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Resumo 

 
A odontologia sempre preconizou o uso de materiais biocompatíveis para não 

causar agressão aos tecidos sadios adjacentes. Um dos materiais mais utilizados 

na endodontia é o cimento endodôntico para obturação, utilizado juntamente à 

guta-percha para preenchimento dos canais radiculares. No entanto, compostos 

presentes na fórmula de alguns cimentos podem apresentar efeitos tóxicos desde 

o momento em que foram inseridos, até meses ou anos após o tratamento. Um dos 

cimentos produzidos com o objetivo de ser biologicamente compatível e com 

propriedades físico-químicas adequadas foi o Mineral Trióxido Agregado Fillapex 

(MTA Fillapex®), que foi desenvolvido a partir do cimento Mineral Trióxido 

Agregado (MTA), o qual possui as propriedades biológicas desejadas. 

Considerando os resultados divergentes sobre a citotoxicidade do MTA Fillapex®, 

o presente estudo teve como objetivo investigar, in vitro, os efeitos citotóxicos e 

toxicogenômicos desse composto em linhagem celular de fibroblastos humanos 

gengivais. Para tanto, foram avaliados a sobrevivência e ciclo celular, os níveis de 

apoptose e necrose, o potencial genotóxico (teste do cometa) e o padrão de 

expressão (qRT-PCR) de genes relacionados à apoptose e proliferação celular 

(BCL-2, BAX e TP53). Os resultados mostraram efeito citotóxico significativo do 

cimento nas concentrações 20% e 40%, muito embora apenas na concentração 

mais alta o efeito persistiu por até 5 dias após o tratamento das células (teste de 

sobrevivência). Por outro lado, o MTA Fillapex® apresentou efeito genotóxico 

em concentrações menores, de 5% e 20%, e efeito toxicogenômico, modulando a 

expressão dos genes BCL-2, BAX e TP53, na concentração de 20%. Além disso, 

foram observadas alterações na cinética do ciclo celular em todas as fases e taxas 

de apoptose inicial, apoptose tardia e necrose na concentração de 40% e apoptose 

inicial na de 20% em comparação ao grupo controle. Concluindo, o cimento MTA 

Fillapex® apresentou potencial citotóxico e toxicogenômico em fibroblastos 

humanos gengivais in vitro, indicando a necessidade da realização de outros testes, 
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com diferentes desenhos experimentais, a fim de evitar riscos inerentes ao seu uso 

na odontologia.  
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Abstract 

 
  

Dentistry has always advocated the use of biocompatible materials to avoid damage 

to adjacent healthy tissues. One of the most commonly used endodontic material is 

the endodontic cement, which is used together with gutta-percha to fill root canals 

after pulp tissue removal. However, compounds in the formula of some cement may 

have toxic effects from the time they were inserted to months or years after 

treatment. The Mineral Trioxide Aggreate Fillapex (MTA Fillapex®), which was 

developed from the Mineral Trioxide Aggregate (MTA) cement, is one of the 

biologically compatible cements with adequate physicochemical properties. 

Considering the divergent results about MTA Fillapex® toxicity, the present study 

aimed to investigate the in vitro cytotoxicity and toxicogenomic potential of this 

compound in human gingival fibroblasts cell line. Cell cycle and survival, apoptosis 

and necrosis rates, genotoxicity (comet assay) and gene expression profiling (BCL-

2, BAX, TP53) were evaluated. The results showed significant cytotoxicity of the 

cement at concentrations 20% and 40%, although only the effect induced at the 

highest concentration persisted 5 days after cell treatment (survival test). MTA 

Fillapex® genotoxicity was observed for treatments at concentrations of 5% and 

20% and toxicogenomic effects on BCL-2, BAX and TP53 genes were detected at 

20%. Changes in the cell cycle kinetics and in the rates of initial and late apoptosis 

and necrosis were observed at 40%. In conclusion, MTA Fillapex® presented 

cytotoxic and genotoxic effects, and also induced increased expression of genes 

related to apoptosis regulation.
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Capítulo I 

1.REVISÃO DE LITERATURA 

 

1.1 Considerações iniciais 

   

A odontologia é a ciência que estuda e trata as doenças relacionadas ao 

aparelho estomatognático, formado pela face, cavidade bucal e pescoço. 

Atualmente, a odontologia é subdividida em várias especialidades, dentre elas a 

endodontia. A endodontia (do grego “En” = dentro e “Odus” = dente) foi 

reconhecida como a oitava especialidade odontológica pela American Dental 

Association (ADA), em 1963. No Brasil, esse reconhecimento também aconteceu 

na década de 1960, porém, só em 2009 foi fundada a entidade representativa da 

área, a Sociedade Brasileira de Endodontia (Sbendo) (APCD, 2018). A endodontia 

abrange a etiologia, diagnóstico e terapêutica das doenças e lesões que afetam a 

polpa e a raiz dentária, bem como o tecido periapical (Figura 1). O principal 

objetivo do tratamento endodôntico (terapia do canal radicular) é remover a polpa, 

limpar e modelar o sistema de canais radiculares e, em seguida, preencher esse 

sistema de condutos endodônticos para prevenir a infecção e promover, quando 

necessário, a reparação perirradicular (Figuras 2A e 2B). 
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Figura 1: Imagem ilustrativa das partes do dente e regiões vizinhas 

 

 

Figura 2. A: Imagem ilustrativa da progressão da cárie e lesão periapical com 

indicação de tratamento endodôntico; B. radiografia periapical: do lado esquerdo, 

dente com lesão periapical sem tratamento; do lado direito, dente com tratamento 

de canal concluído, com extravasamento do cimento obturador pelo ápice.  
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Há hoje no mercado vários instrumentos e materiais que tornaram mais seguros 

e eficientes os tratamentos endodônticos. Dentre esses, estão os cimentos obturadores 

utilizados para o selamento dos canais radiculares. A importância da escolha do 

cimento está no fato desses materiais possuírem a consistência de pasta fluida que 

escoa pelos canais e, em muitos casos, atingirem regiões periapicais, promovendo 

reparo ou dano, dependendo de seus componentes (Scelza et al., 2012; Chang et al., 

2014; Wafai et al., 2017). Os cimentos podem apresentar-se como pasta-pasta ou pó-

líquido e devem possuir características que compreendem estabilidade dimensional, 

facilidade de escoamento, baixa solubilidade, biocompatibilidade, radiopacidade, 

atividade antimicrobiana e adesão à dentina radicular (Silva Almeida et al., 2017).  

