros compostos quimicos
(ALBANESE, 1988; BOEI, 1998).

Até 0o momento, poucos sio os estudos relatando os efeitos cito-
toxicos dos agentes clareadores, sendo que a maioria das pesquisas
feitas em nivel celular foi realizada in vitro. Em funcio de o peroxido
de carbamida ser muito utilizado no clareamento dental caseiro pe-
la populacdo, muitas vezes de forma indiscriminada, aliado a falta
de estudo deste composto quimico em nivel celular in vivo, decidiu-se
realizar este trabalho, que teve por objetivo verificar a acio do perdxi-
do de carbamida em células meristematicas de raiz de Allium cepa.

2METODOLOGIA

De acordo com Fiskejo (1994), o sistema teste de raiz de Allium
cepa é facil de manusear, tem baixo custo, requer um tempo curto
para realizacio e obtencio dos resultados, apresenta boas condicoes
cromossdmicas para estudos de danos cromossémicos ou distur-
bios na divisdo celular, é de alta sensibilidade e revela alta confiabilidade.

O cariotipo de Allium cepa consiste em oito pares de
Cromossomos, entre metacéntricos e submetacéntricos (GRANT,
1982). Cada bulbo produz um grande niimero de raizes em um
curto periodo de tempo, fornecendo um grande numero de
células em divisio por lamina.

M (%

Para este trabalho foi utilizado o gel clareador dental Extra
White, a base de peréxido de carbamida, obtido de uma fonte
comercial localizada no municipio de Apucarana - PR. Testou-se
este composto em trés concentracdes: [1]: 10%, [2]: 20% e [3]: 35%.
Para cada concentracio testada foram utilizados 10g de gel clareador,
que equivalem a mesma dose do produto recomendada para o
homem em cada aplicacio. Os bulbos de cebola de cada concentracio
foram colocados em contato direto com o produto a ser testado.

Para a realizacdo deste estudo foram obtidas cebolas (Allium
cepa) de tamanho mais ou menos uniforme, adquiridas de uma
fonte comercial e colocadas para enraizar em frascos com 4gua, a
temperatura ambiente, até obtencio de raizes com cerca de um
centimetro a um centimetro e meio de comprimento. Antes de
cada tratamento foram coletadas algumas raizes para servirem de
controle do proprio bulbo (Oh). Em seguida, colocaram-se os
bulbos em suas respectivas amostras (solucdes-tratamento) por 24
horas. Apés o tratamento, foram retiradas e fixadas algumas raizes
de cada cebola. Foram lavadas as raizes restantes e os bulbos
novamente colocados em dgua durante 24 horas, para se recuperar,
sendo as raizes restantes retiradas e fixadas.

As raizes das cebolas foram coradas pela reacio de Feulgen
(FREESE, 1971). As laminas foram analisadas utilizando-se
microscopio ptico em objetiva de 40X. Foram avaliadas 1.000
células por bulbo, totalizando 5.000 células para cada grupo de
controle, tratamento e recuperacio. Foram avaliadas alteracdes na
estrutura dos cromossomos e alteracdes no indice de divisio celular
(IM). Para a analise estatistica foi feito o teste do Qui-quadrado.

3 RESULTADOS

Tabela 1. Indices Mitéticos (IM) médio obtidos, em células meriste-
miticas de raiz de Allium cepa, tratadas com peréxido de carbamida.

Grupos [mg/ml] Indices Mitéticos

CO (0h) | TR (24h) | RE (24h)
CO [0] 5,0 5,2 5,0
PC (1] 4,9 52 5,0
PC (2] 5,4 5,1 5,0
PC [3] 5,0 49 5,5

CO - Controle. PC: peroxido de carbamida, [1]: 10%, [2]: 20% e [3]:
35%. CO (Oh) controle; TR (24h) tratamento e REC (24 h) recu-
peracao em agua.
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Figura 1. Indices mitdticos médio-totais obtidos para cada controle (CO -

Oh), tratamento (TR - 24h) com trés concentracdes do peroxido de
carbamida: [1] = 10%, [2] = 20% e [3] = 35%, e recuperacio (REC - 24h).
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Atabela 1 ea figura 1 mostram os indices médio-totais de divi-
sao celular obtidos para o controle, tratamento com as trés concen-
tracoes do perdxido de carbamid, e respectivas recuperacoes de células
meristematicas de raiz de Allium cepa. Os resultados mostram que
nio houve alteracio estatisticamente significativa, entre estes em ne-
nhum dos tempos e tipos de amostras avaliados. Nao foi verificada
apresenca de alteracdes cromossdmicas em nenhuma das concentra-
cdes testadas com o perdxido de carbamida neste sistema-teste.

4 DISCUSSAO

Estima-se que grande parte das neoplasias resulte da interacio
entre fatores genéticos e ambientais, sendo a contribuicio
exclusivamente genética responsavel por apenas 5% de todos os
tumores. A fracio restante pode ser atribuida a fatores ambientais
que atuam em conjunto com a suscetibilidade genética (ROSSIT;
CONFORTIFROES, 2000). Durante as tltimas trés décadas tem
aumentado o interesse da comunidade cientifica pela deteccio,
conhecimento e controle sobre os agentes ambientais responsaveis
por danos a saude humana. Os impactos causados a satude por
agentes toxicos muitas vezes nio podem ser observados e medidos
diretamente. A informacio obtida na andlise de risco (testes utilizados
na deteccio de agentes téxicos) permite estimar e comparar estes
impactos (SILVA; FONSECA, 2003).

