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Resumo

A odontologia sempre preconizou 0 uso de materiais biocompativeis para nao
causar agressao aos tecidos sadios adjacentes. Um dos materiais mais utilizados
na endodontia é o cimento endodontico para obturacdo, utilizado juntamente a
guta-percha para preenchimento dos canais radiculares. No entanto, compostos
presentes na formula de alguns cimentos podem apresentar efeitos toxicos desde
0 momento em que foram inseridos, até meses ou anos apos o tratamento. Um dos
cimentos produzidos com o objetivo de ser biologicamente compativel e com
propriedades fisico-quimicas adequadas foi o Mineral Tridéxido Agregado Fillapex
(MTA Fillapex®), que foi desenvolvido a partir do cimento Mineral Tridxido
Agregado (MTA), o qual possui as propriedades bioldgicas desejadas.
Considerando os resultados divergentes sobre a citotoxicidade do MTA Fillapex®,
0 presente estudo teve como objetivo investigar, in vitro, os efeitos citotoxicos e
toxicogendmicos desse composto em linhagem celular de fibroblastos humanos
gengivais. Para tanto, foram avaliados a sobrevivéncia e ciclo celular, os niveis de
apoptose e necrose, 0 potencial genotoxico (teste do cometa) e o padrdo de
expressdo (QRT-PCR) de genes relacionados a apoptose e proliferacdo celular
(BCL-2, BAX e TP53). Os resultados mostraram efeito citotdxico significativo do
cimento nas concentracdes 20% e 40%, muito embora apenas na concentracdo
mais alta o efeito persistiu por até 5 dias ap0s o tratamento das células (teste de
sobrevivéncia). Por outro lado, o MTA Fillapex® apresentou efeito genotdxico
em concentragdes menores, de 5% e 20%, e efeito toxicogendmico, modulando a
expressdo dos genes BCL-2, BAX e TP53, na concentracdo de 20%. Além disso,
foram observadas alteracfes na cinética do ciclo celular em todas as fases e taxas
de apoptose inicial, apoptose tardia e necrose na concentracdo de 40% e apoptose
inicial na de 20% em comparacéo ao grupo controle. Concluindo, o cimento MTA
Fillapex® apresentou potencial citotoxico e toxicogendmico em fibroblastos

humanos gengivais in vitro, indicando a necessidade da realizagdo de outros testes,

v



com diferentes desenhos experimentais, a fim de evitar riscos inerentes ao seu uso

na odontologia.



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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Capitulo |

1.REVISAO DE LITERATURA
1.1 Considerac0es iniciais

A odontologia é a ciéncia que estuda e trata as doencas relacionadas ao
aparelho estomatognatico, formado pela face, cavidade bucal e pescoco.
Atualmente, a odontologia é subdividida em varias especialidades, dentre elas a
endodontia. A endodontia (do grego “Ern” = dentro e “Odus” = dente) foi
reconhecida como a oitava especialidade odontolégica pela American Dental
Association (ADA), em 1963. No Brasil, esse reconhecimento também aconteceu
na década de 1960, porém, s6 em 2009 foi fundada a entidade representativa da
area, a Sociedade Brasileira de Endodontia (Sbendo) (APCD, 2018). A endodontia
abrange a etiologia, diagndstico e terapéutica das doencas e lesdes que afetam a
polpa e a raiz dentéaria, bem como o tecido periapical (Figura 1). O principal
objetivo do tratamento endodéntico (terapia do canal radicular) é remover a polpa,
limpar e modelar o sistema de canais radiculares e, em seguida, preencher esse
sistema de condutos endodonticos para prevenir a infeccdo e promover, quando

necessario, a reparacdo perirradicular (Figuras 2A e 2B).
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Figura 2. A: Imagem ilustrativa da progressdo da carie e lesdo periapical com
indicacdo de tratamento endodontico; B. radiografia periapical: do lado esquerdo,
dente com les&o periapical sem tratamento; do lado direito, dente com tratamento

de canal concluido, com extravasamento do cimento obturador pelo apice.
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Hé& hoje no mercado varios instrumentos e materiais que tornaram mais seguros
e eficientes os tratamentos endoddnticos. Dentre esses, estdo 0s cimentos obturadores
utilizados para o selamento dos canais radiculares. A importancia da escolha do
cimento esti no fato desses materiais possuirem a consisténcia de pasta fluida que
escoa pelos canais e, em muitos casos, atingirem regides 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 po-
liquido e devem possuir caracteristicas que compreendem estabilidade dimensional,
facilidade de escoamento, baixa solubilidade, biocompatibilidade, radiopacidade,
atividade antimicrobiana e adesdo a dentina radicular (Silva Almeida et al., 2017).

Estdo entre os cimentos utilizados atualmente, cimentos a base de resina epoxi
(ex. AH Plus), cimentos a base de hidroxido de célcio (ex. Sealapex), cimentos
bioceramicos (ex. EndoSequence BC e BioRoot), cimentos a base de MTA (ex. MTA

Fillapex®), entre outros (Figura 3).
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MTA-FILLAPEX

Figura 3: Tipos de cimentos endoddnticos. A) AH Plus; B) Sealapex; C) BioRoot

RCS; D) MTA Fillapex.

