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RESUMO 

O objetivo deste estudo foi avaliar a reação tecidual promovida pelos cimentos 

endodônticos MTA Plus e MTA Fillapex em comparação ao AH Plus, usado 

como padrão “ouro”, e ao Endofill, considerado como controle positivo, no 

subcutâneo de ratos. Foram utilizados 100 animais e em cada foi inserido no 

tecido subcutâneo dorsal um tubo de polietileno preenchido com MTA Plus, 

MTA Fillapex, AH Plus, Endofill ou vazio (grupo controle). Após 7, 15, 30 e 60 

dias, os tubos implantados e os tecidos circundantes foram removidos, fixados 

e incluídos em parafina. Nos cortes corados com HE, a densidade de volume 

de células inflamatórias (VvCI) e fibroblastos (VvFb) foi estimada nas cápsulas. 

Imuno-histoquímica para detecção de interleucina-6 (IL-6) foi realizada e a 

densidade numérica de células imunopositivas foi computada. O conteúdo de 

colágeno birrefringente nas cápsulas foi quantificado nos cortes corados com 

picrosirius e analisados sob luz polarizada. Os dados foram analisados pelo 

ANOVA e teste de Tukey (p≤0,05). Aos 7 dias, as cápsulas apresentaram 

reação inflamatória moderada. Em todos os grupos, a VvCI e as células 

imunopositivas para IL-6 reduziram significantemente de 7 para 60 dias.  Aos 

60 dias, o número de células imunopositivas para IL-6 foi significantemente 

reduzido nos grupos MTA Plus e MTA Fillapex em comparação ao AH Plus; 

diferenças significantes na VvCI entre MTA Plus, MTA Fillapex, AH Plus e 

grupo controle não foram observadas, enquanto que o Endofill exibiu a maior 

VvCI. A redução da VvCI foi paralela ao aumento do conteúdo de colágeno nas 

cápsulas de todos os grupos, exceto no Endofill. Portanto, o MTA Plus, MTA 

Fillapex e AH Plus induziram uma resposta que culmina na regressão da 

inflamação e formação de uma cápsula fibrosa com o decorrer do tempo. 

Considerando que a imunoexpressão para IL-6 reduziu significativamente nos 

grupos MTA Plus e MTA Fillapex, é possível sugerir que estes cimentos 

endodônticos possam favorecer a regressão da lesão periapical. 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Materiais biocompatíveis. Teste de materiais. Endodontia. 

Histologia. Interleucina-6. Colágeno. 
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Abstract 

We evaluated the tissue reaction promoted by MTA Plus, MTA Fillapex, AH 

Plus and Endofill in the rat subcutaneous. Polyethylene tubes filled with MTA 

Plus, MTA Fillapex, AH Plus or Endofill were implanted in the rat subcutaneous. 

In the control group (CG), empty tubes were implanted. After 7, 15, 30 and 60 

days, the tubes surrounded by connective tissue were paraffin-embedded. In 

HE-stained sections, the volume density of inflammatory cells (VvIC) and 

fibroblasts (VvFb) was estimated in the capsules. Immunohistochemistry (IH) for 

interleukin-6 (IL-6) was performed, and the number of IL-6-immunolabeled cells 

was obtained. The birefringent collagen content was quantified in picrosirius-

red-stained sections under polarized light. Data were analyzed by ANOVA and 

Tukey tests (p≤0.05). At 7 days, capsules showed moderate inflammatory 

reaction, and VvIC and IL-6-immunolabeled cells were similar either in the 

capsules adjacent to the sealers or in CG. In all groups, VvIC and IL-6 IH 

reduced significantly from 7 to 60 days. At 60 days, IL-6 IH was reduced 

significantly in MTA Plus and MTA Fillapex in comparison to AH Plus; no 

difference was found in the VvIC among MTA Plus, MTA Fillapex, AH Plus and 

CG whereas Endofill exhibited the highest VvIC. The reduction in VvIC was 

parallel to an increase in the collagen content in the capsules of in all groups, 

except Endofill. MTA Plus, MTA Fillapex and AH Plus induce a response that 

culminates in the regression of inflammation and formation of a fibrous capsule 

over time. Considering that IL-6 immunoexpression significantly reduced in the 

MTA Plus and MTA Fillapex groups, it is possible to suggest that these 

endodontic sealers may favor the regression of the periapical lesion. 

 

 

 

 

 

Keywords: Biocompatible materials. Materials testing. Endodontics, Histology, 

Interleukin-6. Collagen. 
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1 INTRODUÇÃO  
 

O material utilizado para a obturação do canal radicular é um dos fatores 

determinantes para o sucesso do tratamento endodôntico3. Os cimentos obturadores 

devem apresentar biocompatibilidade, desde que alguns de seus componentes 

podem entrar em contato com os tecidos circundantes por meio dos canais 

acessórios, canais laterais e forame apical83. 

A composição química dos cimentos endodônticos está diretamente 

associada à resposta dos tecidos, podendo estimular uma resposta inflamatória ou a 

reparação dos tecidos periapicais2,100. Os cimentos à base de óxido de zinco e 

eugenol promovem resposta inflamatória intensa, por longo período12,25,66,67, causam 

necrose dos tecidos apicais culminando num processo inflamatório crônico na região 

periapical53,93,94.  

O cimento, o AH Plus, à base de resina epóxi, possui características 

favoráveis como adesão à estrutura dental, longo tempo de trabalho, fácil 

manipulação e inserção, e satisfatória capacidade seladora4,46. Por todas essas 

vantagens, o AH Plus é considerado o cimento “padrão-ouro”, sendo muito utilizado 

em trabalhos que avaliam as propriedades de cimentos endodônticos 19,46,95. 

O MTA Fillapex (Angelus Indústria de Produtos Odontológicos Ltda, Londrina, 

Brasil) é um cimento endodôntico que contém silicato tricálcico, silicato dicálcico, 

aluminato tricálcico, óxido de cálcio, dióxido de silício e óxido de alumínio, e também 

contém 14% de óxido de bismuto (Bi2O3), utilizado como agente 

radiopacificador3,17,69, além de resinas plásticas, sílica nanoparticulada e pigmentos. 

Embora o MTA tenha propriedades químicas e biológicas satisfatórias25,26,89,99, este 

material é difícil de manusear, inserir nas cavidades, e apresenta um estendido 

tempo de presa23,89, portanto foi necessário produzir um cimento com as 
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características satisfatórias do MTA. Este material apresenta como vantagens 

excelente viscosidade, alta radiopacidade e tempo de trabalho satisfatório, sendo, 

portanto, indicado como cimento obturador20,30,39,85. Estudos que avaliam a 

biocompatibilidade e bioatividade do MTA Fillapex em culturas de células mostraram 

um efeito citotóxico nos períodos iniciais75,103. Com o passar do tempo, foi observada 

a formação de nódulos de mineralização indicando a bioatividade deste cimento75. 

O MTA Plus (Avalon Biomed Inc., Bradenton, FL, EUA) é um material à base 

de silicato tricálcico, silicato dicálcico e Bi2O3 na forma pó-líquido/gel. Este material é 

indicado para terapias pulpares vitais (capeamento pulpar e pulpotomia) e 

procedimentos endodônticos, tais como obturação de canal radicular e 

retrobturação, reparo de perfurações e reabsorções internas, apicificação e 

apicegênese17,18,38, desde que induz a liberação de hidróxido de cálcio como 

subproduto e formação de fosfato de cálcio quando em contato com fluido tecidual18. 

