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RESUMO

A Odontologia Adesiva surgiu com o intuito de minimizar infiltragdes,
deslocamentos e desgastes dentdrios desnecessarios. Atualmente muito se sabe
sobre propriedades fisicas e quimicas dos sistemas adesivos, porém ainda sao
necessarios mais estudos a respeito de suas propriedades e efeitos bioldgicos. Os
adesivos dentdrios possuem dois componentes que merecem atenc¢ao, o BIS-GMA
e o bisfenol A (PMA), devido ao potencial danoso que possuem ja relatado na
literatura. Dessa forma, o presente estudo objetivou avaliar o potencial
carcinogénico do adesivo dentdrio, utilizando como modelo experimental
Drosophilas Melanogaster a partir do ETT (Epithelial Tumor Test). As Drosophilas
melanogaster foram expostas a seis diferentes concentra¢des do adesivo Adper™R
Single Bond 2 (3M do Brasil — Sumaré — Sao Paulo), sendo elas: 1:20, 1:40, 1:80,
1:160, 1:320 e 1:640, utilizando como solvente agua de osmose reversa, além do
controle positivo com Cloridrato de Doxorrubicina (DXR) e do controle negativo com
agua de osmose reversa. Foi realizada comparac¢ao dos resultados obtidos com os
grupos controles e foi possivel observar que existe uma diminuicdao da atividade
carcinogénica a medida que hd um aumento das diluicdes do adesivo. No entanto,
mais pesquisas sao necessdrias para afirmar sua carcinogenicidade.

Palavras-chave: Odontologia, Adesivos Dentinarios, Carcinogénese, Drosophila
melanogaster.
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Evaluation of the carcinogenic potential of dental adhesive
in an experimental model of Drosophilas melanogaster

ABSTRACT

Adhesive Dentistry was created with the aim of minimizing infiltrations, displacements and
unnecessary tooth wear. Currently, much is known about the physical and chemical properties
of adhesive systems, but more studies are still needed regarding their properties and
biological effects. Dental adhesives have two components that deserve attention, BIS-GMA
and bisphenol A (PMA), due to their harmful potential already reported in the literature. Thus,
the present study aimed to evaluate the carcinogenic potential of dental adhesive using
Drosophilas Melanogaster as an experimental model from the ETT (Epithelial Tumor Test).
Drosophilas melanogaster were exposed to six different concentrations of AdperMR Single
Bond 2 adhesive (3M do Brasil — Sumaré — S3do Paulo), namely: 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320
and 1:640 using reverse osmosis water as solvent, in addition to the positive control with
Doxorubicin Hydrochloride (DXR) and the negative control with reverse osmosis water. A
comparison of the results obtained with the control groups was performed and it was possible
to observe that there is a decrease in carcinogenic activity as there is an increase in the
dilutions of the patch. However, more research is needed to affirm its carcinogenicity.

Keywords: Dentistry, Dentin-Bonding Agents, Carcinogenesis, Drosophila melanogaster.
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INTRODUCAO

A Odontologia é uma area do conhecimento que com o passar dos anos vem
buscando o desenvolvimento e aprimoramento dos materiais utilizados em seus
pacientes. Procedimentos restauradores sdo cada vez menos invasivos, permitindo
atingir altos niveis de qualidade com maior conservacdo dos tecidos dentarios
envolvidos, gracas a evolucdo dos sistemas adesivos (AGUIAR, et al., 2013). Dessa forma,
os sistemas adesivos que sdo amplamente utilizados na clinica odontolégica atual
precisam entrar em pauta, uma vez que possuem caracteristicas diversas que
necessitam de minuciosa e constante avaliacdo para que se chegue o mais préximo do
gue seria um material restaurador ideal. A observacdao dos trabalhos que avaliam
propriedades dos adesivos dentindrios mostram que para que, estes tenham um bom
desempenho clinico, devem apresentar: adesdo ao substrato; molhamento; alto grau de
polimerizacdo; resisténcia fisica, quimica e mecanica e baixa citotoxicidade (CHAIN,
2013; SILVA; LUND, 2016). No entanto, apesar da grande quantidade de estudos que
atestam a qualidade da adesdao promovida por estes materiais, pouco se sabe a respeito
de sua acdo como um potencial agente carcinogénico. Na composicdao do adesivo
encontramos substancias como BIS-GMA e Bisfenol-A que sdo sabidamente agentes
carcinogénicos e que interferem diretamente nas células com receptores de estrogénio

(SODERHOLM; MARIOTTI, 1999).