1.2 Problematica do estudo

O Mineral Trioxido 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 obturacao, perfuracéao
radicular e de furca, em capeamento pulpar direto e também em dentes com raizes
incompletas (Roberts et al.,, 2008) (Figura 4). O MTA foi desenvolvido
na Universidade de Loma Linda, Estados Unidos, e recebeu aprovacdo do Food and
Drug Administration (FDA) para uso em seres humanos em 1998 (Torabinejad et al.,

1998).
16



O composto consiste de finas particulas hidrofilicas de silicato tricalcico, éxido
de aluminio tricélcico, 6xido tricalcico, sulfato de célcio di-hidratado (gypsum) e

outros 6xidos minerais (Parirokh et al., 2010).

Capeamento
Pulpar

Pulpotomia e
Regeneracgao Pulpar

Reparacdo de
Perfuracdo de furca

Reparacdo de
Reabsorcdo
Radicular

Reparo de Perfuragao
Lateral

Apicectomia

Reparo Apical

Figura 4: llustracdo das aplicacGes clinicas do cimento MTA.

Vaérios estudos tém demonstrado que o MTA promove reagdes favoraveis aos
tecidos, especialmente pela auséncia de resposta inflamatdria severa, pela presenga de
capsula fibrosa e pela indugéo da reparacdo do tecido mineralizado (Pitt et al.,1995;
Bernabé et al., 2005). De fato, h& estudos que mostram, por exemplo, que o MTA
induz a diferenciacdo de osteoblastos (Nakayama et al., 2005; Gomes-Filho et al.,
2008) e a estimulacdo da mineralizacdo de células pulpares dentarias (Yasuda et al.,
2008), sendo, portanto, eficaz para tratamentos odontologicos. No entanto, apesar
dessas caracteristicas, 0 MTA ndo possui todas as propriedades fisicas necessarias
para ser utilizado como um cimento obturador devido a dificuldade de manipulag&o e,

principalmente, pelo tempo necessario entre o inicio do procedimento (aplicagdo 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 deficiéncias do MTA, as industrias de produtos
odontoldgicos tém procurado por materiais que combinam as propriedades bioldgicas
as fisico-quimicas desejaveis dos cimentos endoddnticos (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
calcio, silica nanoparticulada e pigmentos, e a pasta catalisadora contém resina
diluente, MTA, silica 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 0 MTA
Fillapex® representa o esforgo em combinar um material com excelentes propriedades
biolégicas (0 MTA) a resinas e outros compostos, a fim de melhorar a adesividade
dentinaria, estabilidade dimensional, radiopacidade, fluidez, além dos efeitos
antibacterianos. De fato, foi demonstrado que o0 MTA Fillapex®, antes da sua
completa presa, apresenta atividade antibacteriana contra o E. faecalis, ndo obstante
esse efeito ndo tenha persistido sete dias apds sua aplicacdo (Morgental et al., 2011).

Embora a pratica venha demonstrando a eficacia do MTA Fillapex®, ha estudos
gue mostram que o cimento possui potencial citotoxico. Segundo Bramante et al.
(2008), a citotoxicidade do MTA Fillapex® estaria relacionada a presenca da resina
ou a liberacéo de arsénio, metal pesado que pode ser encontrado como contaminante

do produto. Scelza et al. (2012) observaram efeitos citotoxicos de extratos de MTA
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Fillapex® em cultura de osteoblastos 1 e 7 dias ap6s 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 frequéncia de micronucleo (fragmentos
cromossomicos resultantes de quebras) em fibroblastos de hamster chinés. 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 expressao de mediadores inflamatorios e maior diferenciago 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 éxido de zinco e eugenol (ZOE) mostrou o efeito citotoxico de todos
0s compostos em células osteoblasticas humanas (SAOS-2), mas sete dias apds a
exposicdo, as células tratadas com o MTA Fillapex® apresentaram evidente
recuperacdo da viabilidade (Salles et al., 2012). Contudo, estudo realizado com dois
subtipos de macréfagos (M1 e M2) demonstrou acdo deletéria do MTA Fillapex®,
diminuindo a viabilidade e adeséo celular e a habilidade fagocitica das células (Braga
et al., 2015). Da mesma forma, a citotoxicidade do MTA Fillapex® foi também
demonstrada pela diminuicdo da viabilidade de células do ligamento periodontal 168h
apos a exposicdo ao cimento (Collado-Gonzalez et al., 2017). Mais recentemente,
Vouzara et al. (2018) descreveram a maior citotoxicidade do MTA Fillapex® quando
comparado ao silicato de tricalcico em fibroblastos de rato NIH/3T3. Além do efeito

nocivo MTA Fillapex® in vitro, Béscio et al. (2014) mostraram que esse cimento foi
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citotoxico e estimulou reacdo inflamatdria em tecido conjuntivo de ratos Wistar,
persistindo por 90 dias.

Diante dos achados apresentados e levando-se em conta que 0s cimentos
endodonticos ficam em intimo contato com os tecidos periapicais por tempo
prolongado, com a possibilidade de extravasarem através dos tubulos dentinarios,
canais laterais e acessorios ou forame apical, torna-se fundamental a elucidagdo do
potencial toxicogenético desses compostos, a fim de reduzir os possiveis eventos

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

1.3. Citotoxicidade e genotoxicidade

O ciclo celular é uma série complexa de eventos continuos que culminam com
a divisdo das células em duas células idénticas (células sométicas). O ciclo celular é
dividido em quatro fases principais - G1, S, G2 e M - as quais sdo controladas por
varias proteinas, como as ciclinas D/Cdk4-6 e a E/Cdk2 que promovem a progressao
da célula em G1 e a transicdo G1/S; a ativacdo da ciclina A/Cdk2, que assegura a
progressdo em S e G2; a ciclina B/Cdk1, cujo pico de atividade encaminha para a
progressdo da mitose (Santamaria et al., 2007). Além dessas, a fosfatase CDC25A, o
fator de transcricdo E2F, a proteina retinoblastoma (Rb) e as inibidoras das quinases
dependentes de ciclinas (CKIs), como a p21 e p27, sdo também importantes para o

desenvolvimento normal do ciclo celular (Qu et al., 2003).
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Para que o processo de divisdo celular ocorra de forma regular, evitando o
acumulo de alteragBes especialmente no DNA, existem alguns pontos de checagem

(checkpoints) (Velez; Howard, 2015; Tubbs; Nussenzweig, 2017) (Figura 5).
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Figura 5: llustracdo simplificada das fases do ciclo celular. (CP — checkpoints).