Estão entre os cimentos utilizados atualmente, cimentos à base de resina epóxi 

(ex. AH Plus), cimentos à base de hidróxido de cálcio (ex. Sealapex), cimentos 

biocerâmicos (ex. EndoSequence BC e BioRoot), cimentos à base de MTA (ex. MTA 

Fillapex®), entre outros (Figura 3). 
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Figura 3: Tipos de cimentos endodônticos. A) AH Plus; B) Sealapex; C) BioRoot 

RCS; D) MTA Fillapex. 

 

1.2 Problemática do estudo 

 

O Mineral Trióxido Agregado (MTA), principal elemento do cimento MTA 

Fillapex®, foi introduzido na endodontia em 1993 pelo Professor Mahmoud 

Torabinejad e tem sido utilizado para procedimentos de retro obturação, perfuração 

radicular e de furca, em capeamento pulpar direto e também em dentes com raízes 

incompletas (Roberts et al., 2008) (Figura 4). O MTA foi desenvolvido                                                                        

na Universidade de Loma Linda, Estados Unidos, e recebeu aprovação do Food and 

Drug Administration (FDA) para uso em seres humanos em 1998 (Torabinejad et al., 

1998). 
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 O composto consiste de finas partículas hidrofílicas de silicato tricálcico, óxido 

de alumínio tricálcico, óxido tricálcico, sulfato de cálcio di-hidratado (gypsum) e 

outros óxidos minerais (Parirokh et al., 2010). 

 

Figura 4: Ilustração das aplicações clínicas do cimento MTA. 

 

Vários estudos têm demonstrado que o MTA promove reações favoráveis aos 

tecidos, especialmente pela ausência de resposta inflamatória severa, pela presença de 

cápsula fibrosa e pela indução da reparação do tecido mineralizado (Pitt et al.,1995; 

Bernabé et al., 2005). De fato, há estudos que mostram, por exemplo, que o MTA 

induz a diferenciação de osteoblastos (Nakayama et al., 2005; Gomes-Filho et al., 

2008) e a estimulação da mineralização de células pulpares dentárias (Yasuda et al., 

2008), sendo, portanto, eficaz para tratamentos odontológicos. No entanto, apesar 

dessas características, o MTA não possui todas as propriedades físicas necessárias 

para ser utilizado como um cimento obturador devido à dificuldade de manipulação e, 

principalmente, pelo tempo necessário entre o início do procedimento (aplicação do 
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cimento) até a completa presa no local, que ocorre em torno de 2h 45min (Grossman, 

1988; Torabinejad et al., 1995).  

Na tentativa de contornar as deficiências do MTA, as indústrias de produtos 

odontológicos têm procurado por materiais que combinam as propriedades biológicas 

às físico-químicas desejáveis dos cimentos endodônticos (Al-Hiyasat et al., 2010). 

Nesse sentido, foi produzido o MTA Fillapex®, cimento obturador com base no MTA, 

e que é comercializado na forma de duas pastas: a base e a catalisadora. De acordo 

com o fabricante, a pasta base contém resina salicilato, resina natural, tungstato de 

cálcio, sílica nanoparticulada e pigmentos, e a pasta catalisadora contém resina 

diluente, MTA, sílica nanoparticulada e pigmentos. Ainda segundo o fabricante 

(Angelus S/A), o cimento possui biocompatibilidade com os tecidos, a qual é garantida 

pelo MTA e pela resina de salicilato. Salles et al. (2012) afirmaram que o MTA 

Fillapex® representa o esforço em combinar um material com excelentes propriedades 

biológicas (o MTA) a resinas e outros compostos, a fim de melhorar a adesividade 

dentinária, estabilidade dimensional, radiopacidade, fluidez, além dos efeitos 

antibacterianos. De fato, foi demonstrado que o MTA Fillapex®, antes da sua 

completa presa, apresenta atividade antibacteriana contra o E. faecalis, não obstante 

esse efeito não tenha persistido sete dias após sua aplicação (Morgental et al., 2011). 

Embora a prática venha demonstrando a eficácia do MTA Fillapex®, há estudos 

que mostram que o cimento possui potencial citotóxico. Segundo Bramante et al. 

(2008), a citotoxicidade do MTA Fillapex® estaria relacionada à presença da resina 

ou à liberação de arsênio, metal pesado que pode ser encontrado como contaminante 

do produto. Scelza et al. (2012) observaram efeitos citotóxicos de extratos de MTA 
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Fillapex® em cultura de osteoblastos 1 e 7 dias após o tratamento com o cimento. Da 

mesma forma, Bin et al. (2012) descreveram maior citotoxicidade do MTA Fillapex® 

quando comparado ao MTA, e aumento da frequência de micronúcleo (fragmentos 

cromossômicos resultantes de quebras) em fibroblastos de hamster chinês. Resultado 

semelhante foi encontrado por Yoshino et al. (2013) em células do ligamento 

periodontal, tendo o MTA Fillapex® apresentado maior citotoxicidade que o MTA 

branco. No entanto, outros autores demonstraram que o MTA Fillapex® induziu 

menor expressão de mediadores inflamatórios e maior diferenciação dos osteoblastos 

que o cimento Sealapex em células do ligamento periodontal (Chang et al., 2014). 

Outro estudo, comparando os efeitos dos cimentos MTA Fillapex®, Epiphany SE 

(Pentron) e do óxido de zinco e eugenol (ZOE) mostrou o efeito citotóxico de todos 

os compostos em células osteoblásticas humanas (SAOS-2), mas sete dias após a 

exposição, as células tratadas com o MTA Fillapex® apresentaram evidente 

recuperação da viabilidade (Salles et al., 2012). Contudo, estudo realizado com dois 

subtipos de macrófagos (M1 e M2) demonstrou ação deletéria do MTA Fillapex®, 

diminuindo a viabilidade e adesão celular e a habilidade fagocítica das células (Braga 

et al., 2015). Da mesma forma, a citotoxicidade do MTA Fillapex® foi também 

demonstrada pela diminuição da viabilidade de células do ligamento periodontal 168h 

após a exposição ao cimento (Collado-González et al., 2017). Mais recentemente, 

Vouzara et al. (2018) descreveram a maior citotoxicidade do MTA Fillapex® quando 

comparado ao silicato de tricálcico em fibroblastos de rato NIH/3T3. Além do efeito 

nocivo MTA Fillapex® in vitro, Bóscio et al. (2014) mostraram que esse cimento foi 
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citotóxico e estimulou reação inflamatória em tecido conjuntivo de ratos Wistar, 

persistindo por 90 dias.   

Diante dos achados apresentados e levando-se em conta que os cimentos 

endodônticos ficam em íntimo contato com os tecidos periapicais por tempo 

prolongado, com a possibilidade de extravasarem através dos túbulos dentinários, 

canais laterais e acessórios ou forame apical, torna-se fundamental a elucidação do 

potencial toxicogenético desses compostos, a fim de reduzir os possíveis eventos 

nocivos aos pacientes (Silva et al., 2012). 

