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RESUMO

AMARAL JUNIOR, S. P. Avaliacdo da resposta inflamatoria e capacidade
de biomineralizacdo de cimentos endoddnticos obturadores resinosos.
2026. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Aracatuba, 2026.

A obturacdo do sistema de canais radiculares objetiva preencher espacos
vazios antes ocupado pela polpa radicular, visando selamento hermético,
reparo e selamento  bioldégico.  Portanto, caracteristicas como
biocompatibilidade e biomineralizagdo s&o fundamentais dos cimentos
obturadores. O presente estudo utilizou 20 ratos Wistar em dois periodos de 7
e 30 dias (n=10) submetidos a implante subcutaneo de tubos de polietileno,
preenchidos por cimentos endoddnticos obturadores resinosos Endosealer,
Endosealer Plus, Endosealer Premium e um tubo vazio como controle, para
avaliacdo da resposta inflamatoria e inducdo de mineralizacdo. Apés 7 e 30
dias, os animais foram eutanasiados e os tubos de polietileno removidos com
os tecidos adjacentes. Infiltrado inflamatério e espessura da cépsula fibrosa
foram avaliados histologicamente, através da atribuicdo de escores
inflamatorios (escores 0, 1, 2 e 3), de acordo com a intensidade da inflamacao.
A presenca ou auséncia de biomineralizacdo foi avaliada pela coloracdo de
Von Kossa e sem coloracdo para analise de cristais birrefringentes sob luz
polarizada. Os dados foram tabulados e submetidos ao teste estatistico com
significancia de 5%. Aos 7 dias, ndo houve diferenca significante entre os
cimentos e grupo controle (P>.05). Ap6s 30 dias, o grupo Endosealer Premium
apresentou maior reacdo inflamatéria em relagdo ao grupo controle (P<.05).
Embora tenha ocorrido biomineralizacdo em algumas amostras, a maioria dos
espécimes nao apresentou indicios de biomineralizacdo. Os cimentos

avaliados foram biocompativeis e induziram pouca biomineralizacao.

Palavras-chave: biomineralizagédo, endodontia, inflamacéo, teste de materiais.



ABSTRACT

AMARAL JUNIOR, S. P. Evaluation of the inflammatory response and
biomineralization capacity of resin-based endodontic sealers. 2026.
Dissertacao (Mestrado) — Faculdade de Odontologia, Universidade Estadual
Paulista (UNESP), Aracatuba, 2026.

The obturation of the root canal system aims to fill empty spaces previously
occupied by the pulp, aiming for hermetic seal, repair, and biological seal.
Therefore, characteristics such as biocompatibility and biomineralization are
fundamental features of endodontic sealers. The present study used 20 Wistar
rats in two experimental periods of 7 and 30 days (n=10) subjected to
subcutaneous implantation of polyethylene tubes filled with Endosealer,
Endosealer Plus, and Endosealer Premium resin endodontic sealers, and an
empty tube as a control, to evaluate the inflammatory response and induction of
mineralization. After 7 and 30 days, animals were euthanized and polyethylene
tubes were removed along with the adjacent tissues. Inflammatory infiltrate and
fibrous capsule thickness were histologically evaluated by assigning
inflammatory scores (scores 0, 1, 2, and 3) according to the intensity of the
inflammation. The presence or absence of biomineralization was assessed by
Von Kossa staining and without staining for analysis of birefringent crystals
under polarized light. The data were tabulated and subjected to statistical test
with a significance level of 5% (P<.05). At 7 days, there was no significant
difference between the sealers and the control group (P>.05). After 30 days, the
Endosealer Premium group showed a greater inflammatory reaction compared
to the control group (P<.05). Although biomineralization occurred in some
samples, most specimens showed no evidence of biomineralization. The

sealers evaluated were biocompatible and induced mild biomineralization.

Keywords: biomineralization, endodontics, inflammation, materials testing.
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1 - INTRODUCAO

O tratamento endodbéntico é um procedimento odontolégico comum
realizado quando a polpa dental € danificada de forma irreversivel, com o
objetivo de reparar as estruturas apicais e periapicais previamente alteradas,
geralmente por carie, ou ainda mesmo realizada na auséncia de infec¢cao ou
inflamacéo, para manutencdo da saude periapical (LOPES et al., 2020). Seu
sucesso depende de um adequado planejamento de instrumentacao, irrigacao,
desinfeccéo (quando necessario) e obturacdo (KHANDELWAL et al., 2022). E
essencial remover todo o tecido pulpar, detritos dentindrios e reducdo de
microrganismos do sistema de canais radiculares durante o tratamento
endodontico para que se possa obter um espaco desinfectado e modelado que
acomodarda o material obturador. O preenchimento tridimensional do canal
reduz a possibilidade de recorréncia infec¢coes endoddnticas (DIOGUARDI et
al., 2022).