Nesses, algumas proteinas tém papel central, como € o caso da p53, a qual tem
funcdo de bloquear o ciclo celular na transicéo das fases G1/S e G2/M, para que ocorra
o reparo de lesdes no DNA induzidas por agentes genotdxicos exdgenos (quimicos,
fisicos ou bioldgicos), endogenos (p. ex. estresse oxidativo), ou pela inducéo
transcricional de proteinas pré-apoptdticas, incluindo a PUMA, NOXA e BAX

(Hotchkiss et al., 2009). Em caso de insucesso no reparo das alteracfes genéticas,
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alguns genes sdo ativados e direcionam a célula para morte programada ou apoptose.
O gene TP53, que codifica a proteina p53, ficou, portanto, conhecido como “guardiao
do genoma (Leslie; Zhang, 2016; Binayke et al., 2019).

Estudos com a proteina BCL-2, codificada pelo gene de mesmo nome (BCL-
2), mostraram que os mecanismos de morte celular foram amplamente conservados
durante a evolugdo dos animais, e que as translocagdes cromossomicas que ativam
0 gene estdo associadas a doengas malignas nos seres humanos, uma vez que a
proteina bloqueia a morte por apoptose, permitindo que a célula se divida
carregando alteracGes no DNA. A familia da proteina BCL-2 possui pelo menos 16
membros distribuidos em trés grupos funcionais de acordo com a quantidade de
dominios homdélogos (BH) ao BCL-2. Dentre esses, esta a proteina BAX, que
diferentemente da BCL-2, possui atividade pré-apoptética (Delbridge et al., 2016).

O processo de apoptose pode ocorrer por via intrinseca e/ou extrinseca. Na
via intrinseca (ou mitocondrial), as principais proteinas envolvidas (BAX, PUMA
e NOXA) sdao membros da familia BCL-2 e sdo ativadas pela proteina p53 (Fisher,
2017), levando a despolarizacdo das membranas mitocondriais, onde estdo
localizadas. Essa despolimerizacdo libera citocromo ¢ para o citoplasma, ativando
APAF-1 (fator de ativacdo da protease apoptotica-1) e a cascata de caspases que
irdo induzir a formacdo dos corpos apoptéticos (Green; Kroemer, 2004). Na via
extrinseca (ou via receptor de morte), a apoptose ocorre apds sinais de auto-
destruicdo ou sinais vindos de outras células que sofreram apoptose, que chegam
aos receptores de morte (como TNFR1 e FAS) que acionam seus ligantes de

dominio intracelular recrutando proteinas FADD (FAS Associado ao Dominio de
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Morte) e ativando a caspase-8, que irdo acionar a caspase-3 (Jayakiran, 2015). A
ativacdo da caspase-8 pode também acionar as proteinas BID e BAX,
despolarizando a membrana mitocondrial e levando & apoptose via intrinseca
(Wang; El-Deiry, 2003).

Outro processo de morte celular é por necrose. Neste, ocorre 0
comprometimento das membranas das organelas por danos irreversiveis, permitindo
que enzimas proteoliticas sejam liberadas dos lisossomos, causando a destruicao da
celula (Hotchkiss et al., 2009).

Desde antes da descoberta da dupla hélice do DNA em 1953, por Watson e
Crick, sabia-se que agentes exdgenos fisicos (raio-X e luz ultravioleta), quimicos e
biolégicos podiam interagir com o material genético, resultando em mutacdes e
instabilidade genémica (Araldi et al., 2015). Hoje, sabe-se que a maioria das lesdes
induzidas no DNA (75%) séo quebras de fita simples (single-strand breaks - SSB),
as quais podem resultar de danos oxidativos gerados durante o metabolismo ou
hidrolises de bases. No entanto, as SSB podem ser convertidas em quebras de dupla
fita do DNA, que sdo menos frequentes, mas com maiores consequéncias a célula

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

1.4 Efeitos toxicogendmicos de materiais odontoldgicos e ferramentas de

avaliacéo

Muitos ensaios devem ser realizados para a melhor compreensé@o dos efeitos

bioldgicos dos materiais odontolégicos no organismo humano. Os testes de
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citotoxicidade, geralmente escolhidos como os primeiros a serem realizados in vitro
podem gerar informagdes importantes, tais como dados sobre a biocompatibilidade de
materiais com potencial aplicacdo clinica. S&o testes rapidos e de baixo custo, que
fornecem informacdes 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 inicio a estados patoldgicos mais agressivos ao
organismo.