 

1.3. Citotoxicidade e genotoxicidade  

 

O ciclo celular é uma série complexa de eventos contínuos que culminam com 

a divisão das células em duas células idênticas (células somáticas). O ciclo celular é 

dividido em quatro fases principais - G1, S, G2 e M - as quais são controladas por 

várias proteínas, como as ciclinas D/Cdk4-6 e a E/Cdk2 que promovem a progressão 

da célula em G1 e a transição G1/S; a ativação da ciclina A/Cdk2, que assegura a 

progressão em S e G2; a ciclina B/Cdk1, cujo pico de atividade encaminha para a 

progressão da mitose (Santamaria et al., 2007). Além dessas, a fosfatase CDC25A, o 

fator de transcrição E2F, a proteína retinoblastoma (Rb) e as inibidoras das quinases 

dependentes de ciclinas (CKIs), como a p21 e p27, são também importantes para o 

desenvolvimento normal do ciclo celular (Qu et al., 2003).   
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 Para que o processo de divisão celular ocorra de forma regular, evitando o 

acúmulo de alterações especialmente no DNA, existem alguns pontos de checagem 

(checkpoints) (Velez; Howard, 2015; Tubbs; Nussenzweig, 2017) (Figura 5).  

 

Figura 5: Ilustração simplificada das fases do ciclo celular. (CP – checkpoints). 

 

Nesses, algumas proteínas têm papel central, como é o caso da p53, a qual tem 

função de bloquear o ciclo celular na transição das fases G1/S e G2/M, para que ocorra 

o reparo de lesões no DNA induzidas por agentes genotóxicos exógenos (químicos, 

físicos ou biológicos), endógenos (p. ex. estresse oxidativo), ou pela indução 

transcricional de proteínas pró-apoptóticas, incluindo a PUMA, NOXA e BAX 

(Hotchkiss et al., 2009).  Em caso de insucesso no reparo das alterações genéticas, 
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alguns genes são ativados e direcionam a célula para morte programada ou apoptose. 

O gene TP53, que codifica a proteína p53, ficou, portanto, conhecido como “guardião 

do genoma (Leslie; Zhang, 2016; Binayke et al., 2019).  

 Estudos com a proteína BCL-2, codificada pelo gene de mesmo nome (BCL-

2), mostraram que os mecanismos de morte celular foram amplamente conservados 

durante a evolução dos animais, e que as translocações cromossômicas que ativam 

o gene estão associadas a doenças malignas nos seres humanos, uma vez que a 

proteína bloqueia a morte por apoptose, permitindo que a célula se divida 

carregando alterações no DNA. A família da proteína BCL-2 possui pelo menos 16 

membros distribuídos em três grupos funcionais de acordo com a quantidade de 

domínios homólogos (BH) ao BCL-2. Dentre esses, está a proteína BAX, que 

diferentemente da BCL-2, possui atividade pró-apoptótica (Delbridge et al., 2016).  

O processo de apoptose pode ocorrer por via intrínseca e/ou extrínseca. Na 

via intrínseca (ou mitocondrial), as principais proteínas envolvidas (BAX, PUMA 

e NOXA) são membros da família BCL-2 e são ativadas pela proteína p53 (Fisher, 

2017), levando à despolarização das membranas mitocondriais, onde estão 

localizadas. Essa despolimerização libera citocromo c para o citoplasma, ativando 

APAF-1 (fator de ativação da protease apoptótica-1) e a cascata de caspases que 

irão induzir à formação dos corpos apoptóticos (Green; Kroemer, 2004). Na via 

extrínseca (ou via receptor de morte), a apoptose ocorre após sinais de auto-

destruição ou sinais vindos de outras células que sofreram apoptose, que chegam 

aos receptores de morte (como TNFR1 e FAS) que acionam seus ligantes de 

domínio intracelular recrutando proteínas FADD (FAS Associado ao Domínio de 
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Morte) e ativando a caspase-8, que irão acionar a caspase-3 (Jayakiran, 2015). A 

ativação da caspase-8 pode também acionar as proteínas BID e BAX, 

despolarizando a membrana mitocondrial e levando à apoptose via intrínseca 

(Wang; El-Deiry, 2003). 

Outro processo de morte celular é por necrose. Neste, ocorre o 

comprometimento das membranas das organelas por danos irreversíveis, permitindo 

que enzimas proteolíticas sejam liberadas dos lisossomos, causando a destruição da 

célula (Hotchkiss et al., 2009). 

Desde antes da descoberta da dupla hélice do DNA em 1953, por Watson e 

Crick, sabia-se que agentes exógenos físicos (raio-X e luz ultravioleta), químicos e 

biológicos podiam interagir com o material genético, resultando em mutações e 

instabilidade genômica (Araldi et al., 2015). Hoje, sabe-se que a maioria das lesões 

induzidas no DNA (75%) são quebras de fita simples (single-strand breaks - SSB), 

as quais podem resultar de danos oxidativos gerados durante o metabolismo ou 

hidrólises de bases. No entanto, as SSB podem ser convertidas em quebras de dupla 

fita do DNA, que são menos frequentes, mas com maiores consequências à célula 

(Friedberg, 2008; Tubbs & Nussenzweig, 2017).  

       

1.4 Efeitos toxicogenômicos de materiais odontológicos e ferramentas de 

avaliação 

  

Muitos ensaios devem ser realizados para a melhor compreensão dos efeitos 

biológicos dos materiais odontológicos no organismo humano. Os testes de 



 
 

24 
 

citotoxicidade, geralmente escolhidos como os primeiros a serem realizados in vitro 

podem gerar informações importantes, tais como dados sobre a biocompatibilidade de 

materiais com potencial aplicação clínica. São testes rápidos e de baixo custo, que 

fornecem informações preliminares importantes para o delineamento de estudos mais 

elaborados, que buscam identificar se tais materiais podem, por exemplo, causar danos 

ao material genético e, assim dar início a estados patológicos mais agressivos ao 

organismo. 

As metodologias utilizadas para avaliação toxicogenética ou toxicogenômica, 

além de auxiliarem na identificação de biomarcadores genéticos da exposição a 

agentes genotóxicos, podem contribuir para a elucidação de seus respectivos 

mecanismos de ação. Nesse contexto, o teste do cometa ou eletroforese em gel de 

células individualizadas (single cell gel electrophoresis assay), é um ensaio 

amplamente utilizado para avaliação do potencial genotóxico dos mais diversos 

compostos, e para o biomonitoramento genético de populações humanas ou 

ecossistemas expostos a compostos potencialmente tóxicos (Koppen et al., 2017). 

