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Hoshino RA. Biocompatibilidade e potencial bioativo de cimentos endodônticos à base 
de silicato de cálcio [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 
UNESP; 2020. 
 

RESUMO 
OBJETIVO: Avaliar a reação tecidual  e bioatividade provocada por NeoMTA Plus e 

MTA Fillapex em subcutâneo de ratos. MATERIAL E MÉTODOS: Para este estudo 

foram utilizados 60 ratos Holtzman, sendo distribuídos aleatoriamente em três grupos 

(n= 20): NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, EUA), MTA Fillapex 

(Angelus Ciência e Tecnologia, Londrina - PR – Brasil) e Controle (tubos de polietileno 

vazios). Para avaliar a reação tecidual provocada pelos materiais, foram implantados 

tubos de polietileno preenchidos com os cimentos endodônticos no tecido conjuntivo 

do subcutâneo na região dorsal dos ratos. No grupo controle (GC), tubos de polietileno 

vazios foram implantados. Após os períodos de 7, 15, 30 e 60 dias, cinco animais de 

cada grupo por período foram eutanásiados e os tubos implantados com os tecidos 

adjacentes foram removidos e submetidos ao processamento para inclusão em 

parafina. A partir dos cortes corados com HE, foram realizadas análises morfológicas, 

mensuração da espessura da cápsula e densidade numérica de células inflamatórias. 

Os cortes foram também submetidos à reação imuno-histoquímica para detecção de 

interleucina-6 (IL-6), uma citocina pró-inflamatória, e o número de células 

imunopositivas foi computado. A quantidade de colágeno nas cápsulas foi estimada a 

partir de cortes submetidos ao método do picrosirius-red e analisados sob luz 

polarizada. A bioatividade dos cimentos endodônticos foi avaliada por meio da reação 

histoquímica von Kossa e a análise sob luz polarizada. Os dados foram submetidos à 

ANOVA a dois critérios e teste post hoc de Tukey (p < 0,05). RESULTADOS: Aos 7 

dias, as cápsulas ao redor do NeoMTA Plus e MTA Fillapex exibiram maior número 

de células inflamatórias do que no GC. No entanto, não foi observada diferença 

significante no número de células inflamatórias entre o NeoMTA Plus e o GC (p = 

0,1117) aos 60 dias. Nesse período, não foi detectada diferença significante no 

número de células inflamatórias entre as amostras NeoMTA Plus e MTA Fillapex (p = 

0,4062), embora tenha sido observada uma maior imunoexpressão de IL-6 no MTA 

Fillapex (p = 0,0353). De 7 para 60 dias, observou-se uma redução significante na 

espessura das cápsulas do NeoMTA Plus e MTA Fillapex em paralelo ao aumento 

significante no colágeno. As estruturas von Kossa positivas e birrefringentes foram 

observadas nas cápsulas adjacentes aos cimentos endodônticos. CONCLUSÕES: 



 

Considerando que o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex são biocompatíveis e exibem 

bioatividade, estes cimentos endodônticos podem ser uma alternativa viável para uso 

clínico. 

 

 

Palavras – chave: Endodontia. Materiais dentários. Teste de materiais. Imuno-
Histoquímica. Interleucina-6.  



 

Hoshino RA. Biocompatibility and bioactive potential of endodontic sealers based on 
calcium silicate [tese de doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da 
UNESP; 2020. 
 
 
ABSTRACT 
To evaluate the tissue reaction and bioactivity caused by NeoMTA Plus and MTA 

Fillapex in connective tissue of subcutaneous. MATERIAL AND METHODS: For this 

study, 60 Holtzman male rats were used, which were randomly distributed in three 

groups (n = 20): NeoMTA Plus (Avalon Biomed Inc. Bradenton, FL, USA), MTA 

Fillapex (Angelus Ciência e Tecnologia, Londrina - PR - Brazil) and Control (empty 

polyethylene tubes). To verify the tissue reaction caused by root canal sealers, the 

polyethylene tubes were filled with endodontic sealers and were implanted into dorsal 

subcutaneous tissues. In the control group (CG), empty polyethylene tubes were 

implanted. After 7, 15, 30 and 60 days, five animals from each group per period were 

sacrificed and implants surrounded by tissues were removed and processed for 

paraffin-embedding. From HE-stained sections, the morphological analysis, 

measurement of capsule thickness and numerical density of inflammatory cells were 

carried out. Sections were also subjected to immunohistochemical reaction to detect 

interleukin-6, a pro-inflammatory cytokine, and the number of immunopositive cells 

was computed. The amount of collagen in the capsules was measured in the sections 

stained with picrosirius-red method and analyzed under polarized light. The bioactivity 

of endodontic sealers was evaluated by von Kossa histochemical reaction and the 

analysis of under polarized light. The data were submitted to two-way ANOVA and 

post-hoc Tukey test (p < 0.05). RESULTS: At 7 days, the capsules around NeoMTA 

Plus and MTA Fillapex exhibited a greater number of inflammatory cells than in the 

CG. However, no significant difference was observed in the number of inflammatory 

cells between NeoMTA Plus and CG (p = 0.1137) at 60 days. In this period, significant 

difference in the number of inflammatory cells was not also detected between NeoMTA 

Plus and MTA Fillapex specimens (p = 0.4062), although a higher IL-6-

immunoexpression was observed in the MTA Fillapex specimens (p = 0.0353). From 

7 to 60 days, a significant reduction in the capsule thickness of NeoMTA Plus and MTA 

Fillapex was observed in parallel to a significant increase in the collagen. von Kossa-

positive and birefringent structures were observed in the capsules of root canal sealers. 

These findings indicate that NeoMTA Plus and MTA Fillapex can be a viable alternative 



 

for clinical use since these endodontic sealers are biocompatible and exhibit 

bioactivity.  

 

 

Keywords:  Endodontics. Dental materials. Materials testing. Immuno-histochemistry. 
Interleukin-6. 
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1 INTRODUÇÃO 

Os materiais à base de silicato de cálcio são amplamente atraentes na 

odontologia devido às suas propriedades biológicas e físico-químicamx1-3. Os 

materiais à base de silicato tricálcico têm sido amplamente estudados, pois estimulam 

o reparo tecidual permitindo a deposição de tecido mineralizado4,5. Embora seja um 

material biocompatível e utilizado para diversas aplicações, dentre elas no tratamento 

de perfuração de furca ou radicular, retro-obturação em microcirurgia apical, 

capeamento pulpar, pulpotomia e reparo radicular6-8, o Agregado de Trióxido Mineral 

(MTA) apresenta algumas desvantagens6. Sua consistência após a manipulação 

impede sua inserção no canal radicular9. Para superar essas desvantagens, os 

fabricantes realizaram alterações na sua composição química, bem como na 

proporção de diferentes veículos e componentes nos materiais à base de silicato 

tricálcico. Os cimentos endodônticos à base de MTA contêm principalmente silicato 

tricálcico e bicálcico4, com adição de agentes radiopacificantes, óxido de tântalo e 

tungstato de cálcio. Os cimentos endodônticos à base de MTA são designados como 

bioativos  quando  possuem a capacidade de desenvolver uma ligação estável com 

tecidos vivos via a deposição de hidroxiapatita10, ou seja, em contato com fluidos 

biológicos formam uma camada interfacial na superfície do material, na interface 

material/dentina e nos túbulos dentinários10. Acredita-se que essa camada interfacial 

contendo cristais de apatita pode reduzir a microinfiltração e aumentar a força de 

tração, melhorando a adaptação e induzindo a remineralização11,12 . 

O NeoMTA Plus é um material bioativo composto por partículas finas de 

tricálcio e silicato bicálcico, tantalita, sulfato de cálcio e sílica, conforme indicado pelo 

fabricante com um curto tempo de endurecimento e não promove a pigmentação da 

dentina13. Além do cimento em pó, o NeoMTA Plus contém um gel à base de água 

que, de acordo com a proporção pó-gel misturado, fornece um material com 

consistência variada7. Assim, o material com consistência fluida pode ser usado como 

preenchimento de canal radicular, enquanto uma mistura densa é indicada como 

cimento obturador de canais radiculares7,14. Um estudo in vitro avaliou o efeito do 

NeoMTA Plus espesso (material de reparo) em cultura de células humanas 

semelhantes a osteoblastos (Saos-2) e demonstrou que esse material induz a 

formação de nódulos mineralizados, indicando um potencial bioativo6,15. 