O MTA Plus apresenta partículas mais finas que o MTA, mas com a composição 

química semelhante16. O MTA Plus foi lançado no mercado apresentando um gel 

como veículo, o que proporciona melhor consistência, solubilidade e adesividade às 

paredes da dentina72, permitindo sua utilização como cimento obturador. Ao avaliar o 

potencial bioativo do MTA Plus, um estudo mostrou que este cimento é semelhante 

ao ProRoot MTA (Dentsply Tulsa Dental Especialidades, York, PA, EUA), e libera 

íons cálcio em contato com água ou solução de Hanks17. 

Em um estudo que avaliou o retratamento de caninos humanos extraídos, o 

MTA Fillapex mostrou ter maior adesão às paredes da dentina quando comparado 

ao MTA Plus. Por outro lado, o MTA Plus apresentou maior potencial de 

biomineralização do que o MTA Fillapex, sendo capaz de promover a deposição de 
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apatita dentro dos túbulos dentinários, semelhante a um “tag” entre a interface 

dentina-MTA Plus70. 

A resposta tecidual aos cimentos endodônticos é um dos parâmetros para o 

sucesso do tratamento endodôntico. Escassos são os estudos sobre as 

propriedades do MTA Plus, como cimento obturador (manipulado com gel), 

principalmente, no que se refere a biocompatibilidade deste produto. Assim, torna-se 

oportuno a avaliação da resposta tecidual provocada pelo MTA Plus no tecido 

subcutâneo de ratos, em comparação a outros tipos de materiais disponíveis no 

mercado para obturação de canais radiculares. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

  
O sucesso do tratamento endodôntico está diretamente relacionado à correta 

execução de todas as suas fases, desde um diagnóstico preciso, passando pela 

desinfecção eficaz dos canais radiculares e, finalmente, concluindo por uma correta 

obturação (Schilder82, 1967; Torabinejad, Pitt Ford97, 1996). Dentre estas etapas, a 

obturação dos canais radiculares tem como objetivo selar o mais hermeticamente 

possível todo o sistema de canais radiculares com materiais que não interfiram e, de 

preferência, estimulem o processo de reparo periapical (Whitworth100, 2005). Os 

cones de guta-percha, desenvolvidos em 1847, são os materiais sólidos de escolha 

para obturação dos canais radiculares, principalmente, por não serem irritantes aos 

tecidos apicais e periapicais. Além disso, para que haja um selamento adequado, 

associados aos cones de guta-percha, são utilizados cimentos endodônticos os 

quais têm a função de preencher os espaços existentes entre os cones e as paredes 

dos canais radiculares (Leonardo et al.54, 1998; Leonardo, Leal58, 2005). 

 Ao longo do tempo, inúmeros cimentos de diferentes composições têm sido 

desenvolvidos e avaliados para serem utilizados na obturação dos canais 

radiculares. Um cimento endodôntico ideal deve prevenir a infiltração de micro-

organismos, ser insolúvel aos fluidos orais, possuir estabilidade dimensional, ser de 

fácil manipulação, possuir radiopacidade, não sofrer influência da umidade e deve 

apresentar biocompatibilidade (Torabinejad, Pitt Ford97, 1996). 

Em 1936, Grossman42 (1988) introduziu na endodontia os cimentos à base de 

óxido de zinco e eugenol, como por exemplo, o Endofill. Este cimento apresenta 

características físicas e químicas satisfatórias dentre elas bom tempo de trabalho, 

fácil manipulação e inserção no canal radicular, além do baixo custo, sendo, 

portanto, o cimento endodôntico ainda utilizado pelo cirurgião-dentista (Leonardo et 
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al.54, 1998; Leonardo, Leal58, 2005). Este cimento apresenta em sua composição o 

eugenol que, apesar de elevada atividade antimicrobiana (Sipert et al.92, 2005) é 

irritante aos tecidos apicais e periapicais (Correa et al.24, 2009; Queiroz et al.73, 

2011). 

Estudos em cães relataram que os cimentos à base de óxido de zinco e 

eugenol causam necrose dos tecidos apicais com extenso processo inflamatório 

crônico na região periapical (Leonardo et al.54, 1998; Tanomaru Filho et al.94, 1998). 

Além disso, estudos realizados com implantes de tubos de polietileno em 

subcutâneo de ratos mostraram que este material provoca intensa resposta 

inflamatória, mesmo após período prolongado (Batista et al.9, 2007; Becker et al.10, 

1983; Blackman et al.14, 1989; Jho et al.45, 2016). O emprego deste cimento em 

selamento de perfurações de furca é acompanhado por um intenso e extenso 

processo inflamatório, reabsorção do processo alveolar, ocasionando um aumento 

significante do espaço periodontal (da Silva et al.26, 2011). 

O AH Plus, por sua vez, é o material de escolha em relação aos cimentos à 

base de resina epóxica por apresentar favoráveis propriedades biológicas (Leonardo 

et al.55, 1999; Leonardo, Leal58, 2005). Este cimento apresenta também 

propriedades físicas e químicas consideradas como adequadas, tais como alta 

radiopacidade (Tanomaru Filho et al.93, 2009) escoamento adequado (Bernardes et 

al12, 2010), baixa solubilidade (Garrido et al.37, 2010) e boa capacidade seladora 

(Santos et al.76, 2010). Estudos em que foram realizadas obturações de canais 

radiculares em dentes de cães mostraram que o AH Plus estimula a formação de 

tecido mineralizado na região periapical, obliterando, parcialmente, o forame apical. 

Além disso, este material, quando em contato com o tecido da região periapical, 
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provoca reação inflamatória suave no ligamento periodontal (Leonardo et al.53, 2008; 

Leonardo et al.55, 1999; Tanomaru Filho et al. 93, 2009).  

O MTA (Mineral Trióxido Agregado) é um material que foi introduzido na 

endodontia, em 1993, com o objetivo inicial de selar as comunicações da cavidade 

pulpar com o periodonto adjacente como, por exemplo, em casos de perfurações 

radiculares e retrobturações (Chong et al.21, 2003; Roberts et al.74, 2008; 

Saunders77, 2008; Torabinejad et al.96, 1995; Torabinejad, Parirokh98, 2010). O MTA 

é um pó composto principalmente por silicato tricálcico (66,1%), silicato dicálcico, 

aluminato tricálcico, óxido de cálcio, dióxido de silício e óxido de alumínio, e também 

contém 14% de óxido de bismuto (Bi2O3), utilizado como agente radiopacificador 

(Camilleri et al.17, 2013). Atualmente, por este material apresentar melhor selamento 

marginal e biocompatibilidade (Baek et al.6, 2005; da Silva et al.26, 2011; Holland et 

al.43, 1999; Scarparo et al.78, 2010; Silva et al.89, 2015; Tanomaru-Filho et al.93, 2009; 

Torabinejad et al.96, 1995) quando comparado a outros materiais existentes no 

mercado, o MTA também tem sido considerado o produto de escolha em casos de 

reabsorção dentária interna ou externa, dentes com rizogênese incompleta, 

capeamento pulpar e pulpotomia, apicificação e material retrobturador em cirurgia 

parendodôntica (Holland et al.43, 1999; Silva et al.89, 2015; Tanomaru-Filho et al.93, 

2009). 

Devido a sua biocompatibilidade, um estudo foi conduzido utilizando o MTA 

como material obturador único, ou seja, sem os cones principal e acessórios de 

guta-percha (Bogen, Kuttler15, 2009). Apesar dos autores terem relatado que houve 

sucesso no tratamento de alguns casos, o MTA não é indicado como cimento 

obturador de canais radiculares devido a sua consistência granular (Camilleri et al.16, 

2013; Viola et al.99, 2012) dificuldade de manipulação, inserir nas cavidades e um 
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longo tempo de presa (Coomaraswamy et al.23, 2007; da Fonseca et al.25, 2016). 