As metodologias utilizadas para avaliacdo toxicogenética ou toxicogendmica,
além de auxiliarem na identificacdo de biomarcadores genéticos da exposicdo a
agentes genotdxicos, podem contribuir para a elucidacdo de seus respectivos
mecanismos de acdo. Nesse contexto, o teste do cometa ou eletroforese em gel de
células individualizadas (single cell gel electrophoresis assay), € um ensaio
amplamente utilizado para avaliacdo do potencial genotdxico dos mais diversos
compostos, e para 0 biomonitoramento genético de populacdes humanas ou
ecossistemas expostos a compostos potencialmente toxicos (Koppen et al., 2017).
Essa técnica permite detectar danos primarios no DNA, como quebras de fita simples
e dupla, sitios alcali-labeis, lesdes oxidativas e alteracdes no sistema de reparo (Collins
et al. 1998; Tice et al., 2000; Gontijo et al, 2003).

Embora ainda escassos, ha dados que demonstram que cimentos endoddnticos
que possuem 6xido de zinco e eugenol ou resina em sua formulacéo séo capazes de
promover aumento de danos no DNA em células de carcinoma escamoso oral (Huang
et al., 2001). Esse efeito, no entanto, ndo foi observado com cimento composto por

hidroxido de célcio (Huang et al., 2001). O potencial genotéxico 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 acdo néo foi dependente da concentracdo e tempo de tratamento (Darrag et
al., 2014). Naghavi et al. (2014) também mostraram que cimento enriquecido com
calcio, embora genotoxico, induz menor quantidade de danos no DNA de células L929
(fibroblastos de rato) que o MTA.

Recentemente, Ribeiro et al. (2017), em uma revisdo da literatura sobre
materiais odontoldgicos, relataram que o MTA e o cimento Portland ndo teriam efeito
genotdxico em células do sangue periférico humano, mas que compostos utilizados
em resinas e cimentos odontoldgicos como BISGMA (bisfenol-A glicidil metacrilato)
e TEGDMA (trietileno glicol dimetacrilato), causaram danos no DNA de células de
glandulas salivares humanas e em linfécitos humanos in vitro.

Além de mudancas na estrutura do DNA, foi demonstrado que diversos
materiais odontologicos podem também promover alteracdes transcricionais e
interferir na cinética do ciclo celular e/ou nos processos de morte celular (Gorduysus
et al., 2007). Dentre os métodos utilizados para analise do transcriptoma estdo a gRT-
PCR (quantificacdo da transcricdo reversa pela reacdo em cadeia da polimerase), que,
além de ser uma técnica rapida para a mensuracdo da expressdo génica, possui
acuracia e alta sensibilidade (Derveaux et al., 2010), e a citometria de fluxo para
andlise de alteracdes do ciclo e morte celular, também rapida e confidvel (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 fenétipo osteogénico, com aumento da expresséo do gene
da fosfatase alcalina, osteonectina e osteopontina, elementos indicativos de reparo
0sseo. Além disso, nesse mesmo estudo, 0s autores detectaram que a resina
composta de iondmero hibrido (RCIH) inibiu a transcricdo osteogénica, com
diminuigéo da expressdo da fosfatase alcalina, periostina e pleitrofina. Mais tarde,
Yasuda et al. (2008) observaram que em células da polpa dentéria de ratos 0 MTA,
apesar de ndo apresentar efeito citotoxico, induziu aumento da expressdo génica e
proteica de BMP-2 (bone morphogenetic protein — 2). Ainda em relacéo a efeito
toxicogendmico, a literatura mostra que o0 TEGDMA promoveu 0 aumento da
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) por meio da ativacdo do proteina
NOX4 (NADPH oxidase 4 — fosfato de dinucleotideo de adenina e nicotinamida
oxidase 4), que levou a liberacdo do citocromo C, a diminuicdo da expressao da
proteina anti-apoptdtica BCL-XL (B-cell lymphoma-extra large), a ativacdo da
caspase 9 e ao aumento das taxas de apoptose em células embrionarias do
mesénguima palatal humano e em células da polpa dentéria (Yeh et al., 2015). Foi
ainda demonstrado que o eugenol, substancia também utilizada em alguns cimentos
endodénticos, reduziu os niveis de expressdo das proteinas BCL-2 (B-cell
lymphoma-2 — anti-apoptose) e BAX (BCL2-associated X protein — pro-apoptose)
em células de adenocarcimona mamario 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, niquel e cromo sem o uso de equipamentos de protecdo
individual (luvas, méascara, oculos, etc), apresentaram aumento de espécies
reativas de oxigénio (EROs) e diminui¢do da expressdao do TP53 em células do
sangue periférico. Da mesma forma, Wei et al. (2018), investigando o impacto de
materiais restauradores odontoldgicos sobre a expressdo dos genes BCL-2 e BAX
em fibroblastos L-929, observaram aumento da expressdo de BAX e diminui¢do do
BCL-2.

Assim como estudos de gendmica, transcriptbmica e protedmica séo
importantes para avaliacdo de alteracdes génicas e proteicas, a analise da cinética do
ciclo celular é de grande valia para o entendimento do comportamento dos tecidos
frente a agressao de um agente quimico. Gorduysus et al. (2007), em estudo realizado
em fibroblastos do ligamento periodontal humano tratados por 24 horas com 0s
cimentos White ProRoot MTA, Diaket, Endion e CYMED 8410, observaram
mudancas no ciclo e morte celular representadas por picos na fase subG1 compativeis
a altos niveis 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 biocompativel, ndo causando alteracdo do ciclo e com minima
porcentagem de células mortas. Recentemente, Rodrigues-Lozano et al. (2019)
utilizando citometria de fluxo para avaliar a viabilidade celular de fibroblastos do
ligamento periodontal humano tratados com os cimentos endodénticos 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 cenario e considerando a escassez de estudos sobre o potencial
toxicogendmico de matérias odontologicos, torna-se necessario e urgente a
avaliacdo dos efeitos geneticos dos compostos que sdo mais rotineiramente

utilizados na medicina dentéria.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