 19 

A primeira versão do MTA Fillapex (Angelus Dental Industry S/A, Londrina, 

Brasil) consistia em aproximadamente 13,2% de silicato tricálcico16, com adição de 

resina natural, resina salicilada, óxido de bismuto, nanopartículas de sílica e 

pigmentos17,18. Segundo o fabricante, as propriedades do MTA Fillapex incluem boa 

radiopacidade, bom tempo de trabalho e facilidade de manuseio18. Como o óxido de 

bismuto inibe várias propriedades, incluindo a proliferação celular19, esse 

radiopacificador foi substituído pelo tungstato de cálcio na tentativa de melhorar suas 

propriedades biológicas. Embora o MTA Fillapex com tungstato de cálcio tenha 

promovido inicialmente um infiltrado inflamatório moderado no tecido conjuntivo 

subcutâneo, foi observada uma redução na imunoexpressão da interleucina-6, uma 

citocina pró-inflamatória ao longo do tempo. Além disso, o índice apoptótico nas 

cápsulas ao redor das amostras MTA Fillapex foi semelhante ao do grupo controle 

após 60 dias de implantação, indicando que a integridade estrutural dos tecidos é 

recuperada com o decorrer do tempo20. Assim, considerando que escassos são os 

estudos envolvendo NeoMTA Plus e o MTA Fillapex com o tungstato de cálcio, torna-

se oportuno a avaliação da  reação tecidual e bioatividade destes cimentos à base de 

silicato de cálcio. A hipótese nula foi de que o selante NeoMTA Plus não seria 

biocompatível e não apresentaria potencial bioativo. 
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2 PROPOSIÇÃO 
 

O objetivo do presente estudo foi avaliar a reação tecidual provocada por 

NeoMTA Plus em comparação ao MTA Fillapex em subcutâneo de ratos. Os objetivos 

específicos foram: 

 

• Avaliar morfológica e quantitativamente o processo inflamatório induzido 

por NeoMTA Plus e MTA Fillapex. 

 

• Analisar a imunoexpressão para interleucina-6 (IL-6), uma citocina pró-

inflamatória, nas cápsulas adjacentes ao NeoMTA Plus e comparar ao 

MTA Fillapex. 

 

• Investigar se ocorre o processo de substituição da reação inflamatória 

por tecido conjuntivo denso nas cápsulas formadas em resposta aos 

implantes de NeoMTA Plus e MTA Fillapex em subcutâneo de ratos. 

 

• Avaliar o potencial bioativo dos materiais, utilizando o método 

histoquímica von Kossa e a análise de estruturas birrefringentes. 
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3 REVISÃO DA LITERATURA 

 

Na terapia endodôntica, a eliminação de micro-organismos dos canais 

radiculares, bem como a prevenção de futuras infecções após a obturação dos canais 

radiculares estão diretamente relacionados ao sucesso do tratamento21-23. Após 

preparo e desinfecção do canal radicular23,24, o cimento deve preencher 

irregularidades do sistema de canais radiculares, procurando minimizar a 

desadaptação entre as paredes dentinárias e o guta-percha26, impedindo a 

recolonização, multiplicação e crescimento de micro-organismos residuais27,28. Além 

disso, os cimentos endodônticos devem apresentar excelente selamento, estabilidade 

dimensional, tempo de trabalho adequado, baixa solubilidade aos fluídos tissulares, 

adequada adesão às paredes do canal, fácil inserção e remoção, radiopacidade, baixo 

custo29, ação bactericida e/ou bacteriostática30 e biocompatibilidade31. 

Os cimentos endodônticos podem ser classificados em diferentes grupos, de 

acordo com seus principais componentes32, tais como óxido de zinco e eugenol, 

hidróxido de cálcio, resina epoxica, silicato de cálcio. A composição dos cimentos 

endodônticos desempenha um papel de suma importante em diversas propriedades, 

tais como físicas, químicas, mecânica, antimicrobiana e biocompatibilidade18. 

Estudos têm sido desenvolvidos para associar as propriedades biológicas do 

MTA a um material obturador14,33-36. Em 2011, foi lançado no mercado o MTA Fillapex 

(Angelus Ciência e Tecnologia, Londrina - PR – Brasil), com a proposta, de acordo 

com o fabricante, de oferecer um cimento endodôntico à base de MTA, portanto, com 

as propriedades biológicas deste material. O MTA Fillapex é constituído por 20-25% 

de resina salicilato, 20-25% de diluente para resina, 20-25% de trióxido de bismuto, 

dióxido de silício 1-5% e dióxido de titânio 1-10%36 e 13,2% de silicato tricálcico-

cálcio16.  

Estudos têm reportado que o MTA Fillapex exibe escoamento adequado, bom 

selamento, baixa solubilidade38,39, boa radiopacidade40, fornece um pH alcalino41, 

favorecendo a atividade antimicrobiana14, tornando o meio desfavorável para 

proliferação e sobrevivência bacteriana42. A bicompatibilidade e bioatividade deste 

cimento baseia-se na produção de matriz, proliferação e indução de células ósseas42, 

estímulo a formação de cristais de apatita44. No entanto, são conflitantes os resultados 

relacionados às propriedades desse cimento45-49. Há evidências de que este cimento 
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apresenta citotoxidade43, reação inflamatória intensa após 10, 30 e 60 dias de 

implantação no subcutâneo de ratos46, baixa adesão a dentina50 e alta solubilidade40. 

Resultados obtidos pelo nosso grupo de pesquisa mostraram que, embora 

inicialmente este material induza uma reposta inflamatória significativa, há redução da 

reação e a formação de cápsulas finas contendo fibras de colágeno. Além disso, as 

cápsulas formadas em resposta ao MTA Fillapex com  óxido de bismuto (Bi2O3) 

apresentaram uma redução acentuada no número de células positivas à interleucina-

6 (IL-6) em comparação ao AH Plus, após 60 dias aos implantes51. Um inconveniente 

deste cimento é o fato deste induzir alterações das propriedades ópticas em dentes 

humanos52. A pigmentação da estrutura dentária também pode ser decorrente da 

interação química das substâncias que este cimento endodôntico contém, como por 

exemplo o Bi2O3, com as principais soluções irrigadores utilizadas no tratamento 

endodôntico, à base de hipoclorito de sódio53. No entanto, estes cimentos apresentam 

baixo teor de MTA (13,2%) sugerindo que sejam incapazes de liberar quantidades 

favoráveis de íons Ca+, comprometendo a sua resposta tecidual68. 

O Bi2O3 confere a radiopacidade aos materiais54, propriedade responsável por 

distinguir as estruturas anatômicas adjacentes, tais como, dentina e osso alveolar, dos 

materiais obturadores55. No entanto, altera a microestrutura das partículas causando 

diversas falhas internas no cimento56, aumentando a porosidade e a solubilidade e, 

consequentemente, contribuindo para a redução da resistência mecânica do 

material57. Assim, o uso de radiopacificadores substitutos ao Bi2O3 vem sendo 

estudado58-61. Mais recentemente, a composição do MTA Fillapex foi reformulada pela 

substituição do Bi2O3 por tungstato de cálcio (CaWO4). De acordo com o fabricante, a 

reformulação proporciona alta radiopacidade, baixa expansão de presa, baixa 

solubilidade em contato com os fluidos tissulares, excelente viscosidade para 

obturação de canais radiculares, não altera a cor da estrutura dental, e não interfere 

com os materiais de restauração resinosos. O CaWO4, extraído do mineral chileíta, 

possui partículas globulares60 e é adquirido por meio da mistura estequiométrica de 

óxido de cálcio, carbonato de cálcio e ácido tungstênico62.  

O CaWO4 quando utilizado como radiopacificador do cimento Portland (CP), 

não interfere com a reação do CP mantendo as propriedades físicas e químicas deste 

cimento17,63, o que pode contribuir para o sucesso no tratamento endodôntico. Em 

associação a cimentos de silicato de cálcio, essa substância fornece alta resistência 

à compressão64, baixa solubilidade, radiopacidade superior à dentina63, tempo de 
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presa semelhante ao MTA17, porosidade menor que 5 μm60 e ação antimicrobiana65.  