A obturacdo é o preenchimento e selamento de um canal radicular
preparado, realizada com guta percha e cimento obturador. A guta percha
ocupa o espaco de maior volume do canal radicular, enquanto o cimento flui
para areas de irregularidades ou néo atingidas pelo preparo biomecanico, além
de complementar o selamento dentina/guta-percha (BHANDI et al., 2021). A
obturacdo deve alcancar um alto nivel de adaptacdo as paredes do canal
preparado e o material preenchedor deve penetrar nos tibulos dentinéarios, se
possivel, onde pode exercer importante efeito inibitério sobre o E. faecalis
(GUTMANN, 1993; BALGUERIE et al., 2011; SALEH et al., 2004). Cimentos
obturadores séo essenciais para formar uma barreira impermeéavel entre a guta
percha e as paredes do canal radicular (SIQUEIRA JR et al.,, 2000). A
importancia deles foi descoberta no inicio do século XX quando constataram
que obturacdes realizadas apenas com guta percha frequentemente levavam a
periodontite apical (ORSTAVIK, 2005).

Os cimentos obturadores devem apresentar propriedades bioldgicas,
fisicas e quimicas adequadas (GATEWOOD, 2007; SAXENA et al., 2013),
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como boa adesividade, tempo de trabalho suficiente para sua correta
manipulacdo, auséncia de alteracfes dimensionais ap0s presa, radiopacidade,
auséncia de manchamento da estrutura dentaria, solubilidade a solventes,
insolubilidade aos fluidos orais, atividade antimicrobiana, toleréncia tecidual e
biocompatibilidade (COLOMBO et al., 2018). Embora existam diferentes
cimentos obturadores disponiveis no mercado e novos materiais estejam
constantemente sendo desenvolvidos, o material obturador ideal que forneca

todas essas caracteristicas favoraveis ainda néo existe (WONG et al., 2017).

7

Biocompatibilidade € a capacidade de um material ou substancia de
induzir uma resposta do hospedeiro apropriada em uma aplicacdo especifica
(SAMPAIO et al.,, 2023). Cimentos obturadores devem ser biocompativeis,
porque 0s componentes presentes neles podem atuar como corpo estranho e
induzir reacBes bioldégicas que variam de uma inflamacédo persistente, a
necrose do ligamento periodontal, especialmente quando extravasados nos
tecidos periradiculares (DA SILVA et al., 2018).

Bioatividade € a propriedade de um biomaterial que interage com tecidos
vivos e induz ou modula a atividade biol6gica, levando ao reparo (WILLIAMS,
2022). Um material bioativo tem a habilidade de criar uma camada de
hidroxiapatita quando estd em contato com fluido tecidual rico em calcio e

fosfato.

Cimentos obturadores disponiveis comercialmente sdo categorizados de
acordo com seus componentes quimicos: a base de 6xido de zinco e eugenol,
iondbmero de vidro, silicone, resina e 0 mais recentemente desenvolvido
cimento bioceramico. Essa diversidade de materiais obturadores requer
avaliacdo de suas respostas bioldégicas em cultura de células e em modelos
animais antes do seu uso em ensaios clinicos para provar se seu uso é seguro

dentro de condi¢des clinicas.

Em geral, os cimentos resinosos presentes no mercado apresentam
boas propriedades fisico-quimicas como: fluidez, solubilidade, estabilidade

dimensional, capacidade seladora, radiopacidade e aderéncia a dentina, e



12

ainda uma baixa toxicidade e efeitos antibacterianos (Alvarez-Vasquez et al.,
2024). No entanto, apontou que sua principal desvantagem é a falta de
bioatividade e capacidade de biomineralizacdo. Esta categoria de cimentos,
conta com cimentos resinosos com ou sem hidroxido de calcio na sua

composicao.

Recentemente introduzidos no mercado nacional, mas ainda sem
respaldo cientifico para uso, os cimentos resinosos Endosealer e Endosealer
Premium (Maquira — Maringd — PR — Brasil), possuem em sua composi¢édo uma
matriz resinosa e hidroxido de célcio. Adicionalmente, o cimento Endosealer
Plus (Maquira — Maringa — PR — Brasil), também possui matriz resinosa, porém

sem hidroxido de célcio na sua composicao.

Diante da introducdo de cimentos obturadores no mercado sem dados
na literatura de seu comportamento biologico, € fundamental que estudos
sejam realizados para avaliar a resposta tecidual inflamatéria e a capacidade

de deposicao de tecido mineralizado.

2 - OBJETIVO

Avaliar in vivo em ratos wistar a biocompatibilidade e a capacidade de
biomineralizacdo dos cimentos a base de resina epoxi com e sem hidroxido de
calcio, por meio da analise da resposta inflamatoéria subcutanea e deposicao de
tecido mineralizado. A hip6tese nula é de que ndo ha diferencas na resposta

biolégica entres esses materiais.