Essa técnica permite detectar danos primários no DNA, como quebras de fita simples 

e dupla, sítios álcali-lábeis, lesões oxidativas e alterações no sistema de reparo (Collins 

et al. 1998; Tice et al., 2000; Gontijo et al, 2003).  

Embora ainda escassos, há dados que demonstram que cimentos endodônticos 

que possuem óxido de zinco e eugenol ou resina em sua formulação são capazes de 

promover aumento de danos no DNA em células de carcinoma escamoso oral (Huang 

et al., 2001). Esse efeito, no entanto, não foi observado com cimento composto por 

hidróxido de cálcio (Huang et al., 2001). O potencial genotóxico dos cimentos MTA 
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Fillapex®, MTA Plus e RealSeal (SE) foi avaliado em fibroblastos de hamsters recém-

nascidos, por meio do teste do cometa. O MTA Fillapex® e o RealSeal induziram 

maior aumento de danos no DNA (com resposta dose-tempo-dependente) que o MTA 

Plus, cuja ação não foi dependente da concentração e tempo de tratamento (Darrag et 

al., 2014). Naghavi et al. (2014) também mostraram que cimento enriquecido com 

cálcio, embora genotóxico, induz menor quantidade de danos no DNA de células L929 

(fibroblastos de rato) que o MTA.  

Recentemente, Ribeiro et al. (2017), em uma revisão da literatura sobre 

materiais odontológicos, relataram que o MTA e o cimento Portland não teriam efeito 

genotóxico em células do sangue periférico humano, mas que compostos utilizados 

em resinas e cimentos odontológicos como BISGMA (bisfenol-A glicidil metacrilato) 

e TEGDMA (trietileno glicol dimetacrilato), causaram danos no DNA de células de 

glândulas salivares humanas e em linfócitos humanos in vitro. 

Além de mudanças na estrutura do DNA, foi demonstrado que diversos 

materiais odontológicos podem também promover alterações transcricionais e 

interferir na cinética do ciclo celular e/ou nos processos de morte celular (Gorduysus 

et al., 2007). Dentre os métodos utilizados para análise do transcriptoma estão a qRT-

PCR (quantificação da transcrição reversa pela reação em cadeia da polimerase), que, 

além de ser uma técnica rápida para a mensuração da expressão gênica, possui 

acurácia e alta sensibilidade (Derveaux et al., 2010), e a citometria de fluxo para 

análise de alterações do ciclo e morte celular, também rápida e confiável (Riccardi et 

al., 2006).  
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Utilizando o método de qRT-PCR, Bonson et al. (2004), em estudo in vitro 

com fibroblastos humanos gengivais e do ligamento periodontal, observaram que o 

MTA foi capaz de induzir fenótipo osteogênico, com aumento da expressão do gene 

da fosfatase alcalina, osteonectina e osteopontina, elementos indicativos de reparo 

ósseo. Além disso, nesse mesmo estudo, os autores detectaram que a resina 

composta de ionômero híbrido (RCIH) inibiu a transcrição osteogênica, com 

diminuição da expressão da fosfatase alcalina, periostina e pleitrofina. Mais tarde, 

Yasuda et al. (2008) observaram que em células da polpa dentária de ratos o MTA, 

apesar de não apresentar efeito citotóxico, induziu aumento da expressão gênica e 

proteica de BMP-2 (bone morphogenetic protein – 2). Ainda em relação a efeito 

toxicogenômico, a literatura mostra que o TEGDMA promoveu o aumento da 

produção de espécies reativas de oxigênio (EROs) por meio da ativação do proteína 

NOX4 (NADPH oxidase 4 – fosfato de dinucleotídeo de adenina e nicotinamida 

oxidase 4), que levou à liberação do citocromo C, à diminuição da expressão da 

proteína anti-apoptótica BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large), à ativação da 

caspase 9 e ao aumento das taxas de apoptose em células embrionárias do 

mesênquima palatal humano e em células da polpa dentária (Yeh et al., 2015). Foi 

ainda demonstrado que o eugenol, substância também utilizada em alguns cimentos 

endodônticos, reduziu os níveis de expressão das proteínas BCL-2 (B-cell 

lymphoma-2 – anti-apoptose) e BAX (BCL2-associated X protein – pró-apoptose) 

em células de adenocarcimona mamário humano (MCF-7). Esse composto foi 

também capaz de induzir aumento das taxas de apoptose, por afetar diretamente a 

integridade da membrana mitocondrial (Wafai et al., 2017). Recentemente, 
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Rohmaniar et al. (2017) mostraram que técnicos em odontologia, que manipulavam 

materiais como cobalto, níquel e cromo sem o uso de equipamentos de proteção 

individual (luvas, máscara, óculos, etc), apresentaram aumento  de  espécies  

reativas de oxigênio (EROs) e diminuição da expressão do TP53 em células do 

sangue periférico. Da mesma forma, Wei et al. (2018), investigando o impacto de 

materiais restauradores odontológicos sobre a expressão dos genes BCL-2 e BAX 

em fibroblastos L-929, observaram aumento da expressão de BAX e diminuição do 

BCL-2.   

 Assim como estudos de genômica, transcriptômica e proteômica são 

importantes para avaliação de alterações gênicas e proteicas, a análise da cinética do 

ciclo celular é de grande valia para o entendimento do comportamento dos tecidos 

frente à agressão de um agente químico. Gorduysus et al. (2007), em estudo realizado 

em fibroblastos do ligamento periodontal humano tratados por 24 horas com os 

cimentos White ProRoot MTA, Diaket, Endion e CYMED 8410, observaram 

mudanças no ciclo e morte celular representadas por picos na fase subG1 compatíveis 

a altos níveis de morte celular por apoptose/necrose em culturas expostas ao cimentos 

Diaket, Endion e CYMED 8410. Por outro lado, o cimento White ProRoot MTA 

mostrou ser biocompatível, não causando alteração do ciclo e com mínima 

porcentagem de células mortas. Recentemente, Rodrígues-Lozano et al. (2019) 

utilizando citometria de fluxo para avaliar a viabilidade celular de fibroblastos do 

ligamento periodontal humano tratados com os cimentos endodônticos GuttaFlow 

Bioseal, GuttaFlow 2, MTA Fillapex e AH Plus por 72 horas, observaram viabilidade 
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acima de 90% para os cimentos Guttaflow Bioseal  e GuttaFlow 2 e porcentagens altas 

de apoptose/necrose com os cimentos MTA Fillapex e AH Plus. 

Diante desse cenário e considerando a escassez de estudos sobre o potencial 

toxicogenômico de matérias odontológicos, torna-se necessário e urgente a 

avaliação dos efeitos genéticos dos compostos que são mais rotineiramente 

utilizados na medicina dentária.   