No entanto, foi reportado que a incorporação desse agente radiopacificador ao 

cimento Portland pode ocasionar a formação de falhas, permitindo a infiltração de 

bactérias66. Além disso, foi relatado que o CaWO4 pode aumentar a solubilidade de 

um cimento endodôntico à base de resina epóxica67, ocasionando um alto potencial 

citotóxico devido a ativação do componente resinoso. Portanto, ainda são necessários 

estudos para melhor elucidar as alterações que o MTA Fillapex contendo o CaWO4 

pode promover quando em contato com os tecidos, particularmente, o tecido 

conjuntivo presente na região periapical.   

Devido as propriedades biológicas do material à base de silicato, Avalon 

Biomed Inc, Bradenton, FL) lançou no mercado o MTA Plus69, sistema composto por 

partículas inorgânicas de silicato tricálcico e óxido de bismuto. Este material possui 

indicações para capeamento pulpar, pulpotomia, cimento obturador (pulpectomia), 

apexificação, selamento de perfurações e reabsorção interna e externa. O MTA Plus 

possui resistência à washout superior ao MTA- Angelus e cimento Portland, sendo 

justificado pela força de coesão entre as partículas de atração adjacentes e pela 

presença de um polímero solúvel em água presente no gel70. A resistência do MTA 

Plus à compressão é semelhante a exibida pelo MTA69. 

O MTA Plus apresenta baixa citotoxidade as células de polpa humana, e 

estimula a formação de nódulos de mineralização in vitro71. O Bi2O3, radiopacificador 

encontrado na formulação do MTA Plus, quando hidratado com água ou solução 

salina balanceada de Hank, apresenta na superfície do material, microtrinca, lixiviação 

do hidróxido de cálcio e descalcificação parcial do silicato de cálcio hidratado72. O 

MTA Plus apresenta maior porosidade e solubilidade quando hidratado em água em 

comparação ao ProRoot MTA73. Além disso, um ensaio biológico in vitro constatou 

que os MTA Plus branco e cinza apresentam citotoxicidade74. 

Em 2014, considerando as desvantagens da adição do Bi2O3, foi lançado no 

mercado o NeoMTA Plus, com composição semelhante ao MTA Plus, porém com a 

substituição do Bi2O3 pelo óxido de tântalo (Ta2O5), como radiopacificador. O tântalo 

trata-se de um metal altamente radiopaco devido a seu elevado número atômico 

(72)75, utilizado na área da saúde no tratamento de superfície de implantes75-77, placas 

e membranas ortopédica devido à sua inércia76,78. Um estudo demonstrou que o 

NeoMTA Plus quando utilizado como material reparador induz a formação do 

hidróxido de cálcio, sendo indicado para o tratamento de dentes imaturos, por 
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favorecer a formação de pontes de dentina e a formação continuada da raiz, bem 

como fornece boa radiopacidade com valor ao redor de 5 mm Al79 e possui tempo de 

presa prolongado e maior liberação de hidroxila em comparação ao MTA Plus 7. Este 

material reparador induz a atividade de fosfatase alcalina e a formação de nódulos 

mineralizados quando avaliados em cultura de células da linhagem Saos-215. 

O gel fornece ao cimento facilidade de manipulação com consistência variada, 

possibilitando sua utilização como cimento endodôntico ou material retrobturador14. O 

NeoMTA Plus possui alto grau de penetrabilidade nos túbulos dentinários14 e 

apresenta excelente adaptação marginal em obturação retrógada36. A exposição à 

solução irrigante de hipoclorito de sódio (NaOCl) não reduz a sua resistência à 

compressão80, propriedade importante quando utilizado em situações clínicas, tais 

como tratamento de polpa vital e barreiras coronais81. No entanto, o mesmo estudo 

apontou que há redução nesta propriedade quando utilizado a solução irrigante de 

ácido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)80. Os testes biológicos apontam um grau 

adequado de citocompatibilidade em células-tronco da polpa dental humana 

(hDPSCs) e boas taxas de migração celular2,43. Quando avaliado com consistência de 

material reparador em subcutâneo de ratos e testados em períodos longos não foram 

observados granulomas, células gigantes ou abscessos, o que foi semelhante ao 

grupo controle e mostrou biocompatibilidade82. O NeoMTA Plus em contato com os 

tecidos pulpares e periapicais em cães permitiu a neoformação óssea e de cemento 

e o reparo pulpar em até 90 dias1. 

Em suma, os cimentos MTA Fillapex contendo o CaWO4 como radiopacificador 

e NeoMTA Plus constituem alternativas disponíveis atualmente para uso clínico e há 

escassez de trabalhos que avalie o NeoMTA Plus em consistência de cimento 

obturador. Portanto, a avaliação é importante para dar suporte biológico ao seu uso 

bem como melhor entender a cascata de eventos celulares causada pelos materiais 

endodônticos. A biocompatibilidade do cimento endodôntico é uma das condições 

básicas para o sucesso do tratamento endodôntico e reparo da região periodontal83. 

Uma vez que, em contato com a região periapical o cimento endodôntico pode liberar 

substâncias, que estimulam a migração e a diferenciação das células inflamatórias, 

ocasionadas pela irritação, degeneração ou necrose tecidual84,85. 

Um dos métodos para avaliar a biocompatibilidade de cimentos endodônticos 

é a utilização de implantes em subcutâneo de ratos. O uso de implantes de tubos de 

polietileno tem como objetivo avaliar a reação do tecido conjuntivo subcutâneo 
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ocasionada por diferentes materiais32. A metodologia utilizada neste estudo é 

recomendada por organizações internacionais como American National 

Standar/American Dental Associations Standard No. 4186 e International Organization 

for Standardization – ISO 10993 (2016)87, que buscam a uniformização. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 

4.1 Material 

 

O protocolo da presente pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética no Uso de 

Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara - FOAr/UNESP 

(Processo CEUA nº 11/2017). 

Foram utilizados 60 ratos Holtzman, adultos jovens, machos, pesando em 

média 200g (aproximadamente 75 dias), provenientes do Biotério Central da 

Faculdade de Odontologia de Araraquara (UNESP). Os animais foram mantidos no 

Biotério do Subsolo do Prédio de Biomorfológicas da Faculdade de Odontologia 

(UNESP-Araraquara) em gaiolas de polietileno forradas com maravalha, com 

temperatura (23 ± 2°C) e umidade (55±10%) controladas, e o fotoperíodo de 12 horas. 

Os animais receberam ração (Guabi Nutri Labor, Brasil) e água ad libitum. A 

maravalha das gaiolas foi trocada, no mínimo, três vezes por semana; a limpeza das 

gaiolas e bebedouro foram também realizadas, a fim de manter a higiene do seu 

ambiente e, portanto, evitar desconforto aos animais.   

 Os animais foram distribuídos equitativamente em três grupos: NeoMTA Plus, 

MTA Fillapex e controle (GC, tubos de polietileno vazios) (Figuras 1A e 1B). As 

respectivas composições e marcas comerciais destes produtos estão relacionadas no 

Quadro 1. As proporções do MTA Fillapex (pasta/pasta) e a pesagem do pó do 

NeoMTA Plus estão ilustradas nas Figuras 2A e 2B. 
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Quadro 1 – Composição, proporção usada na mistura dos cimentos e dados referentes a sua 

fabricação 

Cimentos Composição Relação pó/ 
líquido 

Fabricante 

NeoMTA 
Plus  

 

 

Pó: Silicato tricálcico 
(3CaO•SiO2), óxido de tântalo 
(Ta2O5), silicato dicálcico 
(2CaO•SiO2), sulfato de cálcio 
(CaSO4) e sílica (SiO2). 
 
Líquido: gel à base de água com 
agentes espessantes e polímeros 
solúveis em água. 
 

1 colher de pó; 3 
gotas de gel. 

Consistência fluida 

Avalon 
Biomed Inc. 
Bradenton, 
FL, EUA. 