O adesivo ao ser aplicado na superficie do dente em procedimentos
restauradores ou ortodonticos pode ndo ser completamente polimerizado e sofrer o
processo de lixiviagdo, o que vai permitir que o BIS-GMA seja absorvido e possa ser
detectado em fluidos como urina e plasma dos pacientes causando efeitos toxicos e

carcinogénicos (GIOKA, et al., 2005; OLEA, et al., 1996; AHRARI, et al., 2010).

O cancer é uma das doengas responsaveis pelo maior nimero de mortes no
mundo, sendo um processo patoldgico complexo e que ndo possui apenas uma causa
para seu surgimento. Dessa forma, muito se estuda sobre fatores desencadeantes
intrinsecos e extrinsecos de tal neoplasia maligna, uma vez que muitos deles podem ser

contornados de alguma forma (WARD, 2002).

De acordo com o INCA - Instituto Nacional de Cancer (2022) o cancer surge a
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partir de uma mutacdo genética, ou seja, uma alteracdo no DNA da célula é o ponto de
partida para o desenvolvimento da lesdo. A partir dessa alteracdo, a célula passa a

receber informacoes erradas para suas atividades.

Segundo Ward (2002), a célula possui mecanismos préprios de funcionamento
para que essa complete seu ciclo dentro da normalidade. Porém, quando os chamados
checkpoints (pontos de controle que permitem que a célula complete o seu ciclo sem
alteracdes) sdao rompidos, a fase de iniciacdo para o desenvolvimento de uma neoplasia
pode ter principio. A contribuicdo de diversos fatores, como heranca de genes mutados
e a exposicdo a agentes enddgenos ou exégenos contribuem para o surgimento da célula

oncolégica (MIGLIORE; COPPEDE, 2002).

Sabendo-se da necessidade de avaliar substancias exdgenas como sendo
potenciais desencadeadores de alteraces no ciclo celular o teste ETT (Epithelial Tumor
Test) realizado nas popularmente conhecidas como “moscas da fruta” (Drosophilas
Melanogaster), consiste em uma metodologia de detecc¢do de tumores epiteliais, o qual
avalia a carcinogenicidade de farmacos e produtos ambientais. As Drosophilas
melanogaster sdo bastante utilizadas para avaliacdo toxicoldgica devido a sua genética
bem documentada e a sua biologia de desenvolvimento, sendo utilizada a mais de 50
anos para esse fim. Além disso, sdo organismos que possuem vdrias vantagens para
serem usados para estudo, como o fato de serem organismos eucariéticos com tempo
de geragao curto, baixo custo de cultura e que permitem instalagdes simples para um

cultivo grande (NEPOMUCENO, 2015).

Os sistemas sendo um material corriqueiramente utilizado na pratica profissional
do cirurgido dentista em procedimentos reabilitadores, requerem investigacdo dos

potenciais riscos a carcinogénese.

Seguindo os principios bioéticos da ndao maleficéncia e beneficéncia, os quais sdo
de extrema importancia para a atuagao do cirurgido-dentista (BANDEIRA, et al., 2014) e,
entendendo a importancia de um tratamento no qual as propriedades do material
utilizado sejam conhecidas em sua amplitude, é fundamental a investigacdo a respeito
do potencial oncogénico dos sistemas adesivos uma vez que componentes isolados de
sua formulacdo apresentam este potencial (GOODSON, et al., 2011; DROZDZ, et al.,

2011). Portanto, esta pesquisa objetivou avaliar o efeito carcinogénico de um adesivo
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dentindrio AdperM® Single Bond 2 (3M do Brasil — Sumaré- S3o Paulo), utilizando o Teste

de Deteccdo de Tumores Epiteliais (ETT) em Drosophilas Melanogaster.

METODOLOGIA

Este trabalho é uma pesquisa laboratorial de cardter experimental, com
abordagem quantitativa. A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM, onde o produto
testado foi submetido ao Teste para Detecgdao de Tumores Epiteliais (ETT) utilizando

Drosophilas melanogaster como modelo bioldgico.

O produto testado foi o adesivo dentinario Adper™® Single Bond 2 (3M do Brasil
— Sumaré- S3o Paulo), sendo este um sistema adesivo em frasco Unico de 52 geracdo
com solvente de agua e alcool contendo 10% em peso de carga nanoparticulada. No
trabalho foi definida a dose téxica (T50) onde 50% ou mais dos animais expostos a
substancia ndo tiveram o seu ciclo de desenvolvimento completo e a partir desta dose
foram realizadas diluicGes de 1:20, 1:40, 1:80, 1:160, 1:320 e 1:640, utilizando como

solvente dgua de osmose reversa.