3 - METODOLOGIA

3.1 Obtencéo dos Animais.

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pela Comissao de
Etica no Uso de Animais — CEUA da Faculdade de Odontologia de Aracatuba,
sob o numero de processo FOA n° 131-2025 (Anexo 1). Foram utilizados 20
ratos machos Wistar, pesando aproximadamente 250g, provenientes do

biotério da Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP. Os animais
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foram mantidos em gaiolas coletivas com quatro ratos por gaiola e alimentados
durante todo o periodo experimental com dieta sélida e agua ad libitum. As
gaiolas foram mantidas em gabinete biotério STD-5 (Vidy - Tabo&o da Serra —
SP — Brasil) com temperatura oscilando entre 22 e 24°C e com ciclo de luz
controlada (12 horas claro e 12 horas escuro). A determinacdo do tamanho
amostral (20 animais, 10 animais para cada periodo experimental de 7 e 30
dias), foi realizada com base nas diretrizes da norma 1SO 10993-6 (ISO 10993-
6, 2007) que define padrbes aceitaveis para avaliagdo biolégica na
experimentacdo animal. Embora a norma ndo defina nimero minimo a ser
utilizado, existe uma ampla literatura cientifica consolidada sobre estudos de
biocompatibilidade de cimentos endodénticos, utilizando a técnica de implante
subcutédneo com desenho experimental similar (ELIAS et al., 2024; OKAMOTO
et al., 2022; INADA et al. 2024). Este numero de animais permite que o estudo

seja realizado mesmo que haja perdas de animais ou amostras.
3.2 Obtencéo dos Tubos.

Os tubos de polietileno utilizados para inser¢cdo dos materiais a serem
testados foram confeccionados a partir de cortes de sonda uretral nUmero 4
(Mac Med, Séo Paulo, Brasil), com 1,5mm de didmetro externo e lcm de
comprimento (Bueno et al. 2016, Benetti et al. 2018, Bueno et al. 2018) os

quais serviram para acomodacgéo dos materiais experimentais (Figura 1).
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Figura 1 - Esquema do tudo de polietileno para implante subcutaneo.

3.3 Grupos experimentais

Endosealer 7 dias (ENDO?7); Endosealer Plus 7 dias (PLUS7);
Endosealer Premium 7 dias (PREMIUM7); Controle 7 dias (CONTROLE?).

Endosealer 30 dias (ENDO30); Endosealer Plus 30 dias (PLUS30);
Endosealer Premium 30 dias (PREMIUM30); Controle 30 dias (CONTROLE30).

Os periodos experimentais de 7 e 30 dias, seguem a recomendacao
da norma ISO 10993-6 (ISO 10993-6, 2007), que preconiza pelo menos 2
periodos experimentais, um inicial (7 a 14 dias) para avaliar a inflamacé&o inicial
ou aguda, e um periodo tardio de ao menos 30 dias para avaliar a evolucédo da
inflamacéo (crénica), além de diversos estudos mostrarem que tais periodos
séo suficientes para analise de biocompatibilidade e biomineralizacdo (ALVES
SILVA et al., 2020; CINTRA et al., 2017; BUENO et al., 2023a).

Tabela 1 - Cimentos testados e suas composi¢cfes de acordo com a bula do fabricante.

. - Apresentacgao/ .
Cimento Composicéo pres &< Fabricante
Manipulacéo
P6: Hidroxido de calcio, amina e radiopacificadores o Maquira,
Endosealer Po6-liquido / Manual | Maringa, PR,
Liquido: Resina epoxi Brasil
Pasta Ambar: Espessantes, aminas, radiopacificadores,
solventes e estabilizantes. Seringa dupla Magquira,
Endlgliesaler (Pasta-pasta) / Maringa, PR,
Pasta Branca: Espessantes Resina ep6xi, radiopacificadores, Automistura Brasil
solventes e estabilizantes
Pé: Hidréxido de célcio, amina e radiopacificadores Maquira,
Endosealer Po-liquido / Manual | Maringa, PR,
Premium o ) o Brasil
Liguido: Resina epoxi




15
3.4 Procedimentos cirurgicos para implante subcutaneo

Foram utilizados 10 animais para cada periodo experimental, sendo
esses periodos de 7 e 30 dias, totalizando 20 animais. Cada animal recebeu
quatro implantes: Endosealer, Endosealer Plus, Endosealer Premium e um
tubo vazio como controle em um experimento. Os materiais foram manipulados
de acordo com a bula de cada fabricante (Anexo Il) e levados com lentulo
(Dentsply Maillefer, Tulsa, USA) em baixa rotacao (300rpm) para preencher os
tubos a serem implantados. Para realizacdo da intervencdo cirargica, 0s
animais foram submetidos a anestesia geral com xilazina (25mg/kg) e
guetamina (50mg/kg) misturadas na mesma seringa, via intramuscular (regido
posterior da pata traseira do animal) (Figura 2A). Logo apds foi realizada a
depilacdo de uma pequena area dorsal (tricotomia), suficiente para a incisdo, e
antissepsia com polivinilpirrolidona a 1% (Riodeine, Rioquimica, Sdo José do
Rio Preto, Brasil) (Figura 2B), onde foi realizada uma incisao longitudinal com
lamina de bisturi nimero 15C acompanhando a linha mediana, com extensdo
entre 1 a 2cm atingindo o tecido subcutaneo (Figura 2C). Desta forma, foi
realizada divulsdo (Figura 2D) e com o auxilio de uma pinca os tubos de
polietileno foram implantados do lado direito e esquerdo no tecido subcutaneo
dos animais, em 4 sitios (figura 3). A incisdo longitudinal da pele foi entédo
suturada com fio de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson) e uma nova
antissepsia foi realizada. Ao término do procedimento cirargico, 0s animais
foram alojados em gaiolas apropriadas, sendo eles dispostos em 5 animais por

gaiola, onde foram aguardados os periodos experimentais.
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Figura 2 - Cirurgia para implantacdo dos tubos de polietileno no tecido subcutaneo do animal.
A: Anestesia intramuscular; B: Tricotomia e antissepsia; C: Incisdo dos tecidos de 1 a 2cm de

comprimento; D: Divuls&do dos tecidos para a cria¢do das lojas; E: implantacdo dos tubos no
tecido; F: sutura dos tecidos.