 
 
 

MTA-
FILLAPEX 

Pasta Base: Resina salicilato, 
resina natural, tungstato de 
cálcio, sílica nanoparticulada, 
pigmentos. 
 
Pasta Catalisadora: Resina 
diluente, mineral trióxido 
agregado, sílica nanoparticulada, 
pigmentos. 
 

Proporção de 
mistura de 1:1. 

Angelus 
Ciência e 

Tecnologia, 
Londrina - 
PR – BR. 

Fonte: Elaboração própria. 
 
 
 
Figuras 1A e 1B - Preparação dos tubos de polietileno  

1A e 1B - Preparação dos tubos de polietileno; 1A – Tubos de polietileno previamente 
esterilizado com óxido de etileno. 1B – Tubos de polietileno usados nos grupos controle (GC), 
NeoMTA Plus e MTA Fillapex para a inserção no subcutâneo de ratos. 
Fonte: Elaboração própria. 

 

 

1B 1A 

Grupo controle  

NeoMTA 
Plus  

MTA-
FILLAPEX 

1B 1A 



 28 

Figuras 2A e 2B - Proporções de mistura dos cimentos 

 
2A e 2B - Representam as proporções de mistura dos cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex. 

2A – Proporção de pó do cimento NeoMTA Plus (pó/gel); 2B Proporção de mistura do cimento 

MTA Fillapex (pasta/pasta). 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

4.2 Método 

Os animais foram anestesiados com 0,08 mL/100 g (80 mg/kg) de peso 

corporal de cloridrato de cetamina a 10% (Virbac do Brasil Indústria e Comércio Ltda., 

São Paulo, SP, Brasil), associada a 0,04 mL/100 g (8 mg/kg) de peso corporal de 

cloridrato de xilazina a 2% (União Química Farmacêutica Nacional S/A, São Paulo, 

SP, Brasil), administrada com seringa e agulha de insulina por via intraperitoneal. 

Os materiais foram manipulados e inseridos em tubos de polietileno 

(Embramed Indústria e Comércio Ltda., São Paulo, SP, Brasil) medindo 10 mm de 

comprimento x 1,5 mm de diâmetro, previamente esterilizado com óxido de etileno 32 

(Figura 1A). Além disso, tubos de polietileno vazios (Grupo Controle) também foram 

implantados. Após a tricotomia e assepsia com solução de iodo a 5%, com auxílio de 

uma lâmina de bisturi nº 15 (Fibra Cirúrgica, Joinville, SC, Brasil) foi realizada uma 

incisão na pele com aproximadamente 1,5 cm no sentido craniocaudal. A pele foi 

divulsionada com tesoura de ponta romba, para a obtenção de uma bolsa no 

subcutâneo para colocação do implante. O tubo preenchido com um dos materiais ou 
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os tubos vazios foram implantados (1 tubo em cada animal), no subcutâneo dorsal 

(Figuras 3A e 3B). O local da incisão foi suturado em pontos simples utilizando fio de 

seda (Seda 4-0, ETHICON, São José dos Campos, SP, Brasil) (Figura 3C). Os 

animais foram, então, colocados em gaiolas, devidamente identificados de acordo 

com o grupo e o período de eutanásia sendo observados até a recuperação da 

anestesia. Conforme mostra a Figura 4, após 7, 15, 30 e 60 dias à implantação dos 

tubos de polietileno, os animais foram sacrificados com “overdose” de solução 

anestésica (cloridrato de cetamina e cloridrato de xilazina) para a remoção dos 

implantes com os tecidos circundantes (Figuras 5A, 5B e 5C). Foram 

realizados 5 implantes para cada grupo para cada período, totalizando o uso de 15 

animais por período (Figura 4).  

 

Figuras 3A, 3B e 3C – Inserção do tubo de polietileno  

 

3A, 3B e 3C – Inserção do tubo de polietileno inserido no subcutâneo de rato.  

3A e 3B – Tubo de polietileno sendo inserido no subcutâneo do rato. 3C - Sutura realizada 

após inserção do tubo de polietileno.  

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

3B 3A 

3C 
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 Figura 4 – Fluxograma mostrando o planejamento experimental  

 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
 

Figuras 5A, 5B e 5C -  Remoção dos tubos de polietileno 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

5A, 5B e 5C -  Remoção dos tubos de polietileno inseridos no subcutâneo do rato após 7 dias. 

5A – Momento da remoção do tubo de polietileno com os tecidos circunjacentes. 5B - Tubo 

de polietileno aderido aos tecidos circunjacentes. 5C – Tubo de polietileno com os tecidos 

circundantes estirado sobre o papel de filtro. 5D - Tubo de polietileno com os tecidos 

circundantes colocado em cassete para processamento laboratorial. 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

 
5A 

3A 3B 

 

5B 

 
 5C 5D 

3A 

3C 

5A 



 31 

4.3 Processamento Histológico 

Os espécimes contendo os tubos de polietileno implantados foram fixados em 

formaldeído a 4% (preparado a partir do paraformaldeído) tamponado com fosfato de 

sódio 0,1M e pH 7,2 por 48 horas em temperatura ambiente. Posteriormente, os 

espécimes foram desidratados, diafanizados e embebidos em parafina (Figuras 6, 7A, 

7B e 7C). Cortes longitudinais com espessura de 6 µm foram aderidos às lâminas de 

vidro e corados com hematoxilina e eosina (HE) ou picrosirius-red para realização das 

análises. Em dois cortes não seriados de cada implante foi realizada a reação de von 

Kossa para detecção de cálcio. Alguns cortes foram aderidos em lâminas silanizadas 

para a reação imuno-histoquímica para detecção de interleucina-6 (IL-6). 

 

 

   Figura 6 – Fluxograma mostrando as etapas do processamento histológico. 

 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
  

 

 

 
 
 
 
 
 

7A 7B 7C 
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Figuras 7A, 7B e 7C – Etapas do processamento histológico  

 

7A, 7B e 7C – O espécime contendo o implante envolvido pelos tecidos do subcutâneo 

embebido em parafina. 7A e 7B - O espécime em parafina liquida durante a inclusão. 7C - O 

espécime incluído em parafina e o bloco pronto para a microtomia 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

 

4.4 Análise da Reação Inflamatória nas Cápsulas 

4.4.1 Densidade numérica de células inflamatórias  

O número de células inflamatórias na cápsula adjacente ao material 

implantado foi obtido. Foram quantificados três cortes corados com HE de cada 

implante, mantendo-se um intervalo mínimo de 100 µm entre os cortes. Com auxílio 

de uma câmera digital (DP-71, Olympus – Japão) acoplada ao microscópio de luz 

(Olympus, modelo BX-51), foram capturadas imagens na porção central das cápsulas 

na superfície adjacente à abertura dos tubos de polietileno, com a objetiva de 40x. 

Posteriormente, com um programa de análise de imagens (Image-Pro Express 6.0, 

Olympus – Japão), foi realizada a contagem de células inflamatórias, em cada corte, 

em uma área teste de aproximadamente 0,09 mm2 da cápsula (Figura 8). O valor total 

de células inflamatórias em cada animal (obtido a partir das áreas dos três 

cortes/implante) foi dividido pela área total (0,27 mm2) obtendo-se, assim, um valor de 

células inflamatórias/mm2. Ao final, foi estabelecida uma média para cada grupo de 

acordo com o período e o material33,59,88. A obtenção do número de células 

inflamatórias nas cápsulas foi realizada por examinador calibrado e sem 

conhecimento da identificação dos grupos experimentais; a quantificação foi repetida 

após um período mínimo de 2 semanas. 