Assim, novos materiais, com MTA em sua composição, têm sido desenvolvidos para 

serem utilizados na obturação do canal radicular. 

O MTA Fillapex (Angelus Indústria de Produtos Odontológicos S/A, Londrina, 

Brasil) é um material que foi desenvolvido com o objetivo de aliar as propriedades 

biológicas do MTA às propriedades físicas e químicas necessárias de um cimento 

obturador de canais radiculares (Assmann et al.3, 2012; Gomes-Filho et al.39, 2012; 

Nagas et al.69, 2012). Este cimento é basicamente composto por MTA, acrescido de 

resinas plásticas, sílica nanoparticulada, pigmentos e óxido de bismuto como 

radiopacificador (Assmann et al.3, 2012; Nagas et al.69, 2012). Algumas das 

vantagens deste material são a capacidade osteocondutora, selamento marginal 

adequado, excelente fluidez, alta radiopacidade, alta solubilidade e tempo de 

trabalho satisfatório (Gomes-Filho et al.39, 2012; Silva et al.86, 2013; Silva et al.87, 

2016.  

Há evidências de que o MTA Fillapex apresenta boa atividade antimicrobiana 

contra o Enterococcus faecalis (Morgental et al.65, 2011) e que induz uma resposta 

tecidual moderada, semelhante às formulações originais do MTA (Grossman et al.42, 

1988). No entanto, quando comparado ao AH Plus, o MTA Fillapex induz uma 

reação inflamatória mais intensa no tecido subcutâneo de ratos (Ferino31, 2012). 

Além disso, este cimento apresenta alta citotoxicidade nos períodos iniciais em 

culturas de células (Mestieri et al.64, 2015; Salles et al.75, 2012; Scelza et al.80, 2012). 

O MTA Fillapex em contato com células imortalizadas (osteoblastos de 

humano) apresentou bioatividade e biocompatibilidade, promovendo a deposição de 

nódulos de mineralização. Aos 7 dias, o MTA Fillapex apresentou um efeito 

citotóxico enquanto que, aos 21 dias, mostrou a formação de grande número de 
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nódulos de mineralização e presença de cristas de hidroxiapatita. Os autores 

concluíram com esse trabalho que o MTA Fillapex mostrou claramente a capacidade 

de estimular a formação de cristais de apatita em cultura de células semelhantes a 

osteoblastos humanos, sendo um material promissor na obturação de canais 

radiculares (Salles et al.75, 2012). 

Outro material à base de MTA é o MTA Plus (Avalon Biomed Inc, FL, EUA) o 

qual foi introduzido no mercado com o objetivo de ser utilizado em várias situações 

clínicas, incluindo obturação de canais radiculares. Este material possui como 

veículo um gel hidrossolúvel que promove uma mistura estável, diminuindo a 

solubilidade do produto (Qi et al.72, 2012) e, segundo o fabricante (MTA Plus68,2012), 

é composto por finas partículas de MTA o que melhora a incorporação do pó ao gel, 

facilitando a manipulação e inserção do material no interior do canal radicular 

(Formosa et al.34, 2013). Além disso, este gel melhora a consistência, a solubilidade 

e adesividade às paredes dentinárias (Qi et al.72, 2012) permitindo seu uso como 

material obturador. A proporção pó/gel deste material pode variar a partir de 1:1 até 

4:1, dependendo da aplicação clínica a ser utilizado; na obturação de canais 

radiculares a proporção utilizada é 1:1 (uma gota do gel para uma colher medidora 

de pó).  

O MTA Plus usado como agente de proteção após pulpotomias em dentes de 

ratos foi considerado um material biocompativel desde que promoveu baixa 

concentração de IL-1β e IL-1α no tecido pulpar e estimulou a formação de ponte de 

dentina após 30 e 60 dias (Kramer et al.51, 2014).  

A biocompatibilidade e bioatividade do MTA Fillapex e MTA Plus foi avaliada 

usando cultura de células da polpa dentária de terceiros molares de humanos. Este 

estudo mostrou que o MTA Plus apresentou biocompatibilidade e bioatividade em 
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cultura de células da polpa dentária, enquanto que o MTA Fillapex mostrou 

citotoxidade nos períodos iniciais (24 horas) (Mestieri et al.64, 2015). 

A reação tecidual promovida pelos materiais obturadores é de fundamental 

importância para o desenvolvimento do mesmo. No processo inflamatório, a primeira 

etapa é a agressão ao tecido causando a migração de diversas células inflamatórias. 

A intensidade e progressão desse processo inflamatório depende de fatores locais e 

sistêmicos, envolvendo eventos celulares que resultam na produção e liberação de 

moduladores da inflamação, tais como interleucina 1 e 6 (IL-1 e IL-6) e 

prostaglandinas (PGE) (Hrabák et al.44, 2008; Nibali et al.71, 2012). 

A IL-6 é uma citocina multifuncional inflamatória sintetizada em resposta a um 

trauma ou uma infecção, que pode ativar células específicas exercendo assim um 

papel importante na reação inflamatória e reabsorção óssea (de Oliveira et al.27, 

2017; Florencio-Silva et al.32, 2015). A IL-6 é secretada por monócitos, macrófagos, 

neutrófilos, fibroblastos e linfócitos T (da Fonseca et al.25, 2016; Scheller et al.81, 

2011) e é frequentemente encontrada nas pulpites e nos processos inflamatórios 

dos tecidos periapicais estimulando a diferenciação e o recrutamento de 

osteoclastos (Barkhordar et al.8, 1999; Nibali et al.71, 2012). 

Assim, o objetivo desse estudo foi avaliar a reação tecidual promovida pelo 

MTA Plus no tecido subcutâneo de ratos. Para esse propósito, foram realizadas 

análises morfológica e morfométrica para avaliar a extensão do processo 

inflamatório nas cápsulas adjacentes aos materiais bem como a possível formação 

de colágeno, em consequência da regressão da reação inflamatória ao decorrer do 

tempo. 
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3 PROPOSIÇÃO 
 

O objetivo deste estudo foi avaliar a reação tecidual promovida pelo MTA Plus 

e MTA Fillapex em subcutâneo de ratos. A reação tecidual provocada por este 

cimento foi comparada as reações do AH Plus, usado como padrão “ouro”, e Endofill 

como controle positivo.  

 

 Nossos objetivos específicos foram avaliar as cápsulas formadas adjacentes 

aos materiais nos seguintes parâmetros: 

 

 - A intensidade do processo inflamatório e a sua possível regressão ao 

decorrer do tempo e formação de uma cápsula fibrosa. 

 - A imunoexpressão de interleucina-6, citocina pró-inflamatória, nas células 

das cápsulas nos diferentes períodos. 
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4 MATERIAL E MÉTODO 
 
4.1 Animais 

O protocolo da presente pesquisa foi analisado e aprovado pelo Comitê de 

Ética no Uso de Animais da Faculdade de Odontologia de Araraquara – 

FOAr/UNESP (Processo CEUA nº 27/2013) (ANEXO). 

Neste estudo, foram utilizados 100 ratos Holtzman (Rattus norvegicus albinus) 

adultos jovens, pesando em média 220 gramas, provenientes do Biotério de Criação 

da Faculdade de Odontologia, Campus de Araraquara (UNESP). Os animais foram 

mantidos no Biotério do Subsolo do Prédio de Biomorfológicas da FOAr-UNESP, em 

ambiente com temperatura (23±2ºC) e umidade (55±10%) controladas e fotoperíodo 

de 12 horas. Os animais foram acondicionados em gaiolas de polietileno forradas 

com maravalha e receberam ração e água ad libitum.  