Considerando que sdo limitados, divergentes e, portanto, inconclusivos os
resultados sobre a biocompatibilidade do cimento MTA Fillapex®, e que sdo
também escassos o0s relatos sobre seu potencial toxicogenémico, este estudo teve
como objetivo investigar o0s possiveis efeitos citotoxicos, genotdxicos e

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

2.2 Objetivos especificos
Avaliar, em FGH tratados in vitro com o MTA Fillapex®:
- a citotoxicidade e sobrevivéncia celular;
- alteracGes na cinética do ciclo e nas taxas de morte celular;
- 0s niveis de danos priméarios no DNA (quebras de fita e sitios alcali labeis);

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

Objetivos: este estudo foi delineado para avaliar os efeitos citotdxicos, genotdxicos
e toxicogendmicos do cimento endodontico MTA Fillapex® em cultura de
fibroblastos gengivais humanos (FGH). Material e Métodos: FGH foram expostos
por 24 horas a concentragdes correspondentes a 5% (T5), 10% (T10), 20% (T20) e
40% (T40) do MTA Fillapex® para a realizagdo dos testes de citotoxicidade,
sobrevivéncia celular (5 dias) e genotoxicidade (teste do cometa); analise do ciclo e
morte celular (citometria de fluxo) e da expressao dos genes TP53, BAX e BCL-2
(QRT-PCR). Resultados: os dados mostraram que o MTA Fillapex® apresentou
citotoxicidade nas concentracdes de 20% e 40%, mas apenas na de 40% houve
reducdo da sobrevivéncia celular ap6s 5 dias. A acdo genotdxica do composto foi
detectada nas concentragdes de 5% e 20%, e os efeitos toxicogendmicos, que
levaram ao aumento da expressao dos genes TP53, BAX e BCL-2 na concentragédo
de 20%. Foi também observado que o MTA Fillapex® (40%) induziu alteracdo 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%). Conclusdo: o cimento apresentou
potencial citotoxico e toxicogenémico em FGH, alterando o ciclo celular e a
expressao de genes que regulam vias de morte celular. Assim, os resultados indicam
a necessidade da realizagdo 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. INTRODUCAO

O tratamento endodéntico, importante pratica na clinica odontoldgica, tem a
funcdo de remover a polpa, limpar e modelar o sistema de canais radiculares
contaminados e, em seguida, preencher esse sistema para prevenir a infeccdo e
promover a cura perirradicular. Para isso, hd a necessidade da utilizacéo de materiais
que sejam eficazes e ndo tragam danos futuros aos pacientes. Um dos materiais mais
utilizados nos tratamentos endoddnticos sdo os cimentos obturadores, responsaveis
pelo preenchimento dos canais radiculares. Esses compostos devem possuir
caracteristicas que compreendem a estabilidade dimensional, facilidade de
escoamento, baixa solubilidade, biocompatibilidade, liberacdo de ions Ca*,
radiopacidade, atividade antimicrobiana e adesdo a dentina radicular [1].

Atualmente, com o objetivo de serem biocompativeis, sdo Varios 0s cimentos
que utilizam em sua composicdo o Mineral Trioxido Agregado (MTA). Esse
composto consiste de finas particulas hidrofilicas de silicato tricalcico, éxido de
aluminio tricalcico, 6xido tricalcico, sulfato de célcio di-hidratado (gypsum) e
outros Oxidos minerais [2] e tem sido utilizado para procedimentos de retro
obturacdo, perfuracdo radicular e de furca, em capeamento pulpar direto e também
em dentes com raizes incompletas [3], promovendo reacdes favoraveis aos tecidos,
especialmente pela auséncia de resposta inflamatoria severa, pela presenca de
capsula fibrosa e pela inducéo da reparacdo do tecido mineralizado [4,5]. De fato,
ha estudos mostrando que 0 MTA é capaz de induzir a diferenciagdo de osteoblastos

[6,7] e a estimulacdo da mineralizacdo de células pulpares dentérias [8].
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Embora o MTA apresentasse excelente atividade bioldgica, havia a
necessidade de melhorar sua adesividade dentinaria, a estabilidade dimensional, a
radiopacidade, a fluidez e o potencial antibacteriano. Assim, 0 MTA Fillapex® foi
desenvolvido buscando combinar as propriedades bioldgicas do MTA & resina
salicilato, resina natural, tungstato de célcio, silica nanoparticulada e pigmentos [9].
No entanto, alguns estudos mostraram que o MTA Fillapex® apresenta maior
potencial citotdxico [10,11,12,13] e genotdxico [14,15] que outros cimentos.

Portanto, considerando que os cimentos endodonticos permanecem por longo
tempo em intimo contato com regides periapicais e que os eventos deletérios ao
DNA e as células podem trazer graves consequéncias ao organismo, torna-se
fundamental conhecer, em detalhes, os mecanismos de agéo e os principais alvos
desses compostos. Assim, o presente estudo foi delineado para investigar a
capacidade do MTA Fillapex® em induzir danos primarios no DNA de fibroblastos
humanos gengivais, bem como em modular a expressao de genes relacionados a

regulacao do ciclo celular.