7A 7B 7C 
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Figura 8 - Programa Image-Pro Express 6.0

 

8 – Imagem obtida a partir da tela do programa Image-Pro Express 6.0 (Olympus – Japão) 

utilizado para quantificação das células inflamatórias. Sobre a imagem previamente 

capturada é sobreposta uma grade com quadrantes para auxiliar na contagem das células 

inflamatórias. 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

 

4.4.2 Mensuração da espessura da cápsula 

Para a avaliação da espessura das cápsulas, as imagens foram capturadas em 

microscópio de luz (BX51, Olympus) com a objetiva de 4x (Figura 9A), tendo um 

aumento final de 65x. Para cada amostra, foram utilizados três cortes não seriados 

corados com HE, totalizando 15 cortes por grupo/período. No sistema de análise de 

imagem (Image-Pro Express 6.0, Olympus), foi realizado upload da imagem capturada 

(em 65x) e usando o zoom (aumento de 25%) a extensão da cápsula foi feita na 

porção central da cápsula (Figura 9B), à partir de sua superfície mais interna ao limite 

com os tecidos adjacentes. Assim, o valor médio da espessura da cápsula em cada 

implante e, consequentemente, a média por grupo em cada período foi obtido. A 

mensuração da espessura da cápsula foi realizada por um examinador calibrado e 

sem conhecimento da identificação dos grupos experimentais. 
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Figuras 9A e 9B – Imagens evidenciando a espessura das cápsulas 

 

9A e 9B – Imagens evidenciando a espessura das cápsulas; 9A – imagem capturada (objetiva 

de 10x) mostrando a cápsula com reação inflamatória bem delimitada junto à abertura do tubo 

de polietileno. Note que partículas do material (em preto) estão distribuídas entre as células 

do tecido conjuntivo da cápsula. 9B – Imagem previamente capturada (em 4x) e após upload 

no programa Image-Pro Express 6.0 (Olympus – Japão), utilizado para estimar espessura da 

cápsula. Após calibrar o programa de acordo com o aumento da imagem capturada, com 

auxílio do programa é traçado uma linha para estimar a espessura da cápsula. 

Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 

4.4.3 Detecção imuno-histoquímica da IL-6  

Para a detecção de IL-6, utilizamos o anticorpo primário monoclonal anti-IL-6 

produzido em camundongo (Abcam, cód. Ab 9324, Cambridge Science, RU). Após a 

desparafinização e hidratação, os cortes foram imersos em tampão citrato de sódio 

0,001 M com pH 6,0 e submetidos ao tratamento com micro-ondas por 20 minutos a 

94-98º C, para recuperação antigênica. Após o resfriamento, as lâminas foram 

imersas em tampão Tris-HCl 0,05 M (pH 7,4) e, em seguida, os cortes foram imersos 

em solução aquosa de peróxido de hidrogênio a 5%, para o bloqueio da peroxidase 

endógena. Os cortes foram lavados novamente e, então, incubados com albumina de 

soro bovino (BSA) a 2% (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, MO, EUA), por 20 minutos. 

Em seguida, os cortes foram incubados overnight em câmara úmida a 4°C com 

anticorpo primário anti-IL-6 (diluição 1:400). 

Após as lavagens em tampão Tris-HCl, a reação para IL-6 foi amplificada 

utilizando-se o sistema Universal com Estreptavidina. Após lavagens, a atividade da 



 35 

peroxidase foi revelada com o cromógeno 3.3-diaminobenzidina (Betazoid DAB, 

Biocare Medical Inc., Concord, CA, EUA) por 3 minutos e os cortes foram 

contracorados com hematoxilina de Carazzi. Como controle negativo, em alguns 

cortes o anticorpo primário anti-IL-6 foi substituído por soro não imune. 

 

4.4.4 Densidade numérica de células positivas à IL-6  

Com o objetivo de verificar possíveis diferenças entre os grupos e períodos, o 

número de células imunopositivas para IL-6 (em castanho) foi estimado nas cápsulas 

dos implantes de cada grupo/período. Com auxílio de uma câmera digital (DP-71, 

Olympus, Tóquio, Japão) acoplada a um microscópio de luz (BX-51, Olympus, Tóquio, 

Japão), uma área padrão de 0,09mm2 da cápsula adjacente à abertura do tudo 

implantado foi capturada, em aumento de 40x. O número de células imunopositivas à 

IL-6 foi computado com auxílio de um programa de análise de imagens (Image Pro-

Express 6.0, Olympus, Japão) (Figura 10). Assim, o número de células 

imunopositivas/mm2 de cápsula foi obtido para cada implante; posteriormente, foi 

calculada a média para cada grupo em cada período. 

 

Figura 10 – Quantificação das células positivas à IL-6 (em castanho) usando o programa 
Image-Pro Express 6.0 (Olympus – Japão). 

10 – Imagem do programa Image-Pro Express 6.0 (Olympus – Japão) utilizado para 
quantificação das células positivas à IL-6 (em castanho). Note que uma grade foi sobreposta 
a imagem para orientar a observação e computação das células imunopositivas. 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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4.4.5 Mensuração do colágeno birrefringente  

Com o objetivo de verificar se o processo inflamatório regride com o decorrer 

do tempo, o conteúdo de colágeno nas cápsulas foi estimado a partir de cortes 

corados com o método do picrosirius-red. Foram utilizados 3 cortes, com intervalo 

mínimo de 100 µm entre os cortes, de cada implante de todos os períodos. Em cada 

corte, uma imagem da cápsula foi capturada com auxílio de uma câmera digital (DP-

71, Olympus, Tóquio, Japão), com a objetiva de 40x e filtros de polarização acoplados 

ao microscópio de luz (BX-51, Olympus, Tóquio, Japão). Todas as imagens foram 

capturadas com parâmetros padronizados de intensidade de luz, abertura do 

diafragma do condensador, altura do condensador, objetiva, angulação do polarizador 

e brilho da imagem. O conteúdo de colágeno foi estimado usando metodologia 

previamente descrita89,90. Com um processador de imagens (ImageJ, National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), as cores proporcionadas pela birrefringência 

das imagens das cápsulas foram isoladas utilizando-se o histograma de matiz 

disponível na guia “Color Threshold”. O número de pixels de cada frequência de cor 

foi expresso como uma porcentagem do total de colágeno birrefringente nos 

comprimentos de onda, vermelho/alaranjado (matizes 2 a 38 e 230 a 256), amarelo 

(matiz 39 a 51) e verde (matiz 52 a 128). Deste modo, os dados representam, em 

porcentagem, a soma dos matizes nos 3 cortes de cada implante (Figura 11). 



 37 

Figura 11- Imagem do programa ImageJ utilizado para a mensuração do colágeno 

birrefringente  

11- Imagem do programa ImageJ (National Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA) 
utilizado para a mensuração do colágeno birrefringente. Após a conversão da imagem em 8 
bits ela adquire tons de cinza. 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 

 

 

4.5 Análises para Avaliar a Capacidade de Bioatividade dos Cimentos 
Endodônticos 

 
4.5.1 Reação histoquímica von Kossa 

 O método de von Kossa foi utilizado para detecção de depósitos de cálcio nas 

cápsulas adjacentes às extremidades dos tubos implantados. Foram selecionados 2 

cortes não seriados, com distância mínima de 100 µm, de cada implante. Os cortes 

desparafinizados foram incubados em solução aquosa contendo 5% de nitrato de 

prata por 1 hora; após lavagem com água destilada, os cortes foram imersos em 

tiossulfato de sódio 5% durante 5 minutos. Então, os cortes foram lavados em água 

corrente por 1 minuto e corados pelo método picrosirius-red, por 1 hora33. 



 38 

Subsequentemente, os cortes foram lavados, desidratados em concentração 

ascendente de álcool e montados em meio resinoso para análise ao microscópio de 

luz.  

 

4.5.2 Análise dos cortes não corados com luz polarizada 

Considerando que depósitos de calcita são estruturas birrefringentes91-95 cortes 

não corados, próximos aos submetidos ao von Kossa, foram analisados ao 

microscópio com luz polarizada (BX-51, Olympus, Tóquio, Japão). 