Figura 3 - Mapa cirdrgico (Posicionamento dos tubos de polietileno)

3.5 Eutanésia

Decorridos o0s periodos experimentais, o0s animais foram
eutanasiados, por overdose anestésica, para obtencdo das pecas contendo o
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tubo de polietileno, circundado por tecido conjuntivo adjacente. As pecas foram
colocadas imediatamente em frascos individuais devidamente identificados,
contendo solucédo de formalina a 10%, tamponada com pH neutro (Figura 4),
durante as primeiras 24 horas e depois lavadas em agua corrente por um
periodo de 12 horas para a remocdo de toda solucdo de fixagdo. ApGs o
periodo de lavagem as pecas foram desidratadas em alcool, diafanizadas em

xilol e incluidas em parafina.

Figura 4 - Remocao dos tubos de polietileno e do tecido circundante.
A: Corte do tecido do dorso do animal para ter acesso as lojas; B: Localizacao do tubo

implantado; C: Corte do tecido circundante ao tubo; D: Fixa¢cdo do espécime em solugéo
formalina 10%.

3.6 Processamento Histoldgico

Apés inclusdo, as pecas foram cortadas em micrétomo Leica RM
2045 (Leica Microsystems, Nussloch — Germany) com cortes semi-seriados,
com 5um de espessura para serem coradas com hematoxilina e eosina (HE),
10 ym para serem coradas de acordo com a técnica de Von Kossa (VK) ou
permanecerem sem coloracdo para serem observadas sob luz polarizada (PL).
Considerando a perda de animais e amostras, foi definido um numero de
amostras viaveis para andlise de 7 por grupo sendo um numero viavel

conforme mostra a literatura (BUENO et al., 2023b).
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3.7 Analise da resposta tecidual (Células inflamatorias e cipsula fibrosa)

A avaliagdo da resposta tecidual produzida pelos materiais, foi
realizada segundo critérios descrito na ISO/TR 7405-1997(E) (International
Organization for Standardization. Dentistry). Desta forma, foi analisado o
namero aproximado de células inflamatorias presentes em aumento de 400x. A
auséncia de células inflamatorias recebeu escore 0 (zero). Quando o numero
de células inflamatdrias foi inferior a 25, o infiltrado inflamatorio foi considerado
pequeno (escore 1). O critério moderado (escore 2) foi atribuido quando
detectadas de 25 a 125 células inflamatorias. Se essas células ocorressem em
ndamero superior a 125, o infiltrado inflamatério foi considerado severo ou
intenso (escore 3) (Bueno et al. 2016, Benetti et al. 2018, Bueno et al. 2018).
Quanto a espessura da capsula fibrosa, os seguintes escores foram utilizados:
escore 0 (zero) para capsula fibrosa considerada fina, de espessura inferior a
150um ou escore 3 para capsula fibrosa considerada espessa, superior a
150pum (Bueno et al. 2016, Benetti et al. 2018, Bueno et al. 2018).

3.8 Analise de biomineralizacao

A avaliagdo da capacidade de biomineralizacdo foi por meio da
coloracdo de Von Kossa (VK) e sem coloracdo para ser observada sob luz
polarizada (PL), marcadas como presente ou ausentes. Quando houve
presenca de estruturas mineralizadas, a coloracdo de VK mostrou estruturas
coradas em preto/castanho escuro e a analise de luz polarizada mostrou
estruturas birrefringentes a luz (Bueno et al. 2016, Benetti et al. 2018, Bueno et
al. 2018).

3.9 Andlise estatistica

Ao fim das analises, todos os dados obtidos foram tabulados e
submetidos ao teste de Kruskal-Wallis com um nivel de significancia de 5%
(P<0.05), j& que foram atribuidos scores (dados categdricos ordinais sem