2. MATERIAL E METODOS

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 aprovagédo do Comité de

Etica. As células foram estocadas em nitrogénio liquido (-195°C), em aliquotas de
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1x10° células/mL de solugdo de congelamento (80% MEM, 10% soro fetal bovino,
10% DMSO) até o momento do uso. Paraa realizacdo dos experimentos, as
células foram descongeladas, cultivadas em monocamadas utilizando-se 0 meio
MEM (Minimum Essential Medium; Gibco®) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (Cultilab), 1% de antibiético/antimicotico (10.000 uni/mL de
penicilina, 10.000 mg/mL de estreptomicina e 25 pg/mL de anfotericina B -
Gibco®), e incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de CO2 até atingirem
confluéncia. O meio de cultura foi trocado a cada trés dias. Para o subcultivo, o
meio de cultura foi retirado e acrescentados 5 mL de solugdo de DPBS 1X
(Dulbeco’s Phosphate Buffered Saline - ATCC®) por 2 minutos. Apos esse periodo,
a solucdo de DPBS foi retirada e acrescentados 2 mL da solugcdo 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
centrifugacdo (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 odontol6gicos. Para 0s
testes, o cimento foi pesado (0,19 pasta base + 0,1g pasta catalisadora), misturado
de acordo com as recomendacdes do fabricante e colocado em meio de cultura
suplementado, respeitando a relagdo da area da superficie da amostra do cimento e
volume de meio de cultura de 6 cm?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. Apds esse periodo, 0 meio de cultura foi coletado e filtrado com filtro

de 0,22um (solucdo mée) para o tratamento das células.

2.2 Citotoxicidade e sobrevivéncia celular

Para avaliacdo da citotoxicidade e sobrevivéncia celular (5
dias) foi utilizado o kit Cell Titter 96® AQueous One Solution Cell Proliferation
(Promega). Este kit baseia-se no método colorimétrico de biorreducéo do composto
MTS tetrazolium em formazam pelas células metabolicamente ativas (células
viaveis). A absorbancia da suspensdo de células com o corante foi lida em
espectrofotébmetro (490 nm), sendo o resultado proporcional ao nimero de células
viaveis. Nos testes, as células foram semeadas em placas de 96 pogos, por 24 horas
para adesdo e  estabilizagdoe, posteriormente, tratadas com quatro
diferentes concentracdes do MTA Fillapex® por 24 h. As concentracGes de 5%,
10%, 20% e 40% da solucdo mée, assim como o tempo de permanéncia em contato
com as células foram definidos a partir de ensaios pilotos. Foram semeadas 1x10*
células para o teste de citotoxicidade e 3x103 células para o teste de sobrevivéncia
celular de 5 dias (para evitar que as células entrassem em confluéncia antes dos 5
dias). Ambos os testes foram realizados em triplicata. Para o teste de citotoxicidade,
imediatamente apds os tratamentos, a solucdo cimento/meio cultura (solugdo mée)
foi removida, foi adicionado o reagente do kit Cell Titter®, e as células
permaneceram incubadas por 2 horas, quando se procedeu a leitura em
espectrofotbmetro. Para o teste de sobrevivéncia celular, ap6s o tratamento e

remocao da solugdo cimento/meio de cultura, foi adicionado meio suplementado e
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as células novamente incubadas a 37°C por cinco dias. Apos esse periodo, foi
feita a incubagdo com o reagente do kit Cell Titter® da mesma maneira descrita para

o0 teste de citotoxicidade.

2.3 Ciclo celular e apoptose

Para as analises do ciclo celular e taxas de apoptose foram semeadas 2x10°
células por poco, com triplicata para cada concentragdo testada do MTA Fillapex®
(5%, 20% e 40%), seguindo o mesmo protocolo do teste de citotoxicidade. As
culturas celulares foram avaliadas em citometro de fluxo (GUAVA EASYCYTE;
Merck Millipore, Darmstadt, Alemanha), utilizando-se iodeto de propideo (Sigma)
incubado em gelo e protegido da luz por 30 minutos para posterior analise da
porcentagem das células nas fases GO/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 instrucdes do fabricante. O status celular foi
definido em porcentagem de células vidveis [annexin(-) 7-AAD(-)], apoptose inicial
[annexin(+) 7-AAD(-)], apoptose tardia [annexin(-) 7-AAD(+) e necrose
[annexin(+) 7-AAD(+)]. Todas as analises foram feitas pelo software GUAVA

Cytosoft versdo 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 10* células/pogo) em placas de 24 pogos. Apds esse periodo

43



as células foram tratadas com a solucdo cimento/meio de cultura (solu¢cdo mae) nas
concentragdes de 5%, 10% e 20% por 24 horas. Como controle positivo
foram utilizadas células tratadas com peroxido de hidrogénio (H202) na
concentragdo de 100uM. 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 conteudo de cada pogo foi transferido para um microtubo previamente
identificado e centrifugadas a 1000 rpm por 3 minutos. Apos a centrifugacéao, o
sobrenadante foi descartado, foram adicionados 100 puL de agarose de baixo ponto
de fusdo a 0,5% (37°C) e a suspensao agarose/células foi colocada sobre uma lamina
previamente coberta com uma camada de agarose de ponto de fuséo normal a 1,5%.
Em seguida, a lamina foi deixada a temperatura de 4°C, por 5 minutos, para
solidificacdo da agarose e, entdo, imersa em solugéo 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. Ap6s esse periodo, a
lamina foi colocada em solu¢do de PBS (1X) por 5 minutos e, em seguida, em uma
cuba horizontal de eletroforese, onde permaneceu em tampdo alcalino (NaOH 10 N,
200 EDTA 200 mM, pH > 13) a 4° 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 laminas foram colocadas em solucdo de neutralizagdo (0,4 M de Tris-
HCL, pH 7,5) por 15 minutos e fixadas em etanol absoluto. Para a coloragcéo dos
nucleoides foi utilizado o SybrGold (1:10.000 — Invitrogen). Foram analisados 50

nucledides por lamina, em aumento de 400x, em microscopio de fluorescéncia
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acoplado a sistema de analise de imagem (Comet Assay IV — Perceptive
Instyruments, UK). O parametro utilizado para a mensuracdo dos danos no DNA foi