 

4.6 Análise Estatística 

 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando o software GraphPad Prism 

6.01 (GraphPad Software, Inc., La Jolla, CA, EUA). A densidade numérica de células 

inflamatórias e de células IL-6-imunomarcadas bem como o conteúdo de colágeno 

birrefringente foram submetidos ao teste de normalidade omnibus D'Agostino-

Pearson, que detectou distribuição Gaussiana normal dos dados. Diferenças entre os 

grupos em cada período, bem como as diferenças de cada grupo ao longo do tempo 

foram avaliadas por análise ANOVA two-way e teste de Tukey post-hoc. O nível de 

significância foi estabelecido em p≤0,05. 
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5 RESULTADO 
 
5.1  Descrição  Morfológica, Densidade Numérica de Células Inflamatórias e 

Espessura das Cápsulas  

Após 7 dias, as cápsulas adjacentes à abertura dos tubos de polietileno 

apresentaram-se espessas e exibiram infiltrado inflamatório evidente. No entanto, a 

reação inflamatória foi restrita às cápsulas e não foram observadas alterações 

estruturais nos tecidos adjacentes (Figuras 12A-12C). A análise da porção mais 

interna das cápsulas em contato com o material ou junto à abertura do tubo de 

polietileno revelou que o infiltrado inflamatório continha principalmente macrófagos e 

linfócitos (Figuras 12D-12F). Aos 15 dias, as cápsulas bem definidas ao redor dos 

tubos de polietileno mostraram alguns fibroblastos dispersos entre células 

inflamatórias e vasos sanguíneos (Figuras 12G-12L). Geralmente, as cápsulas do 

MTA Fillapex continham várias partículas de material entremeadas com macrófagos, 

linfócitos e fibroblastos (Figura 12H). No grupo controle, as cápsulas exibiram 

fibroblastos típicos entre as fibras de colágeno, enquanto as células inflamatórias 

estavam restritas principalmente à porção mais interna das cápsulas, isto é, 

justapostas ao lúmen dos tubos de polietileno (Figura 12L). Aos 30 dias, as cápsulas 

dos grupos NeoMTA Plus (Figura 13A) e MTA Fillapex (Figura 13B) não apresentaram 

diferença estatística significante, contudo, as cápsulas do grupo controle (Figura 13C) 

eram mais finas em comparação com os grupos testados. Além disso, a análise 

minuciosa (em maior aumento) das cápsulas revelou que a densidade inflamatória nas 

amostras do NeoMTA Plus foi semelhante à aquela observada nas cápsulas do MTA 

Fillapex. Nesses grupos, o infiltrado inflamatório moderado continha macrófagos e 

linfócitos, além de fibroblastos e vasos sanguíneos (Figuras 13D e 13E). Em contraste, 

as cápsulas do grupo controle exibiram fibroblastos dispostos entre feixes de fibras de 

colágeno e poucas células inflamatórias foram observadas nas cápsulas deste grupo 

(Figura 13F). Após 60 dias, os implantes estavam envolvidos por cápsulas finas 

(Figuras 13G - 13I). Nos grupos NeoMTA Plus e MTA Fillapex (Figuras 13J e 13K), as 

cápsulas mostraram um infiltrado inflamatório discreto contendo macrófagos e 

linfócitos. Pequenas partículas de material foram frequentemente observadas na 

porção mais interna das cápsulas das amostras do MTA Fillapex (Figura 13K). No 

grupo controle, escassos macrófagos foram observados nas cápsulas fibrosas 

(Figuras 13L).  
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Como mostrado na Figura 13M, aos 7 dias foram observados os valores mais 

altos de células inflamatórias nas cápsulas de todos os grupos.  Em todos os grupos, 

as cápsulas apresentaram uma redução significante no número de células 

inflamatórias ao longo do tempo. Não foram observadas diferenças significantes no 

número de células inflamatórias entre o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex após 7 (p = 

0,8971), 30 (p = 0,7724) e 60 (p = 0,4062) dias. Aos 15 dias, o número de células 

inflamatórias foi significantemente menor no NeoMTA Plus do que nas cápsulas do 

MTA Fillapex (p = 0,0002). Os menores valores de células inflamatórias foram 

observados nas cápsulas do grupo controle em todos os períodos, exceto aos 60 dias. 

Nesse período, nenhuma diferença significante foi detectada entre o grupo controle e 

o NeoMTA Plus (p = 0,1117).  

Aos 7 dias, a espessura da cápsula (Figura 13N) foi de 286, 336 e 222 µm nos 

grupos NeoMTA Plus, MTA Fillapex e GC, respectivamente, enquanto que aos 60 dias 

os valores foram 149, 154 e 80 µm. Assim, foi encontrada uma redução significante 

na espessura das cápsulas em todos os grupos ao longo do tempo. Aos 7 e 15 dias, 

a espessura das cápsulas em torno das amostras do NeoMTA Plus foi 

significantemente menor que no grupo MTA Fillapex (7 dias: p = 0,0003 e 15 dias: p = 

0,0050, respectivamente), enquanto que diferenças significantes não foram 

observadas entre esses grupos após 30 (p = 0,5649) e 60 (p = 0,9162) dias. Em todos 

os períodos, a espessura das cápsulas do GC foi significantemente menor que no 

NeoMTA Plus (p ≤ 0,0011) e no MTA Fillapex (p <0,0001). 
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Figuras 12A-12L– Fotomicrografias de cortes de cápsulas após 7 e 15 dias 

12A-12F– Fotomicrografias de cortes de cápsulas após 7 dias (Figuras 12A-12F) e 15 dias 

(Figuras 12G-12L) de implantação. As Figuras 12A-12C (7 dias) e Figuras 12G-12I (15 

dias) - visão geral mostrando as cápsulas bem definidas (C) ao redor da abertura dos tubos 

(I) implantados no subcutâneo. Barras: 500 μm. As Figuras 12D-12F (7 dias) e 12J-12L (15 

dias), detalhes das cápsulas observadas nas Figuras 12A-12C e 12G-12I - mostram células 

inflamatórias (setas) e fibroblastos (Fb) na porção mais interna das cápsulas. GC, célula 

gigante multinucleada; BV, vaso sanguíneo; I, espaço dos tubos de polietileno. Barras: 20 

μm. 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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Figuras 13A-13N - Fotomicrografias de cortes de cápsulas após 30 dias e gráficos 
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13A-13L - Fotomicrografias de cortes de cápsulas após 30 dias (Figuras 13A-13F) e 60 dias 
(figuras 13E-13L) de implantação. As Figuras. 13A-13C (30 dias) e Figuras 13G-14I (60 
dias) - visão geral mostrando as cápsulas (C) ao redor da abertura dos tubos (I) implantados 
no subcutâneo. Todos os grupos exibem cápsulas mais finas (C) aos 60 dias comparadas ao 
período de 30 dias. Barras: 500 μm. As Figuras. 13D-13F (30 dias) e 13J-13L (60 dias) - 
células inflamatórias (setas) e fibroblastos (Fb) são observados nas cápsulas. Note que no 
grupo controle (Fig. 13F e 13L), as cápsulas exibem fibroblastos (Fb) dispersos entre feixes 
de fibras de colágeno (CF) e poucas células inflamatórias (setas). No MTA Fillapex (Figura 
13K), partículas de material são observadas em toda a cápsula. GC, célula gigante 
multinucleada; BV, vaso sanguíneo; I, espaço dos tubos de polietileno. Barras: 20 μm. 
Figuras 13M e 13N - Gráficos mostrando a densidade numérica de células inflamatórias 
(Figura 13M) e a espessura da cápsula dos grupos (Figura 13N) NeoMTA Plus, MTA Fillapex 
e controle aos 7, 15, 30 e 60 dias. A comparação entre grupos no mesmo período é indicada 
por letras sobrescritas. A análise de cada grupo ao longo do tempo é indicada pelo número 
sobrescrito; mesmos números = nenhuma diferença estatisticamente significante. Teste 
ANOVA two-way e teste de Tukey (p≤0,05). 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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5.2  Interleucina-6 

Os cortes submetidos à imuno-histoquímica para detecção de IL-6 mostraram 

evidente imunomarcação nas células inflamatórias e fibroblastos nas cápsulas de 

todos os grupos. No entanto, um padrão distinto na imunomarcação foi observado 

entre os grupos ao longo do tempo (Figuras 14A-14L). As cápsulas do MTA Fillapex 

exibiram uma forte imunomarcação, particularmente, aos 7, 15 e 30 dias (Figuras 14B, 

14E e 14H) quando comparadas com NeoMTA Plus (Figuras 14A, 14D, 14G e 14J) e 

as amostras do GC (Figuras 14C, 14F, 14I e 14L). Além disso, foi observada uma sútil 

imunomarcação nas cápsulas das amostras do GC (Figuras 14C, 14F, 14I e 14L).  