 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Objetivos gerais  

Considerando que são limitados, divergentes e, portanto, inconclusivos os 

resultados sobre a biocompatibilidade do cimento MTA Fillapex®, e que são 

também escassos os relatos sobre seu potencial toxicogenômico, este estudo teve 

como objetivo investigar os possíveis efeitos citotóxicos, genotóxicos e 

transcricionais do MTA Fillapex® em fibroblastos gengivais humanos (FGH). 

 

2.2 Objetivos específicos 

Avaliar, em FGH tratados in vitro com o MTA Fillapex®: 

- a citotoxicidade e sobrevivência celular;  

- alterações na cinética do ciclo e nas taxas de morte celular;  

- os níveis de danos primários no DNA (quebras de fita e sítios álcali lábeis); 

- alterações transcricionais nos genes BCL-2, BAX e TP53. 
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RESUMO 

Objetivos: este estudo foi delineado para avaliar os efeitos citotóxicos, genotóxicos 

e toxicogenômicos do cimento endodôntico MTA Fillapex® em cultura de 

fibroblastos gengivais humanos (FGH). Material e Métodos: FGH foram expostos 

por 24 horas a concentrações correspondentes a 5% (T5), 10% (T10), 20% (T20) e 

40% (T40) do MTA Fillapex® para a realização dos testes de citotoxicidade, 

sobrevivência celular (5 dias) e genotoxicidade (teste do cometa); análise do ciclo e 

morte celular (citometria de fluxo) e da expressão dos genes TP53, BAX e BCL-2 

(qRT-PCR). Resultados: os dados mostraram que o MTA Fillapex® apresentou 

citotoxicidade nas concentrações de 20% e 40%, mas apenas na de 40% houve 

redução da sobrevivência celular após 5 dias. A ação genotóxica do composto foi 

detectada nas concentrações de 5% e 20%, e os efeitos toxicogenômicos, que 

levaram ao aumento da expressão dos genes TP53, BAX e BCL-2 na concentração 

de 20%. Foi também observado que o MTA Fillapex® (40%) induziu alteração na 

cinética do ciclo celular nas fases G1, S e G2, bem como nas taxas de apoptose 

inicial (20% e 40%) e tardia e necrose (40%). Conclusão: o cimento apresentou 

potencial citotóxico e toxicogenômico em FGH, alterando o ciclo celular e a 

expressão de genes que regulam vias de morte celular. Assim, os resultados indicam 

a necessidade da realização de outros testes, com diferentes desenhos 

experimentais, a fim de evitar riscos inerentes ao uso do MTA Fillapex® na 

odontologia.  

 

Palavras-chave: apoptose; BAX; BCL-2; ciclo celular, genotoxicidade; TP53. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O tratamento endodôntico, importante prática na clínica odontológica, tem a 

função de remover a polpa, limpar e modelar o sistema de canais radiculares 

contaminados e, em seguida, preencher esse sistema para prevenir a infecção e 

promover a cura perirradicular. Para isso, há a necessidade da utilização de materiais 

que sejam eficazes e não tragam danos futuros aos pacientes. Um dos materiais mais 

utilizados nos tratamentos endodônticos são os cimentos obturadores, responsáveis 

pelo preenchimento dos canais radiculares. Esses compostos devem possuir 

características que compreendem a estabilidade dimensional, facilidade de 

escoamento, baixa solubilidade, biocompatibilidade, liberação de íons Ca²⁺, 

radiopacidade, atividade antimicrobiana e adesão à dentina radicular [1].  

Atualmente, com o objetivo de serem biocompatíveis, são vários os cimentos 

que utilizam em sua composição o Mineral Trióxido Agregado (MTA). Esse 

composto consiste de finas partículas hidrofílicas de silicato tricálcico, óxido de 

alumínio tricálcico, óxido tricálcico, sulfato de cálcio di-hidratado (gypsum) e 

outros óxidos minerais [2] e tem sido utilizado para procedimentos de retro 

obturação, perfuração radicular e de furca, em capeamento pulpar direto e também 

em dentes com raízes incompletas [3], promovendo reações favoráveis aos tecidos, 

especialmente pela ausência de resposta inflamatória severa, pela presença de 

cápsula fibrosa e pela indução da reparação do tecido mineralizado [4,5]. De fato, 

há estudos mostrando que o MTA é capaz de induzir a diferenciação de osteoblastos 

[6,7] e a estimulação da mineralização de células pulpares dentárias [8].  
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Embora o MTA apresentasse excelente atividade biológica, havia a 

necessidade de melhorar sua adesividade dentinária, a estabilidade dimensional, a 

radiopacidade, a fluidez e o potencial antibacteriano. Assim, o MTA Fillapex® foi 

desenvolvido buscando combinar as propriedades biológicas do MTA à resina 

salicilato, resina natural, tungstato de cálcio, sílica nanoparticulada e pigmentos [9]. 

No entanto, alguns estudos mostraram que o MTA Fillapex® apresenta maior 

potencial citotóxico [10,11,12,13] e genotóxico [14,15] que outros cimentos.  

Portanto, considerando que os cimentos endodônticos permanecem por longo 

tempo em íntimo contato com regiões periapicais e que os eventos deletérios ao 

DNA e às células podem trazer graves consequências ao organismo, torna-se 

fundamental conhecer, em detalhes, os mecanismos de ação e os principais alvos 

desses compostos. Assim, o presente estudo foi delineado para investigar a 

capacidade do MTA Fillapex® em induzir danos primários no DNA de fibroblastos 

humanos gengivais, bem como em modular a expressão de genes relacionados à 

regulação do ciclo celular.   

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Linhagem celular e composto teste 

A linhagem de fibroblastos gengivais humanos (FGH) foi gentilmente 

cedida pelo Prof. Carlos Alberto de Souza Costa, do Departamento de Patologia da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP, com aprovação do Comitê de 

Ética. As células foram estocadas em nitrogênio líquido (-195ºC), em alíquotas de 
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1x106 células/mL de solução de congelamento (80% MEM, 10% soro fetal bovino, 

10% DMSO) até o momento do uso. Para a realização dos experimentos, as 

células foram descongeladas, cultivadas em monocamadas utilizando-se o meio 

MEM (Minimum Essential Medium; Gibco®) suplementado com 10% 

de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de antibiótico/antimicótico (10.000 uni/mL de 

penicilina, 10.000 mg/mL de estreptomicina e 25 µg/mL de anfotericina B - 

Gibco®), e incubadas a 37ºC em atmosfera com 5% de CO2 até atingirem 

confluência. O meio de cultura foi trocado a cada três dias. Para o subcultivo, o 

meio de cultura foi retirado e acrescentados 5 mL de solução de DPBS 1X 

(Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline - ATCC®) por 2 minutos. Após esse período, 

a solução de DPBS foi retirada e acrescentados 2 mL da solução de 0,05% 

tripsina/EDTA 1X (Gibco®) por 5 minutos, até a soltura das células. Em seguida, 

foram acrescentados 2 mL de meio de cultura suplementado, com posterior 

centrifugação (1500 rpm, por 5 min) e contagem das células. Os 

experimentos foram realizados em triplicata e sempre com as células em 

crescimento exponencial.  