Como controle positivo para inducdo da formacdo de tumores foi utilizado o
Cloridrato de Doxorrubicina (DXR), denominado comercialmente como Adriblastina®
(CAS 25316-40-9), substancia esta que apresenta atividade carcinogénica comprovada
em D. melanogaster (AMARAL, et al., 2022). O medicamento foi preparado para a
obtengdo de uma concentragao final de 0,4mM, concentracdo esta ja estabelecida e
descrita na literatura por diversos autores como sendo ideal para inducdao da
carcinogénese em D. melanogaster. Como controle negativo foi utilizada agua de

osmose reversa.

2.1 TESTE PARA DETECCAO DE TUMORES EPITELIAIS EM Drosophila

melanogaster

O teste genético que foi utilizado foi o Epithelial Tumor Test (ETT), que avalia

alteragdes cromossomicas induzidas em D. melanogaster, por meio do gene wts. Este
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teste consiste na utilizacdo de duas linhagens de D. melanogaster, sendo elas: wts e
mwh, que sdo portadoras dos genes warts e multiple wing hairs, respectivamente. A
linhagem wts foi fornecida pelo Bloomington Drosophila Stock Center, da Universidade
de Indiana nos Estados Unidos (USA), registrado sob o nimero: Bloomington/7052 e a
linhagem mwh/mwh foi fornecida pelo Dr. Ulrich Graf (Physiology and Animal

Husbandry, Institute of Animal Science, ETH Zurich, Schwerzenbach, Switzerland).

Estas linhagens de moscas foram cultivadas no Laboratério de Citogenética e
Mutagénese do Centro Universitario de Patos de Minas — UNIPAM, onde foram
mantidas em frascos de % litro composto por 820 ml de agua, 25 g de fermento
(Sacchoromyces cerevisae), 11 g de agar, 156 g de banana e um grama de nipagin.
Mantiveram-se conservadas dentro de uma incubadora em uma temperatura de 252C e

umidade de 60%, com foto periodo regulado (12 horas de claro e 12 horas de escuro).

2.2 CRUZAMENTO DAS LINHAGENS

Para o experimento, inicialmente foi feita a separacdo das Drosophilas fémeas e
machos. Em trés dias consecutivos de coletas (em intervalos de duas horas), foram
separadas as fémeas wts e machos mwh. Esse processo foi realizado com o auxilio do
éter, que permite que as moscas adormegam, sendo possivel a separagcao com base no
dimorfismo sexual. Apds a separagao, as fémeas e machos coletados foram colocados

em meio proprio para acasalamento.

Depois do acasalamento, essas moscas foram transferidas para um meio de
postura (com base de fermento fresco), para a formagao de ovos e, posteriormente,

eclosdo das larvas. A postura acontece em um periodo de aproximadamente 8 horas.

2.3 TRATAMENTO

Apds 72 horas, as larvas descendentes do cruzamento anteriormente descrito
foram coletadas e transferidas para fracos de 25 ml contendo 1,5 g de fécula de batata
(meio alternativo para Drosophila) e 5 ml das solu¢Ges provenientes das diluicdes do

adesivo ou os controles (positivo e negativo).
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Foram montados os seguintes esquemas de tratamento:

1. Fécula de batata 1,5 g + dgua ultrapura + larvas = controle negativo
2. Fécula de batata 1,5 g + DXR 0,4 mM+ larvas = controle positivo

3. Fécula de batata 1,5 g + Adesivo diluido (1:20) + larvas

4, Fécula de batata 1,5 g + Adesivo diluido (1:40) + larvas

5. Fécula de batata 1,5 g + Adesivo diluido (1:80) + larvas

6. Fécula de batata 1,5 g + Adesivo diluido (1:160) + larvas

7. Fécula de batata 1,5 g + Adesivo diluido (1:320) + larvas

8. Fécula de batata 1,5 g + Adesivo diluido (1:640) + larvas

2.4 ANALISE DAS MOSCAS

Apds metamorfose das larvas, as moscas foram coletadas e armazenadas em
frascos contendo etanol 70%. Posteriormente, as moscas foram colocadas em placas
escavadas contendo glicerina para a sua avaliagdo. Para isso, as mesmas foram
separadas quanto aos fenodtipos, de acordo com a seguinte regra: apenas moscas
portadoras de pelos finos e longos apresentam o gene wts. Moscas com o fenétipo de
pelos curtos e grossos eram descartadas. A analise foi feita utilizando lupa
estereoscoépica e pingas entomoldgicas.