Os organismos vivos estio freqlientemente expostos a agentes
ambientais que podem induzir modificacdes quimicas no DNA.
Estas modificacdes na estrutura do DNA sdo prejudiciais as células,
uma vez que podem prejudicar alguns processos, tais como a
duplicacio do DNA, a transcricio génica e, conseqiientemente, a
divisao celular. Elas também podem causar mutacdes e aberracoes
cromossdmicas, fendmenos estes que podem levar ao desenvolvimento
de processos cancerosos e a morte celular (COSTA; MENK, 2000).

Para as trés concentracoes avaliadas do peréxido de carbamida,
os indices mitdticos obtidos permaneceram praticamente iguais
nas fases de controle, tratamento e recuperacio, mostrando que
essas concentracdes ndo tiveram acio toéxica estatisticamente
significativa nas células meristematicas de raiz de Allium cepa. Para
as trés concentracdes testadas, nao foram encontradas alteracoes
cromossOmicas.

Cantoni e Murray (1990) avaliaram a citotoxicidade do
peroxido de carbamida sobre o DNA, utilizando para isso o meio
de cultura de células de ovario de hamster chinés. Os autores
verificaram a ocorréncia de uma simples quebra nas cadeias do
DNA, induzida pelo radical OH’, o que nio representou,
necessariamente, nenhuma lesio fatal a célula, devido aos seus
eficientes e rapidos processos de reparo. Entretanto, quando ocorreu
uma interferéncia nestes mecanismos reparadores, neste caso
representado por um inibidor enzimatico (3 - aminobenzidamida),
foi observada a fixacio da lesdo.

Pieroli e Navarro (1997) estudou os efeitos de dois agentes
clareadores & base de peréxido de carbamida a 10%, utilizando
como sistema-teste hamsters sirios dourados. A partir dos resultados
obtidos concluiu que os dois clareadores testados possuiam efeito
carcindgeno associado com o DMBA (acido dimetilbenzatraceno),
atuando na fase de promocio tumoral. Segundo essa mesma
autora, as reacoes de radicais livres ndo sdo especificas apenas para
moléculas pigmentadas dos dentes, podendo também reagir
potencialmente com outras estruturas orginicas. As espécies reativas

derivadas do oxigénio sio conhecidas como promotoras de injurias
as células, devido ao estresse oxidativo que promovem. Este tipo de
estresse pode causar apoptose, danos ao DNA (genotoxicidade) e
citotoxidade celular.

Albuquerque e colaboradores (2002) avaliaram a influéncia
da aplicacio topica do perdxido de carbamida na expressio
imunohistoquimica do antigeno nuclear de proliferacio celular
(PCNA) na mucosa oral da lingua de ratos. Doze ratos Wistar
machos foram selecionados e submetidos a aplicacio topica de
peroxido de carbamida a 10% sobre um lado do dorso da lingua. O
resultado demonstrou que a aplicacio topica deste composto, nesta
concentracio, induz proliferacio celular epitelial transitoria na
mucosa oral desses animais.

Ferreira (2001) verificou a possibilidade do efeito decorrente da
acio de quatro agentes clareadores na geracio de radicais livres e de
danos oxidativos as células. Para isso foram realizados estudos em
culturas bacterianas com mutacdes em genes associados com a
codificaciao de enzimas envolvidas no reparo de lesdes oxidativas e
com aceptores de espécies reativas de oxigénio e quelantes de ions
metalicos. Com relacdo a inativacao da sobrevivéncia das culturas,
utilizandose aceptores, a inativacio para as cepas mutantes foi inferior
adaselvagem. Isso reforca uma possivel acio genotoxica desses agentes
clareadores. Ribeiro e colaboradores (2006) avaliaram, pelo teste
de células individualizadas em gel (teste do cometa) in vitro, o potencial
genotodxico associado & exposicio aos agentes clareadores dentais.
Células de ovario de hamster chinés (CHO) in vitro foram expostas a
seis agentes clareadores dentais comercialmente disponiveis. Os
resultados mostraram que todos os agentes clareadores testados
contribuiram para os danos no DNA, na concentracio de 35%.

Pelos dados aqui obtidos, verificamos que os resultados niao
foram citotoxicos nas concentracdes avaliadas do peroxido de
carbamida, em cé¢lulas meristematicas de raiz de Allium cepa, mas é
importante ressaltar que dados obtidos a partir de sistemas-testes
vegetais ndo podem ser considerados definitivos, ja que a substancia
testada pode apresentar interacdes diferentes em cada organismo.
Logo, o resultado de um tinico sistema-teste nio deve ser tomado
como definitivo, devendo-se entio realizar o mesmo estudo com
sistemas-testes diferentes.

5 CONCLUSAO

A seguranca do perdxido de carbamida deve ser mais
investigada, principalmente, em relacdo aos possiveis efeitos dos
radicais livres de oxigénio liberados nos procedimentos clareadores.
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