O composto MTA Fillapex® (Angelus S/A, lote 46454) foi adquirido 

diretamente de distribuidores especializados em materiais odontológicos. Para os 

testes, o cimento foi pesado (0,1g pasta base + 0,1g pasta catalisadora), misturado 

de acordo com as recomendações do fabricante e colocado em meio de cultura 

suplementado, respeitando a relação da área da superfície da amostra do cimento e 

volume de meio de cultura de 6 cm²/mL, de acordo com a ISO 10993-5 

(International Organization for Standardization), permanecendo em estufa a 37°C 
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por 6 horas. Após esse período, o meio de cultura foi coletado e filtrado com filtro 

de 0,22µm (solução mãe) para o tratamento das células.  

 

2.2 Citotoxicidade e sobrevivência celular  

Para avaliação da citotoxicidade e sobrevivência celular (5 

dias) foi utilizado o kit Cell Titter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation 

(Promega). Este kit baseia-se no método colorimétrico de biorredução do composto 

MTS tetrazolium em formazam pelas células metabolicamente ativas (células 

viáveis). A absorbância da suspensão de células com o corante foi lida em 

espectrofotômetro (490 nm), sendo o resultado proporcional ao número de células 

viáveis.  Nos testes, as células foram semeadas em placas de 96 poços, por 24 horas 

para adesão e estabilização e, posteriormente, tratadas com quatro 

diferentes concentrações do MTA Fillapex® por 24 h. As concentrações de 5%, 

10%, 20% e 40% da solução mãe, assim como o tempo de permanência em contato 

com as células foram definidos a partir de ensaios pilotos. Foram semeadas 1x104 

células para o teste de citotoxicidade e 3x10³ células para o teste de sobrevivência 

celular de 5 dias (para evitar que as células entrassem em confluência antes dos 5 

dias). Ambos os testes foram realizados em triplicata. Para o teste de citotoxicidade, 

imediatamente após os tratamentos, a solução cimento/meio cultura (solução mãe) 

foi removida, foi adicionado o reagente do kit Cell Titter®, e as células 

permaneceram incubadas por 2 horas, quando se procedeu a leitura em 

espectrofotômetro. Para o teste de sobrevivência celular, após o tratamento e 

remoção da solução cimento/meio de cultura, foi adicionado meio suplementado e 
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as células novamente incubadas à 37ºC por cinco dias. Após esse período, foi 

feita a incubação com o reagente do kit Cell Titter® da mesma maneira descrita para 

o teste de citotoxicidade. 

 

2.3 Ciclo celular e apoptose 

Para as análises do ciclo celular e taxas de apoptose foram semeadas 2x10⁵ 

células por poço, com triplicata para cada concentração testada do MTA Fillapex® 

(5%, 20% e 40%), seguindo o mesmo protocolo do teste de citotoxicidade. As 

culturas celulares foram avaliadas em citômetro de fluxo (GUAVA EASYCYTE; 

Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), utilizando-se iodeto de propídeo (Sigma) 

incubado em gelo e protegido da luz por 30 minutos para posterior análise da 

porcentagem das células nas fases G0/G1, S e G/M. A taxa de apoptose foi 

investigada utilizando-se o reagente Guava Nexin (Merk Millipore) em temperatura 

ambiente, por 20 minutos, segundo instruções do fabricante. O status celular foi 

definido em porcentagem de células viáveis [annexin(-) 7-AAD(-)], apoptose inicial 

[annexin(+) 7-AAD(-)], apoptose tardia [annexin(-) 7-AAD(+) e necrose 

[annexin(+) 7-AAD(+)]. Todas as análises foram feitas pelo software GUAVA 

Cytosoft versão 4.2.1. 

 

2.4 Teste do cometa  

  O teste do cometa foi realizado de acordo com a metodologia descrita por 

Singh [16] e Tice [17]. Inicialmente, as células foram cultivadas por 24 horas 

(aproximadamente 6 x 104 células/poço) em placas de 24 poços. Após esse período 
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as células foram tratadas com a solução cimento/meio de cultura (solução mãe) nas 

concentrações de 5%, 10% e 20% por 24 horas. Como controle positivo 

foram utilizadas células tratadas com peróxido de hidrogênio (H2O2) na 

concentração de 100µM. Os experimentos foram conduzidos em triplicata e 

protegidos da luz e apenas as culturas com taxa de viabilidade celular superior a 

70% no teste com azul de tripano foram consideradas [18]. Para o processamento 

das células, o conteúdo de cada poço foi transferido para um microtubo previamente 

identificado e centrifugadas a 1000 rpm por 3 minutos. Após a centrifugação, o 

sobrenadante foi descartado, foram adicionados 100 μL de agarose de baixo ponto 

de fusão a 0,5% (37ºC) e a suspensão agarose/células foi colocada sobre uma lâmina 

previamente coberta com uma camada de agarose de ponto de fusão normal a 1,5%. 

Em seguida, a lâmina foi deixada à temperatura de 4ºC, por 5 minutos, para 

solidificação da agarose e, então, imersa em solução de lise (2,5M de NaCl, 100 

mM de EDTA, 10 mM de Tris, 1% de Triton X-100 e 10% de DMSO), na qual 

permaneceu por aproximadamente 15 horas. Após esse período, a 

lâmina foi colocada em solução de PBS (1X) por 5 minutos e, em seguida, em uma 

cuba horizontal de eletroforese, onde permaneceu em tampão alcalino (NaOH 10 N, 

200 EDTA 200 mM, pH > 13) a 4º C, por 20 min. para o processo de “relaxamento” 

do DNA. A eletroforese foi conduzida a 25 V e 300 mA, por 20 min., e, em 

seguida, as lâminas foram colocadas em solução de neutralização (0,4 M de Tris-

HCL, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol absoluto. Para a coloração dos 

nucleóides foi utilizado o SybrGold (1:10.000 – Invitrogen). Foram analisados 50 

nucleóides por lâmina, em aumento de 400x, em microscópio de fluorescência 
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acoplado a sistema de análise de imagem (Comet Assay IV – Perceptive 

Instyruments, UK). O parâmetro utilizado para a mensuração dos danos no DNA foi 

o tail intensity (% DNA na cauda do cometa). 