O registro foi feito em planilha onde foram indicados o nimero de tumores
encontrados em cada parte do corpo da mosca (regides do olho, cabeca, asas, corpo,

pernas, halteres) e, por fim, o total de tumores em cada uma delas.

RESULTADOS

Para a analise estatistica dos dados obtidos durante o experimento utilizou-se o
Software JAMOVI. Os valores obtidos da contagem de tumores para cada um dos grupos
experimentais foram tabulados e analisados estatisticamente com o modelo linear
generalizado e a contagem de frequéncia de POISON. Para a realizacdo do modelo

estatistico foram feitos agrupamentos em que cada um dos tratamentos testados foi
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comparado ao grupo controle negativo (Tabela 1). Nesta analise foi avaliada a presenca
ou auséncia de diferenca estatistica entre os tratamentos propostos (p<0,05). Para os
agrupamentos que apresentaram diferenca estatistica, o modelo nos permite utilizar o
exponencial B, que nos fornece a probabilidade de ocorréncia de tumores em
comparacdo ao grupo controle negativo. Desta forma ao avaliar o agrupamento 1 da
Tabela-1 pode-se dizer que o grupo controle positivo apresenta 8,5 mais chances de
induzir tumores quando comparado ao grupo controle negativo. Da mesma forma no
agrupamento 2 a diluicdo do adesivo 1:20 aumenta a incidéncia de tumores em 6 vezes
em relacdo ao grupo controle negativo. No agrupamento 3 a diluicdo 1:40 foi capaz de
aumentar a frequéncia de tumores em 4,167 vezes. No agrupamento 4 com a diluicdo
de 1:80 houve um aumento na frequéncia de tumores de 3,333. No agrupamento 5
utilizando a diluicdo 1:160 observou-se o aumento na frequéncia de tumores na ordem
de 3,667 vezes. No agrupamento 6 a diluicdo de 1:320 do adesivo aumentou em 3 vezes
a probabilidade de surgimento de tumores. No agrupamento 7 pode-se observar que
ndo houve diferenca estatistica entre o grupo controle negativo e o grupo teste com a
diluicdo de 1:640, com valor de p maior que 0,05 (p = 0,232) desta forma o exponencial

B ndo pode ser utilizado.

Tabela 1: Probabilidade de ocorréncia de tumores dos grupos experimentais em relagao

ao grupo controle negativo

95% Exp(B) Confidence Interval

Names Effect Estimate SE exp(B) Lower Upper z P
Agrupamento’ 2-1 2.140 04316 8.500 3.954 22.132 496 <.001
Agrupamento2  3-1 1792  0.4410 6.000 2.724 15.837 406 <.001
Agrupamento3  4-1 1427  0.4546 4.167 1.826 11.218 314  0.002
Agrupamento4  5-1 1204  0.4655 3.333 1.420 9.116 2,59 0010
Agrupamento5  6-1 1299  0.4606 3.667 1.582 9.957 2.82  0.005
Agrupamento6 7 -1 1.099 04714 3.000 1.258 8.275 2.33 0.020
Agrupamento7  8-1 0.606  0.5075 1.833 0.698 5.322 119 0232

Fonte: dados da pesquisa (2023).
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DISCUSSAO

Os sistemas adesivos sao amplamente utilizados na clinica odontoldgica para
unir diferentes materiais as superficies dentdrias. Podendo ser usados em processos
restauradores diretos e indiretos, onde, de maneira ideal, o adesivo deveria entrar em
contato apenas com os materiais restauradores e com as superficies dos tecidos
dentdrios, esmalte e dentina (SILVA; LUND, 2016). No entrando, parte deste material
pode ficar exposto na superficie do dente ou até mesmo escorrer em direcdo ao tecido
gengival entrando em contato com o tecido epitelial que reveste a cavidade bucal
podendo ser absorvido ou deglutido juntamente com o bolo alimentar. Sendo assim,
mesmo que indicado como um material de uso local este pode apresentar efeitos
sistémicos nos individuos. Ja existem muitos relatos a respeito das propriedades fisicas
e quimicas dos agentes adesivos dentarios, porém a respeito dos efeitos bioldgicos
desses ainda sdo necessdrios mais estudos para um melhor entendimento (SILVA; LUND,

2016).