Os animais foram distribuídos equitativamente em cinco grupos: MP (MTA 

Plus, Avalon Biomed Inc., Bradenton, Flórida, EUA), MF (MTA Fillapex, Ângelus, 

Londrina, Paraná, Brasil), AP (AH Plus, Dentsply, De Trey, Konstanz, Alemanha), EF 

(Endofill, Dentsply, Petrópolis, RJ, Brasil) e C (Grupo controle; tubos de polietileno 

vazios). A composição, proporção e marca comercial dos materiais avaliados estão 

descritos no Quadro 1. 

 

 

 

 

 



25 

 

 

Quadro 1 - Nome, composição, proporção de manipulação utilizada e marca 

comercial dos materiais avaliados. 

   Fonte: Elaboração própria 

Materiais Composição 
Proporção de 
manipulação 

Marca Comercial 

 
MTA Plus 

Pó: silicato tricálcio, óxido 
de bismuto, silicato 

dicálcio, sulfato de cálcio, 
sílica 

Gel: solução à base de 
água 

 
Pó: 78mg 
Gel: 50mg 

Dosar 1 medida 
do pó e uma 

ampola do gel. 
Espatular até 

conseguir uma 
consistência 

pastosa. 
 
 

 
Avalon Biomed 

Inc. Bradenton, FL, 
USA 

 

 
 

MTA Fillapex 
 

Resina salicilato, Resina 
diluente, Resina natural, 
Óxido de Bismuto, Sílica 
nanoparticulada, Trióxido 

Agregado Mineral, 
Pigmentos 

1 cm de cada 
pasta 
Dosar 

quantidades 
iguais de ambas 

as pastas e 
espatular por 30 

segundos 
 

 
 

Ângelus, Londrina, 
PR, Brasil 

 

 
 
 

AH Plus 
 

Pasta A: resina epóxica, 
tungstênio de cálcio, 

óxido de zircônia, silica, 
óxido de ferro e 

pigmentos. 
Pasta B: aminas, 

tungstênio de cálcio, 
óxido de zircônio, silica, 

óleo de silicone 

1 cm de cada 
pasta 
Dosar 

quantidades 
iguais de ambas 

as pastas e 
espatular por 20 

segundos. 
 

 
 

Dentsply, De Trey, 
Konstanz, 
Alemanha 

 

 
 

Endofill 
 

Pó: óxido de zinco, resina 
hidrogenada, 

subcarbonato de bismuto, 
sulfato de bário and 

borato de sódio. 
Líquido: eugenol e óleo 

de amêndoa 

Pó: 1g 
Líquido: 220 µL 

Dispensar 3 gotas 
do líquido na 

placa de mistura. 
Adicionar pó ao 

líquido até 
conseguir uma 

consistência que, 
ao colocar a 

espátula sobre a 
mistura e levantá-
la, irá formar um 

fio de cimento que 
se romperá 

quando atingir um 
comprimento de, 

aproximadamente, 
2 cm. 

 
 

Dentsply, 
Petrópolis, RJ, 

Brasil 
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4.2 Procedimentos cirúrgicos 

Os animais foram anestesiados com uma solução contendo 80 mg/kg 

cloridrato de cetamina a 10% (Virbac do Brasil Indústria e Comércio Ltda, São Paulo, 

São Paulo, Brasil) e 8 mg/kg de cloridrato de xilazina a 2% (União Química 

Farmacêutica Nacional S/A, São Paulo, São Paulo, Brasil), administrada por via 

intraperitoneal com seringa e agulha de insulina  

Após sedação, o animal foi posicionado em decúbito ventral para realização 

da tricotomia e antissepsia da região com solução de iodo a 5%. Uma incisão de 2 

cm foi realizada no sentido crânio-caudal com auxílio de uma lâmina de bisturi nº 15 

(Fibra Cirúrgica, Joinville, Santa Catarina, Brasil). A pele foi divulsionada com 

tesoura de ponta romba e, posteriormente, foi inserido um tubo de polietileno 

(Embramed Indústria e comércio Ltda., São Paulo, São Paulo, Brasil) medindo 10 

mm de comprimento x 1,5 mm de diâmetro, previamente esterilizado em óxido de 

etileno (Viola et al.99, 2012). Os tubos foram preenchidos com os materiais descritos 

no Quadro 1 e, no grupo controle (C), os tubos permaneceram vazios.  

Em cada animal foi colocado somente um implante no subcutâneo dorsal; 

foram utilizados 5 animais por grupo em cada período. O local da pele incisada foi 

suturado com pontos simples utilizando fio de seda 4-0 (Ethicon Inc., São José dos 

Campos, São Paulo, Brasil). Após 7, 15, 30 e 60 dias aos implantes, os animais 

foram eutanasiados com sobredose de anestésico e os implantes com os tecidos 

circundantes foram cuidadosamente removidos (Figuras 1A-1I). 
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Figura 1 – Sequência cirúrgica da inserção e remoção do tubo de polietileno no 

tecido subcutâneo dorsal do rato 

Figura 1A-1I – Sequência cirúrgica da inserção e remoção do tubo de polietileno no tecido 

Figura 1A-1B – com o rato anestesiado, após a tricotomia e assepsia, com uma lâmina de 

bisturi foi realizada uma incisão de aproximadamente 2cm no sentido crânio-caudal. Figura 

1C – divulsão do tecido com uma tesoura de ponta romba para criar uma “bolsa cirúrgica” 

onde será inserido o tubo de polietileno. Figura 1D-1E - Tubo de polietileno com o cimento 

em seu interior sendo inserido na bolsa cirúrgica criada no tecido subcutâneo do rato. 

Figura 1F – sutura da incisão realizada com fio de seda. Figura 1G - rato anestesiado, em 

decúbito ventral, no momento da remoção do implante no subcutâneo. Figura 1H - remoção 

de uma porção do tecido contendo o tubo de polietileno implantado no subcutâneo. Figura 

1I- corte sobre papel filtro para evitar dobramento do tecido. 

Fonte: Elaboração própria 

1A 

1G 1F 1E 

1D 1B 

1I 

1C 

1H 
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4.3 Processamento histológico 

Os implantes envolvidos pelos tecidos foram removidos e, imediatamente, 

imersos na solução de formaldeído a 4% (preparado a partir do paraformaldeído) 

tamponada com fosfato de sódio 0,1 M e pH 7,2, durante 48 horas. Após fixação, os 

espécimens foram lavados em água corrente durante 4 horas e, subsequentemente, 

foram desidratados em concentrações crescentes de etanol (70o Gl, 80º Gl, 90º Gl e 

100º Gl). Após a desidratação, os espécimens foram diafanizados com xilol (3 

banhos de 1 hora cada). Após a diafanização, os espécimens foram embebidos em 

parafina líquida (60ºC), por aproximadamente 4 horas (3 trocas de parafina), e 

incluídos em parafina. Os espécimens (implantes + tecidos adjacentes) foram 

posicionados de maneira a possibilitar a obtenção de cortes longitudinais em relação 

aos tubos de polietileno. Após confecção dos blocos de parafina contendo os 

espécimens, com auxílio de um estilete e de uma lâmina de bisturi no 15, o tubo de 

polietileno foi cuidadosamente removido e inserido parafina no seu espaço.  