distribuicdo normal e sem intervalos iguais entre as categorias) e post-hoc



19

Dunn com correcdo de Bonferroni para dados que apresentaram diferenca

estatistica significante.
4 - RESULTADOS

4.1 Biocompatibilidade

ApOs obter as laminas coradas com hematoxilina e eosina, foi possivel
verificar a intensidade do infiltrado inflamatério e espessura da capsula fibrosa.
Para o periodo experimental de 7 dias (Figura 5: A, a; C, c; E, e; G, g), o teste
de Kruskal-Wallis ndo demonstrou diferencas estatisticamente significativas
entre os grupos (p = 0,245) (Tabela 2). No periodo de 30 dias (Figura 5: B, b;
D, d; F, f; H, h), o teste de Kruskal-Wallis revelou diferencas significativas entre
0s grupos (p = 0,008), sendo entdo realizado o teste post-hoc de Dunn com
correcdo de Bonferroni para comparacdes mdultiplas pareadas (Tabela 2). A
andlise post-hoc identificou diferenca estatisticamente significativa apenas
entre o grupo CONTROLE30 e o grupo PREMIUM30 (p = 0,014) (Tabela 2). As
comparacdes entre CONTROLE30 e ENDO30, bem como entre CONTROLE30
e PLUS30, apresentaram valores de p = 0,052, ndo atingindo significancia
estatistica apos a correcdo de Bonferroni. Ndo foram observadas diferencas
significativas entre os grupos experimentais ENDO30, PLUS30 e PREMIUM30
(p = 1,000 para todas as comparacdes) (Tabela 2). Com relacdo a espessura
da capsula fibrosa, para todos os grupos do tempo experimental de 7 dias, foi
observada capsula fibrosa espessa (Figura 5, Tabela 2). Com relagdo aos
grupos de tempo experimental de 30 dias, os grupos CONTROLE30 e
PREMIUM30 apresentaram cépsula fibrosa fina, enquanto os grupos ENDO30

e PLUS30 apresentaram capsula fibrosa espessa (Figura 5, Tabela 2).
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7 dias 30 dias 7 dias 30 dias

Controle
EndoSealer Plus

EndoSealer
EndoSealer Premium

Figura 5 - Analise de biocompatibilidade.
(Coloragdo HE — A, B, C, D, E, F, G, H Aumento 100X; a, b, c d, e, f, g, h Aumento 400X).

4.2 Biomineralizagéo

A avaliacdo da capacidade de biomineralizagdo foi feita por meio da
coloragdo de Von Kossa (VK) e sem coloragdo para ser observada sob luz
polarizada (PL) (Bueno et al. 2016, Benetti et al. 2019, Bueno et al. 2019). Nas
avaliacdes de biomineralizacéo dos grupos de 7 dias (Figura 6: A,a; C, c; E, e;
G, g), foi possivel observar resultado positivo tanto para VK quanto para PL
em 1 amostra do grupo ENDO7 e 2 amostras do grupo PREMIUM7, enquanto
0s grupos CONTROLE7 e PLUS7 néo apresentaram amostras positivas para
VK e PL. Para os grupos de 30 dias (Figura 6: B, b; D, d; F, f; H, h), foi possivel
observar resultado positivo para VK e PL em 2 amostras dos grupos ENDO30 e
PREMIUM30 e os grupos CONTROLE30 e PLUS30 nao apresentaram

amostras positivas.
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Figura 6 - Analise de biomineralizacéo.
(Von Kossa e Luz Polarizada) Aumento 100x.

Tabela 2 - Nimero de amostras de cada grupo com escores inflamatérios e mediana;
espessura de capsula fibrosa e nimero de amostras que apresentaram mineralizacéo. Letras
sobrescritas diferentes indicam diferencga estatistica (p<.05).

Scores ] Cépsula
Grupos Mediana )
0 1 2 3 Fibrosa VK PL n
7 Dias
CONTROLE? 0 2 4 1 28 Espessa 0 0 7
ENDO7 0 0 5 2 28 Espessa 1 1 7
PLUSY 0 1 4 2 28 Espessa 0 0 7

PREMIUM7 0 0 4 3 28 Espessa 2 2 7
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Scores ) Capsula

Grupos Mediana )

0 1 2 3 Fibrosa VK PL n
30 Dias

CONTROLE30 1 6 O 0 la Fina 0 0 7
ENDO30 0 2 4 1 24 Espessa 2 2 7
PLUS30 0 2 4 1 22 Espessa 0 0 7
PREMIUM30 0 1 5 1 20 Fina 2 2 7

5 - DISCUSSAO

Muitos cimentos endodoOnticos sdo lancados no mercado, 0 que nos
alerta sobre a importancia de pesquisas que avaliem esses materiais de forma
biologica e clinica (AAE, 2013). Na presente pesquisa, a hipdtese nula foi
parcialmente aceita, uma vez que 0s cimentos demonstraram diferenca em
biocompatiblidade em apenas em um periodo experimental.

Para realizacdo dessas pesquisas, um método classico na literatura € o
implante subcutaneo, idealizado por Torneck em 1966. Torneck em sua
primeira pesquisa testando esta inovadora técnica, visava avaliar a reagao do
tecido conjuntivo subcutaneo de ratos a tubos de polietileno implantados. Ele
notou que, ao realizar implantes subcutaneos com tubos de polietileno, nao
gerava uma reacdo inflamatéria significativa (TORNECK, 1966), o que
possibilitou os estudos subsequentes usarem esta referéncia como controle,
gerando protocolos que séo utilizados até os dias atuais (ISO, 1997; 1SO, 2007,
OLSSON, 1981; ISO, 1997).