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

2.5 Expressao génica por gRT-PCR

A avaliacdo da expresséo relativa dos genes BCL-2 (Hs 00608023 m1), BAX
(Hs 00414514 m1) e TP53 (Hs 99999147 m1) foi realizada pela técnica de qPCR-
RT. Apds a extracdo do RNA total utilizando-se o kit Direct-zol RNA MiniPrep Plus
(Zymo Research) foi realizada a sintese do cDNA (kit High Capacity;
AppliedBiosystems). As etapas da PCR foram realizadas em termociclador
automatico (ABI Prism 7500 Fast Sequence Detection System, Applied
Biosystems), utilizando-se o sistema TagMan® (Applied Biosystems, Branchburg,
New Jersey, EUA), que é composto por um PCR Master Mix universal e uma sonda
especifica para cada gene, marcada com o fluorocromo FAM. A anélise foi feita
pelo método do CT Comparativo (AACT). O gene endogeno escolhido como
controle foi a beta-actina, apds teste piloto. Os experimentos foram realizados em

triplicatas.

2.6 Andlise estatistica

Para os dados obtidos nos testes de citotoxicidade, sobrevivéncia celular e do
cometa, foi inicialmente realizado teste de normalidade (Teste de Shapiro-Wilk e
Kolmogororov-Smirnov) seguido pelo ANOVA e Tukey para comparagoes

multiplas. Para os dados com distribui¢do assimétrica, teste do cometa, esses foram
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ajustados pelo Modelo Linear Generalizado com distribuicdo gama seguido de
comparagdes multiplas. Para as analises dos resultados do ciclo celular e apoptose
foi utilizado o teste de comparagbes com distribuicdo binomial seguida por
comparagdo mdultipla do teste Wald. Considerou-se p<0,05 como nivel de
significancia. Para expressdo génica, 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 analises 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 reducéo sig-
nificativa (p<0,05) na viabilidade celular nas culturas tratadas com o cimento nas

concentragdes de 20% e 40% (Fig.1).

46



Citotoxicidade

2.0 7

1.5

1.0

0.5

Absorbancia (D.O.490 nm)

0.0 T T T T T
C- 5 10 20 40
MTA Fillapex (%)

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 relacdo ao C-. D.O.; Densidade Optica.

3.2 Sobrevivéncia celular
Os dados mostram que 5 dias apds exposicao das células ao cimento houve
reducdo significativa (p<0,001) na viabilidade celular apenas na concentragédo de

40% em relacdo ao controle negativo (Fig.2).
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Figura 2: Viabilidade celular em cultura de fibroblastos gengivais humanos 5 dias
apos o tratamento com o cimento MTA Fillapex®. C-: controle negativo (células

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

3.3 Citometria de fluxo
3.3.1 Ciclo celular

Os dados mostraram alteraco na cinética do ciclo dos fibroblastos gengivais
humanos expostos a concentracao de 40% do MTA Fillapex em relacéo ao C-, em
todas as fases (G1, S e G2), p<0,05. Houve diminuicdo da porcentagem de células

em G1 e S e aumento da porcentagem de celulas em G2 (Figs. 3 e 4).

48



Controle Negativo Cimento 5%

o Plot P02, gated on PO1.R1 e o Plot P02, gated on PO1.R1 2
7 9| | 2
] o= = -
a (= =~ (=1 =
58 =1 (53] =
I =] =
gl 2 |88 =
ol . Y 2] .
=] o
[=g o
— H,
fl T T T T T T T T = T T T T T T T T T
0 20000 40000 ©0000 BS0000 100000 0 20000 40000 60000 80000 100000
Red-B FAuorescence (RED-B-HLin) Red-B FAuorescence (RED-B-HLin)
Cimento 20% Cimento 40%
o Plot P02, gated on PO1.R1 - o Plot P02, gated on PO1.R1 :
I > I L23
=] = o] HG1 =
< ~ 3]s -
= =T ] =
€ ] = € &] ! Gzl =
2 o1 = 2 o] }
O & O 5] |:
o~ e ] ~
ol o]
L= O
i —
= T T T T T T T T T = T T T T T T T T T
0 20000 40000 60000 BOUDQ 100000 0 20000 40000 60000 80000 100000
Red-B Fluorescence (RED-B-HLin) Red-B Fuorescence (RED-B-HLin)

Figura 3: Ciclo celular de fibroblastos gengivais humanos tratados in vitro com o

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

fases G1, S e G2.
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Figura 4: Frequéncia de fibroblastos gengivais humanos nas respectivas fases do
ciclo celular apds tratamento com o MTA Fillapex®. * p<0,001em relacdo 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 concentracfes de 20% e 40%; aumento
da porcentagem de células em apoptose tardia e necrose e reducao de células viaveis
na concentracao de 40% (Figs. 5 e 6).
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Figura 5: Porcentagem de células viaveis (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 vidveis, 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 relacdo ao

C-.