Com um micrótomo rotativo (Leica, modelo RM2125 RST, Heidelberg, 

Alemanha) e navalhas descartáveis de aço inoxidável (Leica, modelo 818, 

Heidelberg, Alemanha), foram obtidos 60 cortes com 6µm de espessura, sendo que 

foram aderidos 3 cortes em cada lâmina. Cortes não seriados, com distância mínima 

de 100 µm, foram corados com HE para a análise morfológica e quantitativa. Os 

cortes aderidos as lâminas previamente tratadas com silano a 4% (Sigma-Aldrich 

Co., Saint Louis, Missouri, EUA), foram submetidas à reação imuno-histoquímica 

para detecção de interleucina-6 (IL-6). 
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4.4 Análise Morfológica 

Os cortes não seriados dos implantes corados com hematoxilina & eosina 

(HE) foram utilizados para a descrição morfológica da reação tecidual provocada 

pelos materiais. Na análise morfológica (Figura 2), foi avaliada a presença do 

processo inflamatório na cápsula, bem como a sua extensão; considerou-se também 

o tipo de tecido conjuntivo que constituía a cápsula, presença de vasos sanguíneos, 

células gigantes multinucleadas, fibroblastos e fibras colágenas. 

 

4.5 Densidade de volume (Vv) de células inflamatórias (VvCI) e de fibroblastos 

(VvFb) 

Com o objetivo de estimar a incidência de células inflamatórias e de 

fibroblastos nas cápsulas, optou-se pela análise da densidade de volume61. A 

densidade de volume (Vv) foi realizada em 3 cortes não seriados corados com HE, 

mantendo-se um intervalo mínimo de 100µm entre os cortes. Esta análise 

quantitativa foi realizada em 3 cortes de cada implante de todos os espécimes, ou 

seja, nos 5 animais de cada grupo/período.  

Com auxílio de uma câmera (DP-71, Olympus® – Japão) acoplada ao 

microscópio de luz (Olympus®, modelo BX-51), em aumento de 40x, imagens da 

cápsula adjacente aos materiais implantados foram capturadas (Figura 3). 

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

Olympus®–Japão), uma grade reticular padronizada, contendo 204 

intersecções/pontos, foi sobreposta às imagens capturadas. O número de pontos 

sobre as células inflamatórias e os fibroblastos foram computados; os pontos que 

incidiram sobre vasos sanguíneos, espaço extracelular, fibras de colágeno, células 

gigantes multinucleadas e partículas de material foram computados como outros 
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(VvO). Dessa maneira, foi obtido a densidade de volume de células inflamatórias 

(VvCI) e fibroblastos (VvFb).  

 

 

Figura 2 – Aspecto geral da cápsula 

  
A fotomicrografia mostra uma porção do corte exibindo os tecidos adjacentes ao tubo de 

polietileno implantando no subcutâneo. A letra T indica o espaço ocupado pelo tubo de 

polietileno que foi removido para obtenção do corte histológico. Aspecto geral da cápsula (C) 

adjacente à abertura do tubo implantado. HE. 65x. 

Fonte: Elaboração própria 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

2 

T 

C 
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Figura 3 – Imagem ilustrativa do método quantitativo 

A imagem representa um “print screen” da tela do computador de uma fotomicrografia 

capturada com a câmera DP-71 acoplada ao microscópio Olympus. Com auxílio do 

programa de análise de imagem (Image Pro-Express, Olympus), a imagem foi aberta e, 

após a calibração, uma grade reticular contendo 204 intersecções/pontos (sistema teste) foi 

sobreposta à imagem. Para facilitar a identificação das células e demais estruturas foi dado 

um “zoom”. Dessa maneira, foram computadas as células e estruturas que incidiram as 

intersecções (seta), possibilitando a obtenção da densidade de volume de cada estrutura. 

HE. 695X 

Fonte: Elaboração própria 

 

 

4.6 Reação imuno-histoquímica para detecção de IL-6  

Para a detecção de IL-6, foi utilizado o anticorpo primário anti-IL-6 produzido 

em cabra (Santa Cruz Biotechnology Inc., Santa Cruz, Califórnia, EUA). Após 
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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 

90-94ºC, para recuperação antigênica. Após o resfriamento, os cortes foram lavados 

em tampão Tris-HCl 0,05 M (pH 7,4) e, em seguida, imersas 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 a 2% 

(Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, USA), por 20 minutos. Em seguida, os 

cortes foram incubados overnight (16 a 18 horas) em câmara úmida a 4°C com 

anticorpo primário anti-IL-6 (diluição 1:100)  

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

utilizando-se o anticorpo anti-IgG biotinilado de coelho/camundongo/cabra (LSAB, 

Dako Inc., Carpinteria, Califórnia, EUA), por 40 minutos. Após lavagem em tampão 

Tris-HCl, os cortes foram incubados com o complexo HRP (System-HRP, Dako Inc., 

Carpinteria, Califórnia, EUA), por 40 minutos. Os cortes foram então lavados com 

tampão e a atividade da peroxidase foi revelada pelo cromógeno 3,3’-

diaminobenzidina (DAB, Dako Inc., Carpinteria, Califórnia, EUA) durante 2-3 

minutos. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de Carazzi, desidratados, 

diafanizados e montados para análise ao microscópio de luz. Como controle 

negativo da reação, alguns cortes foram submetidos às mesmas etapas, exceto a 

etapa de incubação com anticorpo primário; nesta etapa, os cortes foram incubados 

com soro não imune. 

 

4.7 Densidade numérica de células positivas à IL-6 

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

número de células imunopositivas para IL-6 foi estimado nas cápsulas dos implantes 
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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 tubo 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, Tóquio, Japão). Assim, o número de células imunopositivas/mm2 de 

cápsula foi obtido para cada implante; posteriormente, calculou-se a média para 

cada grupo em cada período. 

 

4.8 Estimativa do conteúdo de colágeno birrefringente 

O conteúdo de colágeno birrefringente nas cápsulas foi estimado a partir de 

cortes submetidos método do picrosirius-red e analisados com filtros de polarização 

acoplados ao microscópio de luz (BX-51, Olympus, Tóquio, Japão). Foram utilizados 

3 cortes não seriados (com intervalo mínimo de 100 µm) por implante, em todos os 

períodos. Em cada corte, uma imagem da cápsula foi capturada com auxílio de uma 

câmera digital (DP-71, Olympus, Tóquio, Japão) e objetiva de 40x. As imagens 

foram capturadas com parâmetros padronizados de intensidade de luz, abertura do 

diafragma de campo, abertura do diafragma do condensador, altura do condensador, 

objetiva, angulação do polarizador, brilho e contraste da imagem. 

O conteúdo de colágeno birrefringente foi estimado usando metodologia 

previamente descrita49,62. Com um programa de imagens (Image J, National 

Institutes of Health, Bethesda, MD, EUA), os matizes resultantes da birrefringência 

das imagens das cápsulas foram analisados a partir do histograma de matiz 

disponível no guia “Color Threshold”. O número de pixels de cada matiz 

(vermelho/alaranjado: matizes 2 a 38 e 230 a 256; amarelo: matizes 39 a 51; verde: 
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matizes 52 a 128) foi expresso como uma porcentagem do total de colágeno 

birrefringente no corte da porção da cápsula. Deste modo, os dados representam, 

em porcentagem, a soma dos matizes nos 3 cortes da cápsula de cada implante. 

 

4.9 Análise Estatística  

As possíveis diferenças entre os grupos em cada período e as diferenças de 

cada grupo com o decorrer do tempo foram submetidas ao teste de normalidade e, 

posteriormente, avaliadas pelo two-way ANOVA seguido pelo teste Tukey 

(GraphPad Software Inc, San Diego, Califórnia, USA). O nível de significância 

considerado foi p≤0,05. 
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5 RESULTADO 

5.1 Análise morfológica  

 

Aos 7 dias, os implantes de todos os grupos estavam envolvidos por uma 

espessa cápsula contendo diversas células inflamatórias, principalmente linfócitos, 

plasmócitos e macrófagos (Figuras 4A-4J). Além disso, alguns fibroblastos e vasos 

sanguíneos também foram observados nas cápsulas. A porção mais interna das 

cápsulas – em íntima proximidade aos materiais – continha escassos componentes 

da matriz extracelular, ou seja, colágeno e substância fundamental amorfa (Figuras 

4F-4J). No entanto, células inflamatórias não foram observadas nos tecidos 

adjacentes às cápsulas com limites bem definidos (Figuras 4A-4E). Ocasionalmente, 

células gigantes multinucleadas foram observadas nas cápsulas (Figura 4F). Na 

cápsula do EF, foram observados alguns neutrófilos (Figura 4I). 