A andlise de biocompatibilidade por meio da coloracdo de HE revelou
gue todos 0s grupos experimentais apresentaram infiltrado inflamatoério
moderado aos 7 dias, sem diferencas estatisticamente significativas entre eles
ou em relacdo ao controle. Este padrdo de resposta inflamatoria inicial €
esperado por conta da composi¢cdo dos cimentos utilizados, e esta de acordo
com estudos prévios que avaliaram cimentos a base de resina epoxi
(HOLLAND et al, 1999; CINTRA et al, 2006; GOMES-FILHO et al, 2011;
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CINTRA et al, 2013; GOMESFILHO et al, 2010; GOMES-FILHO et al, 2015;).
CINTRA et al. (2017) observaram que o cimento Sealer Plus (MK Life, Porto
Alegre, RS, Brasil), um cimento a base de resina epéxi contendo hidréxido de
calcio, apresentou inflamacdo moderada aos 7 dias, similar ao AH Plus
(Dentsply DeTrey, Konstanz, Germany), corroborando os achados do presente
estudo. A resposta inflamatoria inicial pode ser atribuida a liberacdo de
componentes nao polimerizados dos cimentos resinosos e ao trauma cirdrgico,
que podem causar irritacao tecidual transitoria.

Aos 30 dias, apesar de PREMIUM30 demonstrar uma tendéncia na
diminuicdo do infiltrado inflamatério, observou-se diferenca estatisticamente
significativa em relacdo ao CONTROLE30 (p = 0,014) que indica aumento da
inflamacé&o. Porém quando comparado aos demais grupos, PREMIUM30 né&o
apresentou diferenca estatisticamente significativa. Alves Silva et al. (2020)
relataram que o AH Plus apresentou aumento da reacdo inflamatéria aos 30
dias, porém nédo apresentou diferenca significante aos 60 dias, indicando que o
cimento apresentou biocompatibilidade em periodos experimentais mais
longos.

Um fator relevante é a composicdo dos cimentos testados. Diversos
estudos mostram que, até mesmo o raiopacificador utilizado no cimento, pode
influenciar significativamente na biocompatibilidade (CHEN et al., 2018; JANINI
et al., 2025; SILVA et al., 2014). Para os cimentos testados, em bula (Anexo II)
o fabricante ndo especifica qual radiopacificador é utilizado na composicao,
apenas para o cimento Endosealer Premium, o fabricante especifica que néo
contém Oxido de bismuto em sua composicao.

E importante destacar que, embora tenha sido observado diferenca
estatistica entre o CONTROLE30 e PREMIUM30, as compara¢cbes entre
CONTROLES3O0 e os grupos ENDO30 e PLUS30 apresentaram valores de p =
0,052, muito proximos ao nivel de significancia estabelecido. Este resultado
sugere uma tendéncia de diferenca que pode ter relevancia clinica, embora néo
tenha atingido significancia estatistica apds a correcdo de Bonferroni. BUENO
et al. (2023a) encontraram um resultado similar com relacdo a

biocompatibilidade aos 30 dias, porém notou uma reducdo significativa no
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infiltrado inflamatoério aos 60 dias, portanto estudos com periodos maiores
poderiam elucidar melhor esta questdo. Adicionalmente, estudos de
citotoxicidade ou imunohistoquimicos podem complementar e clarificar esses
resultados.

A formacao de cépsula fibrosa € uma resposta fisiolégica do organismo
a presenca de materiais estranhos e constitui um importante parametro para
avaliacdo da biocompatibilidade. No presente estudo, todos 0s grupos
apresentaram capsula fibrosa espessa aos 7 dias. Aos 30 dias, 0s grupos
CONTROLE30 e PREMIUM30 apresentaram cépsula fibrosa fina, enquanto os
grupos ENDO30 e PLUS30 mantiveram capsula espessa. Estes resultados
estdo em concordancia com Cintra et al. (2017), que observaram capsula
fibrosa espessa aos 7 dias e fina aos 30 dias para o Sealer Plus e controle. A
persisténcia de cépsula fibrosa espessa aos 30 dias nos grupos ENDO30 e
PLUS30 pode indicar uma resposta inflamatoria mais prolongada ou uma maior
reatividade tecidual a estes materiais. Estudos demonstram que a espessura
da capsula fibrosa esta correlacionada com a intensidade da resposta
inflamatoria, densidade vascular e fluxo sanguineo no tecido capsular (SILVA
et al., 2017; DELFINO et al., 2020; ELIAS et al. 2024). A reducdo da espessura
capsular ao longo do tempo, observada no grupo PREMIUM30, sugere melhor
integracao tecidual e menor reatividade crénica, caracteristicas desejaveis para
um cimento endoddntico.

A coloracdo de Von Kossa € amplamente utilizada para deteccédo de
depdsitos minerais em tecidos, sendo considerada um método sensivel e
especifico para identificacdo de estruturas calcificadas. O processo de
coloracdo desta técnica é realizado em duas etapas. Na primeira etapa, a prata
se liga a depoésitos de célcio gerando uma coloracdo amarelo claro. Na etapa
seguinte, essas laminas sédo expostas a luz solar, o que faz com que esse tom
amarelo claro escureca e torne-se marrom escuro ou preto, facilitando a
identificacdo de calcificacbes (VON KOSSA, 1901), poréem € uma técnica
dependente do ambiente (luz solar) o que pode causar erros metodolégicos. No
presente estudo, as laminas foram submetidas a uma técnica aprimorada de

controle de luz, baseado no estudo realizado por Criswell em 2025, utilizando
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lampada de 100 watts com 6500 lumens a 30 centimetros das laminas por 30
minutos (CRISWELL, 2025).