A metodologia elaborada para conduzir este estudo utiliza o ETT (Epithelial
Tumor Test) tendo como modelo experimental as moscas da fruta D. melanogaster. A
escolha do modelo bioldgico foi baseada conforme a importante semelhanga no ciclo
celular dos mamiferos e das células do disco imaginal de Drosophilas. Os fatores que
induzem tumor nesses seres podem também ser fatores de risco para influenciar a
oncogénese de células em humanos (EEKEN, et al., 2002). Para a execussao deste
trabalho foi utilizada o Cloridrato de Doxorrubicina, uma droga com potencial
carcinogénico confirmado, para a criagao do grupo controle positivo e de acordo com os
resultados obtidos foi possivel validar a metodologia empregada, pois o grupo controle
positivo foi estatisticamente diferente (p<0,05) quando comparado ao grupo controle.
Resultado este em concordancia com outros trabalhos ja publicados na literatura

(NEPOMUCENO, 2015).

Segundo Pinchao (2017), os adesivos dentdrios possuem em sua formulagdao um
componente importante que merecem atencdo, o BIS-GMA. Ele merece analise critica
guanto a sua presenca na formulacao de materiais odontoldgicos, uma vez que ja existe
relatos literdrios de seus possiveis danos as células humanas. Durante um de seus

estudos, que realizou a avaliacdo in vitro da toxicidade do BIS-GMA em leucécitos
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polimorfonucleares em pacientes sauddveis e pacientes com neoplasia maligna, foi
possivel perceber que o BIS-GMA pode-se ser considerado um agente tdxico para as

células, no caso, leucdcitos polimorfonucleares.

O bisfenol A (BPA) é outro componente importante dos adesivos dentarios,
sendo esse organico e da familia dos aromadticos, usado principalmente como
monoémero, o qual estd presente também nas resinas compostas, resinas acrilicas e em
selantes odontoldgicos. E um componente que n3o estd presente apenas na
Odontologia, sendo utilizado também em fabricacées de mamadeiras, garrafas,
embalagens de alimentos, dentre outros. Porém, devido aos seus efeitos nocivos ja
relatados na literatura, em ambiente industrial ele ja vem sendo tirado de uso ha cerca
de 12 anos pela ANVISA. Ja em ambito odontoldgico, sdo necessarios mais estudos a
respeito de sua utilizacdo dentro da composicdo dos materiais odontoldgicos (SILVA,
2018).

Em uma revisdo de literatura realizada analisando estudos que mostram a
relacio danosa entre o bisfenol A (BPA) e a saude humana, pode-se perceber a
abrangéncia infesta, como por exemplo, na fertilidade, na producdao hormonal, em
disturbios endometriais, em disturbios metabdlicos e também na formacdo de células

cancerigenas (ROCHESTER, 2013).

Tendo isso em vista, o presente estudo trouxe como foco o adesivo dentinario
AdperM? Single Bond 2 (3M do Brasil — Sumaré - S3o Paulo) para avaliagdo do seu
potencial carcinogénico usando como modelo experimental Drosophilas Melanogaster
a partir do ETT (Epithelial Tumor Test), uma vez que esse material possui o BIS-GMA e o
bisfenol A (BPA) em sua composicao. Além disso, esse material entra em contato direto
com os tecidos dentarios, ressaltando a importancia da utilizacdo de materiais

odontoldgicos que ndo causem danos aos pacientes.

No presentte trabalho nao foi realizada a avaliagdo de componentes especificos
do adesivo dentindrio e sim o produto como um todo, divergindo da metodologia dos
trabalhos ja publicados na literatura. No entanto, os resultados obtidos mostram um
potencial carcinogenico do adesivo de maneira semelhante ao que se observa em outros
trabalhos. Sendo possivel verificar um efeito inversamente proporcional em relagado a

diluicdo do adesivo e o numero de tumores, ou seja, quanto maior a diluicdao do adesivo,
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menor a quantidade de tumores gerados nas Drosophilas Melanogaster, mostrando sua
relacdo dose dependente.

E valido ressaltar que nos procedimentos clinicos restauradores diretos e
indiretos nos quais os sistemas adesivos sdo utilizados, a quantidade de uso deste
material € muito pequena e deve ser realizada sob isolamento absoluto minimizando os

possiveis riscos a saude do paciente.

CONSIDERACOES FINAIS

Podemos concluir que o modelo experimental utilizado para avaliar o potencial
carcinogénico do adesivo dentario utilizando Drosophilas Melanogaster a partir do ETT
(Epithelial Tumor Test) e um método valido e reprodutivel. Além disto os resultados
demonstraram que o adesivo dentindrio é capaz de aumentar a incidéncia de tumores
em Drosophilas Melanogaster apresentando um comportamento dose dependente e
potencial carcinogénico. No entanto, é fundamental que se realize novos estudos para
verificar se o potencial carcinogénico encontrado é de alguma forma fator de risco para

a sua utilizacdo em humanos.
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