No período de 15 dias, uma diferença evidente na distribuição e arranjo dos 

tipos celulares foi observado nas cápsulas do MTA Plus e MTA Fillapex em 

comparação aos demais grupos (Figuras 5A-5E). Na porção mais interna das 

cápsulas do MP e do MF continham, predominantemente, fibroblastos; as células 

inflamatórias estavam situadas principalmente próximas aos vasos sanguíneos nas 

porções mais distante da superfície dos materiais (Figuras 5A e 5B). Em 

contraposição, as células inflamatórias e fibroblastos estavam distribuídos por toda a 

extensão nas cápsulas do AH Plus, Endofill e controle (Figuras 5C-5E). Nota-se a 

presença de neutrófilos na cápsula do EF (Figura 5D). 

Aos 30 dias (Figuras 5F-5J), as cápsulas exibiram poucas células 

inflamatórias arredondadas e mononucleadas, principalmente linfócitos, entre típicos 

fibroblastos; feixes de fibras colágenas foram observados nas cápsulas de todos os 
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grupos, com exceção do Endofill onde as fibras colágenas eram escassas (Figura 

5I).  

Após 60 dias de implantação (Figuras 6A-6J), as cápsulas delgadas 

caracterizavam-se pela presença de um tecido conjuntivo fibroso, exceto as 

cápsulas do Endofill (Figuras 6A-6E). As cápsulas fibrosas exibiram alguns 

fibroblastos/fibrócitos situados entre os feixes de fibras colágenas; poucas células 

inflamatórias estavam presentes nas cápsulas adjacentes ao MTA Plus, MTA 

Fillapex, AH Plus e controle (Figuras 6F-6H e 6J). Em contraposição, uma moderada 

reação inflamatória ainda persistia nas cápsulas adjacentes ao Endofill (Figura 6I).   

 

 

5.2 Densidade de volume de células inflamatórias (VvCI) e de fibroblastos 

(VvFb)  

De acordo com a Tabela 1, os valores mais altos da VvCI nas cápsulas de 

todos os grupos foi observado no período de 7 dias. Após este período, uma 

redução gradativa e significante na VvCI nas cápsulas de todos os grupos foi 

observada. No período de 15 dias, diferenças significantes não foram observadas na 

VvCI entre os grupos MP, MF e controle. Além disso, a VvCI foi maior 

significantemente nas cápsulas do AH Plus e Endofiil em comparação aos grupos 

MTA Fillapex e controle. De 30 para 60 dias, diferenças significantes na VvCI não 

foram detectadas entre os grupos MP, AP, EF e o grupo controle. Aos 30 dias, não 

foi observada diferença significante entre os grupos na VvCI . No entanto, no 

período de 60 dias, a VvCI nas cápsulas do Endofill foi significantemente maior em 

comparação aos demais grupos. A VvCI no Endofill foi aproximadamente 2 vezes 

superior aos valores obtidos nos outros grupos.   
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Aos 7 dias, a VvFb (Tabela 1) não apresentou diferenças significantes entre 

os grupos MP, MF, AP e C, enquanto que o valor do grupo EF foi significantmente 

maior em comparação aos grupos MP, MF e AP. Foi observada diferença 

significante na VvFb apenas no grupo EF de 15 para 30 dias.  Aos 60 dias, a VvFb 

nas cápsulas do grupo MF foi significantemente menor em comparação aos grupos 

MP, EF e C. Diferenças significantes não foram observadas entre os grupos MP, AP, 

EF e C.  
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Tabela 1 – Densidade de volume (Vv), em porcentagem (%), de células inflamatórias (VvCI) 

e fibroblastos (VvFb) nas cápsulas dos grupos MTA Plus (MP), MTA Fillapex (MF), AH Plus 

(AP), Endofill (EF) e Controle (C) aos 7, 15, 30 e 60 dias.  

  MP MF AP EF C 

7
 d

ia
s
 

VvCI 15,4 ± 1,0a,1 16,2 ± 3,1a,1 15,2 ± 2,7a,1 16,0 ± 2,7a,1 15,6 ± 3,6a,1 

VvFb 8,9 ± 1,5a,1 6,8 ± 1,1a,1-3 7,7 ± 1,8a,1 12,4 ± 0,9b,1-2 9,5 ± 2,1a-b,1 

VvO 75,7±2,4 76,9 ± 1,2 77,1 ± 1,8 71,5 ± 2,1 74,8 ± 2,1 

1
5

 d
ia

s
 

VvCI 7,2 ± 1,2a-b,2 6,0 ± 2,0a,2-3 10,1 ± 2,9b-c,2 11,9 ± 1,5c,2 5,2 ± 0,9a,2 

VvFb 11,8 ± 2,2a,1 14,6 ± 4,4a,2 11,9 ± 5,0a,1-2 15,8 ± 4,4a,1 12,7 ± 3,1a,1 

VvO 81,0 ± 2,7 79,3 ± 2,4 77,9 ± 3.9 72,2 ± 3,8 82,0 ± 2,9 

3
0

 d
ia

s
 

VvCI 4,5 ± 1,1a,2-3 6.6 ± 2,1a,2 5,2 ± 0,8a,3 6,3 ± 1,6a,3 4,0 ± 1,1a,2 

VvFb 13,0 ± 4,4a,1 10,7 ± 1,6a,1-2 14,1 ± 3,7a,2 10,2 ± 1,6a,2 13,6 ± 5,0a,1 

VvO 82,4 ± 2,5 82,62 ± 2,7 80,6 ± 2,5 83,3 ± 1,2 82,3 ± 2,0 

6
0

 d
ia

s
 

VvCI 3,8 ± 0,9a,3 3,0 ± 0,5a,3 4,3 ± 1,2a,3 8,8 ± 0,6b,3 3,9 ± 0,6a,2 

VvFb 9,2 ± 0,7a,1 5,2 ± 0,9b,3 8,1 ± 2,3a-b,1 8,8 ± 2,3a,2 9,1 ± 2,3a,1 

VvO 87,0 ± 1,0 91,8 ± 0,9 87,5 ± 1,8 82,3 ± 1,4 86,9 ± 1,2 

*média ± desvio padrão 

VvO: vasos sanguíneos, espaço extracelular, fibras colágenas e partículas de material.  

A comparação entre os grupos está indicada pelas letras diferentes sobrescritas nas várias linhas. 

A comparação entre os períodos está indicada pelos números diferentes sobrescritos nas colunas. 

Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

Fonte: Elaboração própria
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Fonte: Elaboração própria 



 

 

 

Figuras 4A-4J – Fotomicrografias mostrando porções de cortes das cápsulas 

adjacentes à abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutâneo de 

ratos, após 7 dias. Figuras 4A-4E - visão geral mostrando as cápsulas (C) 

envolvendo a abertura dos tubos implantados (T). As cápsulas espessas (C) exibem 

uma densa população de células inflamatórias. Note que os tecidos adjacentes às 

cápsulas não exibem agregados de células inflamatórias. M, tecido muscular; LC, 

tecido conjuntivo frouxo. 25x. Figuras 4F-4J – as fotomicrografias mostram, em 

maior aumento, a porção mais interna das cápsulas (C). Diversas células 

inflamatórias (setas), principalmente linfócitos, plasmócitos e macrófagos, estão 

presentes nas cápsulas. N, neutrófilo; Fb, fibroblastos; CG, célula gigante 

multinucleada; VS, vasos sanguíneos. 530x. HE. 
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Fonte: Elaboração própria 

 



 

 

 

Figuras 5A-5J – fotomicrografias mostrando a porção mais interna das cápsulas 

após 15 (Figuras 5A-5E) e 30 (Figuras 5A-5E) dias ao implante. Figuras 5A-5E - 

as cápsulas do MTA Plus (Figura 5A) e MTA Fillapex (Figura 5B) contêm diversos 

fibroblastos (Fb) em íntima proximidade aos cimentos endodônticos. Nestas 

cápsulas, as células inflamatórias (setas) estão situadas na porção mais externa das 

cápsulas. No AH Plus (Figura 5C), Endofill (Figura 5D) e controle (Figura 5E), células 

inflamatórias (setas) entre os fibroblastos (Fb) estão dispersas por toda a extensão 

das cápsulas. N, neutrófilo; VS, vaso sanguíneo. Figuras 5F-5J – as cápsulas 

apresentam poucas células inflamatórias (setas) entre típicos fibroblastos (Fb) e 

fibras colágenas (FC). Na Figura 5B, pequenas partículas do MTA Fillapex (em 

preto) estão dispersas pela cápsula. VS, vaso sanguíneo. 530x. HE. 
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Fonte: Elaboração própria 



 

 

 

Figuras 6A-6J – Fotomicrografias mostrando porções de cortes das cápsulas 

adjacentes à abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutâneo de 

ratos, após 60 dias. Figuras 6A-6E – visão geral mostrando as cápsulas (C) 

envolvendo a abertura dos tubos implantados (T). As cápsulas são constituídas por 

um tecido conjuntivo denso (fibroso), com exceção do Endofill (Figura 6D). Adjacente 

ao Endofill, a cápsula contém diversas células inflamatórias. M, tecido muscular. 25x. 

Figuras 6F-6J – as fotomicrografias mostram, em maior aumento, a porção mais 

interna das cápsulas (C). No MTA Plus (Figura 6F), MTA Fillapex (Figura 6G), AH 

Plus (Figura 6H) e controle (Figura 6J), as cápsulas mostram típicos 

fibroblastos/fibrócitos (Fb) entre feixes espessos de fibras colágenas (FC); poucas 

células inflamatórias (setas) são ainda observadas. Na Figura 6I, a cápsula do 

Endofill exibe evidente presença de células inflamatórias (setas) entre fibroblastos 

(Fb). VS, vaso sanguíneo. 530x. HE.     

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



42 

 

 

5.3 Detecção imuno-histoquímica para IL-6 e densidade numérica de células 

imunopositivas  

Os cortes das cápsulas de todos os grupos submetidos à reação imuno-

histoquímica para IL-6 mostraram células inflamatórias e alguns fibroblastos exibindo 

citoplasma em castanho, ou seja, positivos à imunorreação. No entanto, uma 

acentuada imunopositividade foi observado nas cápsulas dos grupos aos 7 dias em 

comparação ao período de 60 dias (Figuras 7A-7J). Aos 60 dias, escassas células 

inflamatórias e poucos fibroblastos/fibrócitos imunomarcados estavam presentes 

entre os feixes de fibras colágenas nas cápsulas de todos os grupos, com exceção 

do Endofill (Figuras 7F-7J). As cápsulas do Endofill exibiram diversas células 

inflamatórias imunopositivas por toda a sua extensão (Figura 7I).  Em contrapartida, 

os cortes de cápsulas de todos os grupos incubados sem o anticorpo primário 

(controle negativo), não exibiram células imunopositivas (dados não ilustrados).  

De acordo com a Tabela 2, o número de células imunopositivas à IL-6 foi 

menor significantemente no grupo MP em comparação a todos os demais grupos no 

período de 7 dias. Aos 15, 30 e 60 dias, o número de células imunomarcadas foi 

significantemente maior nas cápsulas do EF em comparação aos grupos MP, MF, 

AP e C. Nos períodos de 15, 30 e 60 dias, os valores de células imunomarcadas no 

grupo controle foram menores significantemente em comparação aos grupos com 

cimentos; enquanto que o grupo EF apresentou um valor maior significantemente em 

comparação aos demais grupos. 

Em todos os grupos, o número de células imunomarcadas nas cápsulas 

reduziu significantemente de 7 para 60 dias. Entre 7 e 15 dias, foi observada 

diferença estatisticamente significante apenas nos grupos AP, EF e C. Os grupos 

MP, AP e EF não apresentaram diferenças significantes de 15 para 30 dias. Entre 30 
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e 60 dias, houve redução significante na densidade numérica de células 

imunopositivas nos grupos MP, MF e EF. 

 

Tabela 2– Densidade numérica de células positivas à IL-6 nas cápsulas dos grupos MTA 

Plus (MP), MTA Fillapex (MF), AH Plus (AP), Endofill (EF) e Controle (C) aos 7, 15, 30 e 60 

dias. 

Períodos MP MF AP EF C 

7 dias 562±27a,1 769±102b,1  1013±106c,1 931±111c-d,1 840±167b-d,1 

15 dias 607±57a,1 662±71a,1 600±54a,2 800±100b,2 342±52c,2 

30 dias 569±104a,1  520±42a,2 598±68a,2 744±57b,2 182±54c,3 

60 dias 302±31a,2 378±44a,3 489±18b,2 604±26c,3 171±32d,3 

*média±desvio padrão 
A comparação entre os grupos está indicada pelas letras diferentes sobrescritas nas várias linhas. 
A comparação entre os períodos está indicada pelo número sobrescritos nas colunas. 
Teste de Tukey (p≤0,05) 

 
Fonte: Elaboração própria 

 



44 

 

 

Fonte: Elaboração própria 



 

 

 

Figuras 7A-7J – Fotomicrografias mostrando porções de cortes das cápsulas 

adjacentes à abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutâneo de 

ratos, após 7 (Figuras 7A-7E) e 60 (Figuras 7F-7J) dias. Os cortes foram 

submetidos à imuno-histoquímica para detecção de IL-6 (em castanho) e 

contracorados com hematoxilina. Figuras 7A-7E - diversas células inflamatórias 

(setas), principalmente linfócitos, plasmócitos e macrófagos, exibem imunomarcação 

citoplasmática. Fibroblastos (Fb) positivos à IL-6 são também observados. Figuras 

7F-7J – células inflamatórias (setas) e fibroblastos (Fb) exibindo imunomarcação 

citoplasmática estão esparsamente distribuídos entre as fibras colágenas (FC) nas 

cápsulas de todos os grupos, com exceção do Endofill. No Endofill (Figura 7I), a 

cápsula exibe diversas células inflamatórias arredondadas (setas) imunopositivas à 

IL-6. Na Figura 7H, partículas do cimento AH Plus são observadas na porção mais 

interna da cápsula; algumas destas partículas estão, aparentemente, no interior de 

células (setas). E, célula endotelial imunopositiva; VS, vaso sanguíneo. 530x. 
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5.4 Conteúdo de colágeno birrefringente 

Aos 7 dias, as cápsulas exibiram poucas fibras colágenas birrefringentes 

(Figuras 8A-8E) enquanto que, aos 60 dias, as cápsulas dos grupos do MTA Plus, 

MTA Fillapex, AH Plus e do controle continham uma acentuada presença de 

colágeno birrefringente (Figuras 8F-8H e 8J). Neste período, as cápsulas do Endofill 

exibiram ainda pouco material birrefringente (Figura 8I). 