A análise quantitativa (Figura 14M) revelou que os menores valores de células 

imunopositivas à IL-6 foram observados no grupo controle (p ≥ 0,0306), em todos os 

períodos. Aos 7 e 60 dias, o número de células imunopositivas no NeoMTA Plus foi 

significantemente menor do que as amostras do MTA Fillapex (p = 0,0353), enquanto 

que, aos 15 e 30 dias, não foram observadas diferenças significantes entre esses 

grupos (15 dias: p = 0,3915; 30 dias: 0,9817). Em todos os grupos, uma redução 

significante na imunomarcação foi detectada de 7 para 15 dias (p <0,0001). De 15 

para 30 dias, significante redução foram detectadas nos grupos MTA Fillapex (p = 

0,0192) e GC (p = 0,0024), enquanto que no NeoMTA Plus não foi detectada diferença 

significante (p = 0,2392). De 30 a 60 dias, foi observada uma redução significante no 

número de células positivas à IL-6 nas amostras do NeoMTA Plus, MTA Fillapex (p < 

0,0001) e do GC (p = 0,0405). 
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Figuras 14A -14M: Cortes submetidos à imuno-histoquímica e gráfico 
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14A-14L - Fotomicrografias de cortes de cápsulas adjacentes à abertura dos tubos 

implantados (I) no tecido subcutâneo. Os cortes foram submetidos à imuno-histoquímica para 

detecção de IL-6 e contracorados com hematoxilina. A imunomarcação (em castanho) é 

observada nas células inflamatórias (setas) e fibroblastos (Fb) nas cápsulas de todos os 

grupos e em todos os períodos. BV, vaso sanguíneo. Barras: 20 μm. Figura 14M - Gráfico 

mostrando a densidade numérica de células positivas à IL-6 nas cápsulas dos grupos 

NeoMTA Plus, MTA Fillapex e controle aos 7, 15, 30 e 60 dias. A comparação entre grupos 

no mesmo período é indicada por letras sobrescrita. A análise de cada grupo ao longo do 

tempo é indicada pelo número sobrescrito; mesmos números = nenhuma diferença 

estatisticamente significante. Teste ANOVA two-way e teste de Tukey (p≤0,05). 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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5.3  Conteúdo de Colágeno 

Os cortes corados com picrosirius-red e analisados sob luz polarizada 

mostraram uma variabilidade evidente no padrão de colágeno birrefringente, 

particularmente ao longo do tempo (Figuras 15A-15L). Aos 7 e 15 dias, pouco 

conteúdo birrefringente foi observado nas cápsulas de todos os grupos (Figuras 15A-

15F). Em contraste, as cápsulas de todos os grupos mostraram uma intrincada rede 

de fibras colágenas birrefringentes aos 30 e 60 dias de implantação (Figuras 15G-

15L). De acordo com a Fig. 15M, um aumento gradual no conteúdo de colágeno 

birrefringente foi observado nas cápsulas ao longo do tempo. Em todos os períodos, 

não foram observadas diferenças significantes entre o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex 

(p ≥ 0,753). Aos 7 e 15 dias, não foram observadas diferenças significantes entre os 

grupos NeoMTA, MTA Fillapex e GC. O GC apresentou maior conteúdo de colágeno 

que o MTA Fillapex (p = 0,0472) e NeoMTA (p = 0,0368) aos 30 e 60 dias, 

respectivamente. 
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Figuras 15A-15M: Cortes submetidos ao picrosirius-red e gráfico 
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15A-15L - Fotomicrografias mostrando porções de cápsulas adjacentes à abertura dos tubos 

implantados no subcutâneo. Os cortes foram submetidos ao picrosirius-red e analisados sob 

luz polarizada. Aos 7 (Figuras. 15A-15C) e 15 (Figs. 15D-15F) dias, poucas fibras 

birrefringentes (cores laranja/vermelho) são observadas nas cápsulas. Aos 30 (Figuras 15G-

15I) e 60 (Figuras 15H-15L) dias, as cápsulas exibem feixes espessos de colágeno 

birrefringente. Barras: 20 μm. Figura 15M - Gráfico mostrando o conteúdo de colágeno 

birrefringente (expresso como média ± desvio padrão) nas cápsulas dos grupos NeoMTA Plus, 

MTA Fillapex e controle aos 7, 15, 30 e 60 dias. A comparação entre grupos no mesmo período 

é indicada por asterisco sobrescrito. A análise de cada grupo ao longo do tempo é indicada 

pelo número sobrescrito; mesmos números = nenhuma diferença estatisticamente 

significante. Teste de Tukey (p≤0,05). 

Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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5.4 von Kossa e Cortes Não Corados Analisados Sob Luz Polarizada 

As estruturas positivas ao von Kossa (cor preta) foram observadas nas 

cápsulas ao redor das amostras de NeoMTA Plus (Figuras 16A e 16B) e MTA Fillapex 

(Figuras 16E e 16F). Os cortes desparafinizados e não corados sob luz polarizada 

exibiram estruturas birrefringentes nas cápsulas, adjacentes à abertura dos tubos 

contendo NeoMTA Plus (Figuras 16C e 16D) e MTA Fillapex (Figuras 16G e 16H). No 

GC, não foram encontradas estruturas positivas para von Kossa (Figuras 16I e 16J). 
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Figuras 16A-16J: von Kossa e Cortes Não Corados Analisados Sob Luz Polarizada   
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16A-16J – Fotomicrografias de cortes de cápsulas mostrando porções adjacentes à abertura 
dos tubos implantados subcutâneo. As Figuras. 16A, 16B, 16E, 16F,16I e 16J – Os cortes 
foram submetidos à reação de von Kossa (cor preta) e contrastados com picrosirius-red (cor 
vermelha). Estruturas positivas ao von Kossa são observadas na superfície das cápsulas do 
NeoMTA Plus e MTA Fillapex. No grupo controle (Figuras 16I e 16J), as estruturas von Kossa 
positivas estão ausentes. As Figuras. 16C, 16D, 16G e 16H – cortes desparafinizados e não 
corados analisados sob luz polarizada. Note presença de material granular exibindo 
birrefringência nas cápsulas do NeoMTA Plus e MTA Fillapex. Barras: 20 μm 
Fonte: Arquivo pessoal do autor. 
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6 DISCUSSÃO 
 

No presente estudo, a densidade numérica das células inflamatórias e a 

imunoexpressão de IL-6 mostraram claramente que o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex 

desenvolveram uma resposta inflamatória favorável ao longo do tempo, permitindo a 

formação de delgadas cápsulas de tecido conjuntivo denso em substituição ao 

infiltrado inflamatório. Esta ideia é apoiada, uma vez que uma diminuição na reação 

inflamatória e na imunoexpressão de IL-6 foi paralela ao aumento da quantidade de 

colágeno nas cápsulas ao redor das amostras NeoMTA Plus e MTA Fillapex com o 

decorrer do tempo. 

O NeoMTA Plus contém um pó fino de dicálcico, sulfato de cálcio (como 

anidrita) e baixa quantidade de calcita que deve ser oriunda, provavelmente, da 

hidratação que ocorre em virtude do seu armazenamento levando a formação de 

hidróxido de cálcio7. No presente estudo, o NeoMTA Plus foi misturado com um gel à 

base de água, o que fornece uma consistência adequada para o preenchimento do 

canal radicular14. Extratos de NeoMTA Plus adicionados à cultura de células humanas 

do tipo osteoblastos (Saos-2) induziram a proliferação celular e a expressão da 

fosfatase alcalina, culminando na formação de nódulos mineralizados15. O NeoMTA 

Plus apresenta citocompatibilidadequando adicionado à cultura de células-tronco da 

polpa dental humana (hDPSCs) e permitindo a migração celular2. No entanto, estudos 

in vivo avaliando a biocompatibilidade e bioatividade do NeoMTA Plus não foram 

encontrados na literatura. 