 

2.5 Expressão gênica por qRT-PCR 

A avaliação da expressão relativa dos genes BCL-2 (Hs 00608023 m1), BAX 

(Hs 00414514 m1) e TP53 (Hs 99999147 m1) foi realizada pela técnica de qPCR-

RT. Após a extração do RNA total utilizando-se o kit Direct-zol RNA MiniPrep Plus 

(Zymo Research) foi realizada a síntese do cDNA (kit High Capacity; 

AppliedBiosystems). As etapas da PCR foram realizadas em termociclador 

automático (ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System, Applied 

Biosystems), utilizando-se o sistema TaqMan® (Applied Biosystems, Branchburg, 

New Jersey, EUA), que é composto por um PCR Master Mix universal e uma sonda 

específica para cada gene, marcada com o fluorocromo FAM. A análise foi feita 

pelo método do CT Comparativo (ΔΔCT). O gene endógeno escolhido como 

controle foi a beta-actina, após teste piloto. Os experimentos foram realizados em 

triplicatas. 

 

 2.6 Análise estatística 

Para os dados obtidos nos testes de citotoxicidade, sobrevivência celular e do 

cometa, foi inicialmente realizado teste de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk e 

Kolmogororov-Smirnov) seguido pelo ANOVA e Tukey para comparações 

múltiplas. Para os dados com distribuição assimétrica, teste do cometa, esses foram 
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ajustados pelo Modelo Linear Generalizado com distribuição gama seguido de 

comparações múltiplas. Para as análises dos resultados do ciclo celular e apoptose 

foi utilizado o teste de comparações com distribuição binomial seguida por 

comparação múltipla do teste Wald. Considerou-se p<0,05 como nível de 

significância. Para expressão gênica, os valores de p foram calculados com base no 

teste t de Student para os valores das replicatas 2^ (- Delta CT) para cada gene nos 

grupos controle e experimental. As análises foram realizadas utilizando-se o 

programa SAS, v.9.4 (Statistical Analysis System) (SAS Institute Cary, NC). 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Citotoxicidade  

Os dados obtidos a partir do teste de citotoxicidade mostraram redução sig-

nificativa (p<0,05) na viabilidade celular nas culturas tratadas com o cimento nas 

concentrações de 20% e 40% (Fig.1). 
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Figura 1. Viabilidade celular em cultura de fibroblastos gengivais humanos tratados 

com o cimento MTA Fillapex®. C-: controle negativo (células sem tratamento). * 

p < 0,05 em relação ao C-. D.O.; Densidade óptica. 

 

3.2 Sobrevivência celular  

Os dados mostram que 5 dias após exposição das células ao cimento houve 

redução significativa (p<0,001) na viabilidade celular apenas na concentração de 

40% em relação ao controle negativo (Fig.2). 
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Figura 2: Viabilidade celular em cultura de fibroblastos gengivais humanos 5 dias 

após o tratamento com o cimento MTA Fillapex®. C-: controle negativo (células 

sem tratamento). *** p < 0,001 em relação ao C-. D.O.; Densidade óptica. 

 

3.3 Citometria de fluxo 

3.3.1 Ciclo celular 

Os dados mostraram alteração na cinética do ciclo dos fibroblastos gengivais 

humanos expostos à concentração de 40% do MTA Fillapex em relação ao C-, em 

todas as fases (G1, S e G2), p<0,05. Houve diminuição da porcentagem de células 

em G1 e S e aumento da porcentagem de células em G2 (Figs. 3 e 4). 
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Figura 3: Ciclo celular de fibroblastos gengivais humanos tratados in vitro com o 

cimento MTA Fillapex®. Gráficos gerados por citometria de fluxo mostrando as 

fases G1, S e G2. 
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Figura 4: Frequência de fibroblastos gengivais humanos nas respectivas fases do 

ciclo celular após tratamento com o MTA Fillapex®. * p<0,001em relação ao con-

trole negativo (C-).  
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3.3.2 Morte celular 

 Os dados obtidos por citometria de fluxo mostraram aumento significativo 

(p<0,05) na porcentagem de apoptose inicial em fibroblastos gengivais humanos 

expostos ao cimento MTA Fillapex® nas concentrações de 20% e 40%; aumento 

da porcentagem de células em apoptose tardia e necrose e redução de células viáveis 

na concentração de 40% (Figs. 5 e 6).  

 

Figura 5: Porcentagem de células viáveis (quadrante inferior esquerdo), apoptose 

inicial (quadrante inferior direito), apoptose tardia (quadrante superior direito) e ne-

crose (quadrante superior esquerdo) em cultura de fibroblastos gengivais humanos 

expostos ao cimento MTA Fillapex®.  C-: controle negativo (células sem trata-

mento). 
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Figura 6: Porcentagem de células viáveis, apoptose inicial, apoptose tardia e de ne-

crose em cultura de fibroblastos gengivais humanos expostos ao cimento MTA Fil-

lapex®.  C-: controle negativo (células sem tratamento). * p < 0,05 em relação ao 

C-. 

 

3.4 Genotoxicidade 

Na Fig. 7 estão apresentados os níveis de danos no DNA de fibroblastos 

gengivais humanos tratados com o MTA Fillapex®. Houve aumento significativo 

(p<0,05) de danos nas células tratadas com o cimento nas concentrações de 5% e 

20% em relação ao controle negativo. Não há resultado para a concentração de 40%, 

uma vez que a taxa de viabilidade celular recomendada para realização do teste do 

cometa atingiu nível menor que 70%. 



 
 

52 
 

C - 5 1 0 2 0 C +

0

2

4

6

8

1 0

6 0

8 0

1 0 0

D a n o s  a o  D N A

T
a

il
 i

n
te

n
s

it
y

 (
%

)
* *

* * *

M T A  F il la p e x  (% )

 

Figura 7: Danos no DNA (tail intensity) em fibroblastos gengivais humanos tratados 

com o cimento MTA Fillapex®. C-: controle negativo (células sem nenhum trata-

mento); C+: controle positivo (células tratadas com H2O2; 100µM).  * p < 0,05, *** 

p < 0,001 (em relação ao controle negativo). 