Suplementando os resultados de Von Kossa, a andlise de luz polarizada,
avalia a birrefringéncia a luz polarizada de estruturas cristalinas organizadas,
como colageno maduro e cristais de hidroxiapatita, sendo um indicador
adicional de biomineralizagé&o, observado em diversos estudos anteriores que
avaliaram biomineralizacdo de cimentos endodénticos (BENETTI et al, 2018;
BUENO et al. 2016, 2018, 2023a, 2023b; Cintra et al. 2013; GOMES FILHO et
al. 2009; GOMES FILHO et al 2012.).

A avaliacdo da biomineralizacdo por meio da coloracdo de Von Kossa e
andlise sob luz polarizada revelou resultados positivos apenas nos grupos
Endosealer e Endosealer Premium, tanto aos 7 quanto aos 30 dias. Aos 7 dias,
1 amostra do grupo ENDO7 e 2 amostras do grupo PREMIUM7 apresentaram
resultado positivo, enquanto aos 30 dias, 2 amostras de cada um destes
grupos foram positivas. Os grupos controle e Endosealer Plus néo
apresentaram amostras positivas em nenhum periodo avaliado.

A auséncia de biomineralizacdo no grupo Endosealer Plus esta
relacionada a auséncia de hidroxido de calcio na sua composicdo. O hidréxido
de célcio é conhecido por sua capacidade de induzir biomineralizacdo através
da liberacdo de ions calcio e hidroxila, que elevam o pH local e favorecem a
precipitacdo de fosfato de calcio (HOLLAND et al., 1985; BINNIE et al., 1973;
ESTRELA et al.,, 1995; MIZUNO et al., 2008). Bueno et al. (2023a)
demonstraram que o Sealer 26, um cimento contendo hidroxido de célcio,
induziu maior biomineralizacdo que o Sealer Plus e Dia-ProSeal em todos os
periodos avaliados, sugerindo que a simples presenca de hidroxido de calcio
ndo garante capacidade de biomineralizacdo, sendo necesséario considerar
outros fatores como concentracéo, forma de liberagéo e interacdo com a matriz
resinosa, dependente da qualidade da espatulacao. Isso leva a outro fator que
deve ser considerado, € a forma de apresentacdo desses materiais. Para
materiais apresentados como po e liquido, a manipulacdo pode influenciar ndo
apenas nas caracteristicas fisicas do material manipulado, mas também nas

caracteristicas bioldgicas, ja que a relacédo entre o p6 que contém hidroxido de
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calcio e o liquido que contém a resina epoxi, pode influenciar na capacidade de
biocompatibilidade e biomineralizacdo destes materiais. Conforme bula do
fabricante, a recomendacao € que seja manipulado na proporcdo de 3 partes
de po6 para 1 parte de resina, porém como o material ndo apresenta colher
dosadora, esta medida pode sofrer altera¢cdes conforme é manipulada pelo
operador (FUSS et al., 2000).

6 - CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos neste estudo, pode-se concluir que
todos os cimentos testados foram biocompativeis nos periodos experimentais
avaliados, porém induziram pouca biomineralizacdo, observada apenas em
algumas amostras. Estudos de citotoxicidade in vitro e imunohistoquimico in
vivo, além de testes fisico-quimicos, sdo recomendados para complementar

esses resultados.
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CERTIFICADO

Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Avaliacdo da resposta
inflamatéria e capacidade de biomineralizagdo de cimentos endoddnticos
resinosos”, Processo FOA n° 131-2025, sob responsabilidade de Carlos Roberto
Emerenciano Bueno apresenta um protocolo experimental de acordo com os
Principios Eticos da Experimentagéo Animal e sua execugéo foi aprovada pela CEUA
em 19 de margo de 2025.

VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 11 de maio de 2026.

DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 11 de junho de 2026.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Inflammatory and biomineralization assessment
of resinous endodontic sealers”, Protocol FOA n°® 131-2025, under the supervision
of Carlos Roberto Emerenciano Bueno presents an experimental protocol in
accordance with the Ethical Principles of Animal Experimentation and its
implementation was approved by CEUA on March 19, 2025.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: May 11, 2026.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: June 11, 2026.
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- Anexo Il - Bula fornecida pelo fabricante

ENDOSEALER - Root canal sealant

ENDOSEALER PLUS - Root Canal Sealant
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ENDOSEALER PREMIUM - Root canal |

PRESENTATION:
1 Bottle with 8 g of Endosealer powder
and 1 tube with 9 g of Endosealer resin.

DESCRIPTION:

Endosealer is a product designed for root
canal obturation, with adequate setting
time and radiopacity for clinical
application. It is presented in powder and
resin form for easy handling.

INDICATION:
Endosealer is a product indicated for root
canal obturation.

COMPOSITION:
Powder: Calcium hydroxide, amine and
radiopacifiers. Resin: Epoxy resin.