  O NeoMTA Plus e o MTA Fillapex após 7 dias de implantação no tecido 

conjuntivo do subcutâneo induziram uma reação inflamatória moderada, conforme 

revelado pelas análises morfológicas e quantitativas. Embora os dois cimentos 

endodônticos induziram um infiltrado inflamatório moderado, a intensidade dessa 

reação ao redor dos cimentos endodônticos foi cerca de duas vezes a encontrada nas 

cápsulas do grupo controle. É possível que os valores mais altos encontrados no 

tecido conjuntivo ao redor destes cimentos endodôntico possam ser, pelo menos em 

parte, devido ao pH alcalino fornecido pelos NeoMTA Plus e MTA Fillapex. Nas 

primeiras 3 horas até o 7º dia, o pH varia de 11,2 a 10,8 no meio contendo NeoMTA 

Plus7 e de 9,5 a 9,2 no MTA Fillapex96. Apesar de seu efeito antimicrobiano, como 

esperado em cimentos de canais radiculares97,98, o pH alcalino induz o recrutamento 

de células inflamatórias e a liberação de citocinas pró-inflamatórias levando à 
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instalação de reação inflamatória99,100. No entanto, a liberação de substâncias dos 

cimentos endodônticos também pode promover um efeito deletério nos componentes 

do tecido conjuntivo (células e matriz extracelular), ativando o sistema 

imunoinflamatório. 

A mais elevada imunoexpressão de IL-6 também foi observada nas cápsulas 

de NeoMTA Plus e MTA Fillapex aos 7 dias, bem como no grupo controle. A IL-6 é 

uma citocina pleiotrópica sintetizada por uma variedade de células como 

monócitos/macrófagos, células endoteliais, linfócitos e fibroblastos101,102,103,104. Essa 

interleucina tem participação em várias atividades biológicas, como regulação da 

resposta imune e inflamatória e estimulação da hematopoese105. Entre várias 

atividades da IL-6, essa citocina possui propriedades pró-inflamatórias, estimulando a 

produção de citocinas e moléculas de adesão em linfócitos, bem como a produção de 

neutrófilos105,106. Nas primeiras horas, o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex em contato 

com fluidos corporais liberam OH- e Ca+2, fornecendo um pH alcalino ao 

microambiente100,107 e promovendo o recrutamento de leucócitos da corrente 

sanguínea99,100,108. Há vasta evidência de que a IL-6 desempenha um papel na fase 

inicial da reação inflamatória promovida por materiais dentários implantados no tecido 

subcutâneo20,51,59,90,109. Da mesma forma, altos níveis de IL-6 são detectados na 

reação inflamatória aguda causada por doença arterial coronariana110, artrite 

reumatoide111-113 e doença periodontal103,114,115. 

Embora um aumento no infiltrado inflamatório estivesse presente no MTA 

Fillapex em comparação com o NeoMTA Plus aos 15 dias, não foi detectada diferença 

significante na imunoexpressão de IL-6 entre os grupos NeoMTA Plus e MTA Fillapex. 

De fato, a análise estatística mostrou uma redução significante no infiltrado 

inflamatório de 7 para 15 dias nas amostras do MTA Fillapex. No entanto, essa 

redução foi mais pronunciada no NeoMTA Plus, indicando que a composição química 

desse cimento endodôntico permite uma regressão mais rápida do infiltrado 

inflamatório. É concebível sugerir que a maior imunoexpressão de IL-6 no MTA 

Fillapex aos 7 dias pode ser responsável pela manutenção do infiltrado inflamatório 

nas cápsulas, como observado aos 15 dias. O NeoMTA Plus é um cimento 

biocerâmico (cimento de silicato tricálcico), enquanto que o MTA Fillapex é um cimento 

à base de resina que contém apenas cerca de 13,2% de MTA 16.  Além da resina de 

salicilato exibir alta citotoxicidade108,116,117, a mistura dessa resina ao silicato tricálcico 

fornece ao MTA Fillapex uma alta fluidez e um tempo de presa prolongado e, 
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consequentemente, alta solubilidade16,39,108. De fato, partículas de material foram 

frequentemente observadas dispersas pelas cápsulas ao redor das amostras do MTA 

Fillapex, sugerindo que esse cimento em contato com fluidos possa exibir alta 

solubilidade. Além disso, o MTA Fillapex induziu inicialmente a formação de reação 

inflamatória mais extensa, uma vez que as cápsulas das amostras de MTA Fillapex 

eram significantemente mais espessas do que as do NeoMTA Plus aos 7 e 15 dias. 

Por outro lado, a espessura das cápsulas diminuiu significantemente e nenhuma 

diferença significante foi observada entre os grupos NeoMTA Plus e MTA Fillapex aos 

30 e 60 dias. Além disso, a espessura das cápsulas nesses grupos atingiu valores em 

torno de 150 µm, sendo consideradas como cápsulas finas118, reforçando a ideia de 

que esses cimentos endodônticos são biocompatíveis20,51. 

Apesar das diferenças de composição e propriedades físico-químicas entre o 

NeoMTA Plus e o MTA Fillapex, os dois cimentos permitiram uma redução no infiltrado 

inflamatório e na imunoexpressão de IL-6 paralelamente ao aumento gradual do 

conteúdo de colágeno, culminando na formação de cápsulas finas após 60 dias à 

implantação. No período de 60 dias, diferenças significantes no infiltrado inflamatório 

não foram também observadas entre as cápsulas do NeoMTA Plus e o MTA Fillapex 

e entre o NeoMTA Plus e o GC, apontando para a biocompatibilidade destes cimentos 

endodônticos. Assim, o NeoMTA Plus e o MTA Fillapex causam alterações deletérias 

transitórias no tecido conjuntivo, que são gradualmente recuperadas, mostrando que 

esses cimentos fornecem às células do hospedeiro condições favoráveis para a 

reparação do tecido.  

O método de von Kossa é uma reação histoquímica usada para detectar 

depósitos de cálcio119 e, portanto, amplamente utilizada para avaliar a bioatividade de 

materiais odontológicos4,32,120,121. Estruturas fortemente positivas para o método von 

Kossa foram observadas nas cápsulas dos cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex, 

sugerindo que esses cimentos promovem a precipitação de cálcio nas cápsulas. A 

análise de cortes não corados das amostras do NeoMTA Plus e MTA Fillapex ao 

microscópio de polarização revelaram estruturas birrefringentes indicativas de calcita 

amorfa4,32,120,122. Sabe-se que o NeoMTA Plus e MTA Fillapex liberam íons cálcio, que 

podem reagir com o dióxido de carbono presente nos tecidos, levando à formação de 

cristais de carbonato de cálcio que são estruturas birrefringentes sob luz 

polarizada4,32,93,95,122. Embora sejam necessárias metodologias adicionais para 

confirmar se esses cimentos estimulam a formação de tecido mineralizado, é 



 56 

importante enfatizar que nenhuma estrutura positiva ao von Kossa ou birrefringente 

foi observada nas cápsulas do grupo controle. Esses achados apontam que os 

cimentos endodônticos testados possuem a capacidade de desenvolver uma ligação 

estável com tecidos vivos via a deposição de hidroxiapatita10. Embora haja restrições 

no presente estudo, nossos resultados mostraram que NeoMTA Plus é um cimento 

endodôntico biocompatível desde que permitiu a regressão do processo inflamatório. 

A regressão da reação inflamatória ocorreu de maneira mais rápida nas cápsulas do 

NeoMTA Plus em comparação àquela induzida pelo MTA Fillapex. Além disso, dentro 

da limitação da metodologia utilizada, nossos resultados sugerem que os dois 

cimentos endodônticos apresentam bioatividade.  
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7 CONCLUSÃO 
 

➢ Nossos resultados indicam que os cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex promovem o 

recrutamento de células que culminam com a instalação de uma reação inflamatória 

moderada. 

➢ A acentuada imunoexpressão de IL-6 nos períodos iniciais indica que esta interleucina 

deve ter um papel no recrutamento das células inflamatórias em resposta aos cimentos 

endodônticos NeoMTA Plus e MTA Fillapex. 

➢ A redução significante da reação inflamatória paralelamente ao aumento de colágeno 

culminou na formação de delgadas cápsulas de tecido conjuntivo denso (fibroso) 

apontando para a biocompatibilidade dos cimentos endodônticos avaliados. 

➢ A presença de estruturas positivas ao von Kossa e birrefringentes sugerem que os 

cimentos NeoMTA Plus e MTA Fillapex apresentam potencial bioativo. 
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