3.4 Genotoxicidade

Na Fig. 7 estdo apresentados os niveis 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 concentragdes de 5% e
20% em relacdo ao controle negativo. Nao ha resultado para a concentragéo de 40%,
uma vez que a taxa de viabilidade celular recomendada para realizacao do teste do

cometa atingiu nivel menor que 70%.
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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 H202; 100uM). * p < 0,05, ***

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

3.5 Expresséo génica

A andlise de transcriptoma mostrou aumento significativo (p<0,05) da ex-
pressdo dos genes TP53, BAX e BCL-2 nos fibroblastos gengivais humanos tratados
com o MTA Fillapex® na concentracdo de 20% em relacdo ao controle negativo
(Fig. 8). A razdo de expressdo BAX/BCL-2 (genes apoptético/ anti-apoptético) 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 diferencas estatisticas para cada gene em cada

um dos tratamentos estdo apresentados em Anexo.
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Figura 8: Niveis de expressdao (RQ — quantificacéo 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 relagédo ao C-).
53



4. DISCUSSAO

A literatura tem mostrado efeitos bioldgicos nocivos de varios materiais
odontoldgicos, entre os quais alguns cimentos endodonticos [19, 20, 21, 22]. Toda-
via, h& cimentos como o MTA, o Bioaggregate e Biodentine (chamados bioativos)
que apresentaram efeito benéfico sobre a diferenciacdo osteogénica em ceélulas
tronco mesenquimais [23], e o cimento BioRoot RCS que apresentou baixo efeito
citotoxico em fibroblastos do ligamento periodontal e alta secrecdo de fatores de
crescimento osteogénico e angiogénico [24]. No presente estudo foi observado que
0 MTA Fillapex®, nas duas maiores concentragdes testadas (20% e 40%), apresen-
tou efeito citotoxico em fibroblastos humanos gengivais ap6s tratamentos por 24h.
A andlise por citometria de fluxo confirmou tal achado, evidenciando o aumento de
morte celular por apoptose nas duas concentracfes e principalmente por necrose na
concentracdo mais alta (40%). Da mesma forma, estudos anteriores mostraram que
0 MTA Fillapex® em altas concentracdes, recém-espatulado e apds 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
férmula como a resina salicilato, resina diluente e silica [25, 26]. Estudo semelhante
realizado em fibroblastos do ligamento periodontal, demonstrou que a necrose seria
a principal causa de morte celular ap6s o tratamento com o MTA Fillapex®, e tam-
bém atribuiu tal acdo a presenca de salicilato e silica na constituicdo 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 proteoliticas sejam libera-
das dos lisossomos para o citosol, causando a destruicdo da célula e podendo gerar
reacOes inflamatdrias [28, 29]. No presente estudo, morte celular preferencialmente
por necrose ocorreu apenas na concentracdo mais alta (40%), que foi a Unica a tam-
bém reduzir a capacidade das células em sobreviver cinco dias apds o tratamento
com o cimento (teste de sobrevivéncia celular) e a causar alteragdo na cinética do
ciclo celular.

Provavelmente, os danos causados por altas concentracfes do MTA Filla-
pex® foram mais agressivos que impossibilitaram os mecanismos regulares de de-
fesa celular. Realmente, a realizacdo do teste de genotoxicidade (teste do cometa)
corroborou tal hipétese. Além de evidenciar o potencial genotdxico 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 ndo pdde ser realizado com a
concentracdo de 40%, uma vez que esse tratamento resultou em viabilidade celular
inferior a 70%, fato que mascararia a mensuracdo de danos no DNA originados
apenas pela acdo 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 concentracdo de
20%, reforcando a acdo de diferentes mecanismos de morte celular dependendo da
concentracdo do cimento. Interessantemente, nossos dados mostraram que 0 au-
mento da expressdo do BCL-2 (anti-apopt6tico) foi acompanhado do aumento da

expressao do gene apoptdtico BAX. Contudo, como a razdo da expressao BAX/BCL-
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2 foi menor que 1, pode-se sugerir que a acdo do BCL-2 tenha se sobreposto a do
gene BAX. Estudos anteriores ja haviam demonstrado a expressdo de genes antago-
nicos frente a estresse induzido por agentes quimicos [31, 32]. O gene BCL-2 codi-
fica a proteina BCL-2 que, localizada na membrana externa das mitocondrias, con-
trola sua permeabilidade e pode regular a morte celular por apoptose em alguns
tipos de células que estdo sob condicéo de estresse quimico [33]. A proteina 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 ndo somente
liga-se & proteina BCL-2 inibindo-a, mas também a BAX ativando-a [35]. O au-
mento da expressao do gene TP53, também ocorrido apos a exposi¢do ao cimento
a concentragdo de 20%, mas ndo a de 40%, evidenciou, mais uma vez, que 0s me-
canismos de protecdo celular ndo foram adequadamente ativados quando as células
foram submetidas a altos niveis de estresse quimico. Vale lembrar, que a proteina
p53 responde a diversos estresses celulares podendo induzir a interrupcdo do ciclo,
a apoptose, senescéncia, reparo do DNA ou alteragdes no metabolismo celular [36,

37].

5. CONCLUSAO

Com base nos achados pode-se concluir que, nas condicGes utilizadas no
presente estudo, o cimento MTA Fillapex® apresentou efeito citotoxico e

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

riscos inerentes ao uso deste cimento na odontologia.
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ANEXO

Expressdo dos genes de TP53, BAX e BCL-2 em células gengivais humanas apds

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

40%. C-: controle negativo.

TP53
Comparacoes 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
Comparacdes 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

Comparacoes 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
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