MODE OF USE:

1. The product must be manipulated in a
glass plate or spatulation block. To do so,
deposit an amount of powder intended
for clinical work and add the amount of
resin to the product. With a spatula,
incorporate the powder into the resin.
Homogenize until a smooth, yellowish
mass is obtained;
2. Add powder or resin until the
consistency of the product is 1.5 to 2.5
cm above the glass plate when
manipulated with the spatula. The
product should form a thread when
pulled in the opposite direction to the
glass plate. The average ratio is
approximately 3 parts powder to 1 part
resin by volume; 3. Dry the root canal to
be worked. Endosealer cement should be
introduced directly into the root canal
with the aid of an endodontic instrument
such as files, lentulo spiral or even the
main gutta-percha cone;
4. If you want to make the material flow
more, gently heat the glass plate and
bring the material into contact; 5. Clean
the glass plate, spatula and other
instruments immediately after use.
Note 1: When using hydrogen peroxide as
an irrigation solution, reirrigation with
sodium hypochlorite and saline solution,
followed by complete drying, should be
done prior to application of the
Endosealer. Setting time: The setting
time refers to the time from the
beginning of application (mixing of
powder + resin) to complete hardening of
the product. At temperatures up to 25 °C
the product sets in up to 60 hours. On the
other hand, at body temperature, the
maximum polymerization time is 24
hours after the start of application.

DESCRIPTION
Endosealer Plus is a root canal sealer wm

outstanding  physical and  chemical
properties. It features a homogenization
system in auto-mixing tips, making it
possible to apply it directly into the root
canal, savi time and material. It has
excellent radiopacity, favoring observation
of the clinical field in radiographic images.

PRESENTATION
1 Double-body syringe with 15 g and 10
application tips.

INDICATION

Endosealer Plus is a product intended for the
permanent filling of root canals, in
combination with gutta percha cones.

COMPOSITION
Amber paste: fillers, amines, radiopacifiers,
solvents and stabilizers.

White te: fillers, epoxy resin,
radiopacifiers, solvents and stabilizers.
MODE OF USE

The syringe and tips cannot be reprocessed.
In all procedures in which Endosealer Plus is
used, the professional must wear protective
gloves and goggles.

Cavity preparation

Before applying the material, the root canals
must be prepared, properly cleaned and
dried. In all these procedures, the techniques
intrinsic to endodontics should be used.
Note 1: Note 1: Before fitting the auto-mixing
tips, a little material should be dispensed
onto a surface until the white and amber
pastes flow in the same proportion. If the
professional does not do zms, the product

may not set clinical
application comprommd
Note 2: When rogen peroxide is used as

:&’amgabon solution, a new irrigation with

Root canal sealant
1. Remove the cap by pressing down and
turning 90° at the same time.

2. To assemble the applicator tip, fit the
auto-mixing tip anJ then the intracanal
tip. The tip has a single-position
adaptation system so as not to mix the
pastesunappropﬂamly

3. After attaching the applicator dp. b

clinical

material &s available for
application.

4, Carefully press down on the syringe
plunger and two pastes will

automatically homogenize in the cannula

of the auto-mixing tip.

After application, reploce the syri m

and sanitize the system with 70% hol.

6. This product should be used with gutta
percha cones.

»

Setting time

Timing refers to the time from the start of
application (auto-mixing tip) to complete
hardening of the product. At temperatures
up to 25 °C, the product sets within 60 hours.
On the other hand, at body temperature (36 -
37 °C), the maximum reaction time is 24
hours after the start of application.

PRESENTATION: !
1 Bottle of Endosealer Premium powder
with 8 g and 1 tube of Endosealer
Premium resin with 9 g.

DESCRIPTION:

Endosealer Premium is a product
intended for root canal obturation, with
adequate setting time and radiopacity
for clinical application. Its composition
without bismuth radiopacifiers allows
safer clinical procedures, without
darkening and graying in the post cure.

INDICATION:
Endosealer Premium is a product
indicated for root canal obturation.

COMPOSITION:

Powder: Calcium hydroxide, amine and
radiopacifiers.

Resin: Epoxy resin.

MODE OF USE:

1. The product must be manipulated in a
glass plate or spatulation block. To do so,
deposit an amount of powder intended
for clinical work and add the amount of
resin (resin) to the product. With a
spatula, incorporate the powder into the
resin, Homogenize until a smooth,
yellowish mass is obtained.

2. Add powder or resin until the
consistency of the product is 1.5 to 2.5
cm above the glass plate when
manipulated with the spatula. The
product should form a thread when
pulled in the opposite direction to the
glass plate. The average ratio is
approximately 3 parts powder to 1 part
resin by volume.

3. Dry the root canal to be worked.
Endosealer Premium cement should be
introduced directly into the root canal
with the aid of an endodontic instrument
such as files, lentulo spiral or even the
main gutta-percha cone.

4. If you want to make the material flow
more, gently heat the glass plate and
bring the material into contact.

5. Clean the glass plate, spatula and
other instruments immediately after use.

Note 1: When using hydrogen peroxide
as an irrigation solution, reirrigation with
sodium hypochlorite and saline solution,
followed by complete drying, should be
done prior to application of the
Endosealer Premium,

Setting time: The setting time refers to
the time from the beginning of
application (mixing of powder + resin) to
complete hardening of the product. At
temperatures up to 25 °C the product |
sets in up to 60 hours. On the other hand,
at body temperature, the maximum
polymerization time is 24 hours after the
start of application.