 

3.5 Expressão gênica 

A análise de transcriptoma mostrou aumento significativo (p<0,05) da ex-

pressão dos genes TP53, BAX e BCL-2 nos fibroblastos gengivais humanos tratados 

com o MTA Fillapex® na concentração de 20% em relação ao controle negativo 

(Fig. 8). A razão de expressão BAX/BCL-2 (genes apoptótico/ anti-apoptótico) foi 

menor que 1 (RQ-8.384 BAX/RQ-11.099 BCL-2 = 0.760).  Foram considerados di-

ferencialmente expressos apenas os genes com fold change maior que 2. Os valores 

do fold change com as respectivas diferenças estatísticas para cada gene em cada 

um dos tratamentos estão apresentados em Anexo.  
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Figura 8: Níveis de expressão (RQ – quantificação relativa) dos genes TP53, BAX 

e BCL-2 em fibroblastos gengivais humanos tratados com o cimento MTA Filla-

pex®. C-: controle negativo. * p < 0,05 (em relação ao C-).  
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4. DISCUSSÃO 

 

 A literatura tem mostrado efeitos biológicos nocivos de vários materiais 

odontológicos, entre os quais alguns cimentos endodônticos [19, 20, 21, 22]. Toda-

via, há cimentos como o MTA, o Bioaggregate e Biodentine (chamados bioativos) 

que apresentaram efeito benéfico sobre a diferenciação osteogênica em células 

tronco mesenquimais [23], e o cimento BioRoot RCS que apresentou baixo efeito 

citotóxico em fibroblastos do ligamento periodontal e alta secreção de fatores de 

crescimento osteogênico e angiogênico [24]. No presente estudo foi observado que 

o MTA Fillapex®, nas duas maiores concentrações testadas (20% e 40%), apresen-

tou efeito citotóxico em fibroblastos humanos gengivais após tratamentos por 24h. 

A análise por citometria de fluxo confirmou tal achado, evidenciando o aumento de 

morte celular por apoptose nas duas concentrações e principalmente por necrose na 

concentração mais alta (40%). Da mesma forma, estudos anteriores mostraram que 

o MTA Fillapex® em altas concentrações, recém-espatulado e após o tempo de 

presa, apresentava elevada citotoxicidade em fibroblastos gengivais e periodontais 

humanos e que esta poderia estar relacionada ao elevado pH e a componentes da 

fórmula como a resina salicilato, resina diluente e sílica [25, 26]. Estudo semelhante 

realizado em fibroblastos do ligamento periodontal, demonstrou que a necrose seria 

a principal causa de morte celular após o tratamento com o MTA Fillapex®, e tam-

bém atribuiu tal ação à presença de salicilato e sílica na constituição do cimento 

[27].  
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Sabe-se que a morte celular por necrose ocorre pelo comprometimento das 

membranas das organelas, fato que permite que enzimas proteolíticas sejam libera-

das dos lisossomos para o citosol, causando a destruição da célula e podendo gerar 

reações inflamatórias [28, 29]. No presente estudo, morte celular preferencialmente 

por necrose ocorreu apenas na concentração mais alta (40%), que foi a única a tam-

bém reduzir a capacidade das células em sobreviver cinco dias após o tratamento 

com o cimento (teste de sobrevivência celular) e a causar alteração na cinética do 

ciclo celular.  

Provavelmente, os danos causados por altas concentrações do MTA Filla-

pex® foram mais agressivos que impossibilitaram os mecanismos regulares de de-

fesa celular. Realmente, a realização do teste de genotoxicidade (teste do cometa) 

corroborou tal hipótese. Além de evidenciar o potencial genotóxico do MTA Filla-

pex® indicando a necessidade da célula em acionar mecanismos de reparo do DNA 

a fim de manter a integridade do genoma, o ensaio não pôde ser realizado com a 

concentração de 40%, uma vez que esse tratamento resultou em viabilidade celular 

inferior a 70%, fato que mascararia a mensuração de danos no DNA originados 

apenas pela ação do cimento [18, 30].  

Apesar dos genes envolvidos na morte por apoptose terem sido modulados 

pelo tratamento com MTA Fillapex®, isso ocorreu apenas para a concentração de 

20%, reforçando a ação de diferentes mecanismos de morte celular dependendo da 

concentração do cimento. Interessantemente, nossos dados mostraram que o au-

mento da expressão do BCL-2 (anti-apoptótico) foi acompanhado do aumento da 

expressão do gene apoptótico BAX. Contudo, como a razão da expressão BAX/BCL-
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2 foi menor que 1, pode-se sugerir que a ação do BCL-2 tenha se sobreposto à do 

gene BAX. Estudos anteriores já haviam demonstrado a expressão de genes antagô-

nicos frente a estresse induzido por agentes químicos [31, 32]. O gene BCL-2 codi-

fica a proteína BCL-2 que, localizada na membrana externa das mitocôndrias, con-

trola sua permeabilidade e pode regular a morte celular por apoptose em alguns 

tipos de células que estão sob condição de estresse químico [33]. A proteína BAX, 

por sua vez, pode ser diretamente ativada pelo gene TP53 [34], ou indiretamente 

por tBID (‘BH3 only’), forma clivada de BID pela caspase 8, a qual não somente 

liga-se à proteína BCL-2 inibindo-a, mas também a BAX ativando-a [35]. O au-

mento da expressão do gene TP53, também ocorrido após a exposição ao cimento 

à concentração de 20%, mas não à de 40%, evidenciou, mais uma vez, que os me-

canismos de proteção celular não foram adequadamente ativados quando as células 

foram submetidas a altos níveis de estresse químico. Vale lembrar, que a proteína 

p53 responde a diversos estresses celulares podendo induzir a interrupção do ciclo, 

a apoptose, senescência, reparo do DNA ou alterações no metabolismo celular [36, 

37].  

 

 

5. CONCLUSÃO 

 

Com base nos achados pode-se concluir que, nas condições utilizadas no 

presente estudo, o cimento MTA Fillapex® apresentou efeito citotóxico e 

toxicogenômico em fibroblastos gengivais humanos, in vitro. Portanto, sugere-se a 
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realização de outros testes, com diferentes desenhos experimentais, a fim de evitar 

riscos inerentes ao uso deste cimento na odontologia.  
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 ANEXO  
 

Expressão dos genes de TP53, BAX e BCL-2 em células gengivais humanas após 

tratamentos com o cimento MTA Fillapex® nas concentrações de 5%, 10%, 20% e 

40%. C-: controle negativo. 

TP53 

Comparações  Fold change p 

20% vs C- 17.666 0.0178444 

20% vs 5% 13.296 0.0108168 

20% vs 10% 9.499 0.0116968 

20% vs 40% 36.403 0.0029428 

10% vs 40% 1.702 0.0238332 

 

BAX 

Comparações Fold change p 

20% vs C- 8.384 0.000577212 

20% vs 5% 6.941 0.0125449 

20% vs 10% 4.582 0.00164563 

20% vs 40% 7.800 0.000565176 

10% vs C- 1.830 0.028089 

10% vs 40% 1.702 0.02383326 
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     BCL-2  

Comparações Fold change p 

20% vs C- 11.099 0.00233792 

20% vs 5% 8.491 0.0055791 

20% vs 10% 7.635 0.0023149 

20% vs 40% 8.916 0.0525144 

 