A análise quantitativa (Tabela 3) revelou que o mais baixo conteúdo de 

colágeno nas cápsulas de todos os grupos foi computado aos 7 dias; neste período, 

diferenças significantes entre os grupos não foram observadas. De 7 para 15 dias, 

um aumento significante no colágeno birrefringente foi verificado nas cápsulas de 

todos os grupos. Nos períodos de 30 e 60 dias, diferenças significantes não foram 

detectadas entre os grupos MP e AP. Nos períodos de 7, 15 e 60 dias, diferenças 

significantes não foram observadas entre os grupos MP e C. Aos 60 dias, diferenças 

significantes no conteúdo de birrefringência não foram observadas entre as cápsulas 

do MTA Plus, MTA Fillapex, AH Plus e controle.   

Tabela 3 – Conteúdo de colágeno birrefringente (Col), em porcentagem, nas cápsulas dos 

grupos MTA Plus (MP), MTA Fillapex (MF), AH Plus (AP), Endofill (EF) e Controle (C) aos 7, 

15, 30 e 60 dias. 

Períodos MP MF AP EF C 

7 dias 5,8±1,4a,1 4,6±1,5a,1 5,3±1,6a,1 3,6±1,9a.1 6,1±1,5a,1 

15 dias 19,9±1,6a,2 9,7±2,2b,2 17,0±1,2c,2 9,1±2,1b.2 19,2±0,5a-c,2 

30 dias 21,2±1,4a,2 17,1±0,5b,3 22,8±1,7a-c,3 20,4±0,7a,3 24,4±1,3c,3 

60 dias 25,1±0,9a,3 23,7±0,8a,4 24,9±1,0a,3 19,4±1,1b,3 23,4±1,7a,3 

*media ± desvio padrão 

A comparação entre os grupos está indicada pelas letras diferentes sobrescritas nas várias linhas.  

A comparação entre os períodos está indicada pelo número sobrescritos nas colunas. 

Teste de Tukey (p≤0,05).  

Fonte: Elaboração própria 
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Fonte: Elaboração própria 
 



 

 

 

Figuras 8A-8J – Fotomicrografias mostrando porções de cortes das cápsulas 

adjacente à abertura dos tubos de polietileno (T) implantados no subcutâneo de 

ratos, após 7 (Figuras 8A-8E) e 60 (Figuras 8F-8J) dias. Os cortes foram 

submetidos ao método do picrosirius-red e analisados ao microscópio com luz 

polarizada. Figuras 8A-8E – as cápsulas exibem pouco conteúdo de colágeno 

birrefringente (nas cores vermelho, alaranjado e verde). Figuras 8F-8J – no período 

de 60 dias, evidente conteúdo birrefringente é observado nas cápsulas de todos os 

grupos, exceto no Endofill. 530x.  
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6 DISCUSSÃO 
 

Considerando que os cimentos endodônticos entram em contato com os 

tecidos apicais e periapicais por meio, principalmente, do forame apical83, uma 

característica fundamental é que eles sejam biocompatíveis3,9. Esta propriedade está 

diretamente relacionada à composição destes materiais, uma vez que liberam 

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

levando a produção de citocinas moduladoras da inflamação, exercendo um papel 

fundamental sobre o processo inflamatório84. 

Os resultados do presente estudo in vivo mostraram que todos os cimentos 

utilizados induziram, inicialmente, uma reação inflamatória moderada no tecido 

subcutâneo de ratos. Além disso, a diminuição do processo inflamatório ocorreu 

concomitante ao aumento significante de fibras colágenas nas cápsulas adjacentes 

aos materiais. 

A reação inflamatória inicial pode ter sido causada, pelo menos em parte, pelo 

ato cirúrgico. Esta ideia é suportada desde que diferenças significantes na 

frequência de células inflamatórias não foram observadas entre os grupos com 

cimento quando comparado ao controle. A reação inflamatória inicial nos grupos MP 

e MF pode ser explicada também pelo fato de que os materiais à base de MTA, 

liberam íons hidroxilas (OH-) após a hidratação, proporcionando ao meio um pH 

alcalino33,35,41. O meio alcalino estimula o recrutamento de leucócitos e 

neutrófilos25,88,89, bem como a diferenciação de plasmócitos. No AH Plus há 

liberação de pequena quantidade de formaldeído (10-5 mol/L), e sabe-se que este é 

irritante aos tecidos56,59, e mesmo em baixa quantidade, pode ser a causa da reação 

tecidual inicial e, talvez possa explicar a elevada densidade de células inflamatórias 
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que persistiram aos 15 dias. Enquanto que no Endofill, a reação inflamatória deve ter 

ocorrido em decorrência do efeito irritante do eugenol10,22.    

O AH Plus é um cimento endodôntico à base de resina epóxica considerado o 

“padrão ouro” pela sua biocompatibilidade19,46,95. Assim, este cimento é, 

frequentemente, utilizado em trabalhos que avaliam as propriedades dos materiais 

obturadores46,79,87. No presente estudo, o MTA Plus não mostrou diferença 

significante em relação ao AH Plus na incidência de células inflamatórias e de 

fibroblastos, em todos os períodos. Portanto, o cimento MTA Plus pode ser 

considerado biocompatível desde que não foram observadas diferenças significantes 

no infiltrado inflamatório entre o MTA Plus e o AH Plus, bem como também com o 

grupo controle, tanto no período inicial quanto no período final. O AH Plus tem 

mostrado uma resposta favorável quando utilizado  em molares de cães. Os tecidos 

periodontais de cães reagiram favoravelmente ao AH Plus, causando a deposição 

de tecido mineralizado na porção apical dos canais radiculares após 90 dias a 

obturação de molares55. Também foi observado reparo apical após 180 dias dos pré-

molares de cães obturados com AH Plus57. 

Em um estudo utilizando células da polpa dental, o MTA Plus apresentou a 

maior taxa de viabilidade celular em todas as concentrações avaliadas (1:2, 1:3, 1:4), 

e não houve evidência de efeitos citotóxicos, em comparação ao MTA Fillapex e 

FillCanal. A citotoxicidade do MTA Fillapex foi considerada de moderada a baixa e 

dependente da concentração, após o período de 24 horas. Neste estudo, também foi 

mostrado que, após a citotoxidade inicial, o MTA Fillapex promove bioatividade, 

estimulando a deposição de nódulos de mineralização e aumentando a atividade da 

enzima ALP (fosfatase alcalina)64. Em culturas de osteoblastos (SAOS), o MTA Plus 

apresentou biocompatibilidade e bioatividade, assim como o Biodentine e um 
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cimento experimental à base de silicato de cálcio. Após o terceiro dia, aumentou 

significativamente e velocidade de proliferação celular, como também aumentou a 

atividade da enzima ALP38. Esses resultados in vitro sugerem que o MTA Plus é um 

cimento biocompatível. No nosso estudo, a regressão da reação inflamatória 

acompanhada pela formação gradativa de colágeno indica que o MTA Plus embora 

promova danos ao tecido conjuntivo, este cimento possibilita às células do 

hospedeiro expressar uma resposta que culmina na formação de uma cápsula 

fibrosa, semelhante ao observado durante o processo de reparação tecidual. 

A presença da resina de salicilato, além do mineral trióxido agregado, no MTA 

Fillapex, pode ser a causa da sua elevada citotoxidade nos períodos iniciais 

reportada in vitro95. Um estudo in vitro, mostrou que o MTA branco foi capaz de 

manter a viabilidade celular e aumentar a sua proliferação, porém o MTA Fillapex foi 

severamente citotóxico13. Resultado semelhante foi mostrado no estudo de Yoshino 

et al103. (2013), onde o MTA Fillapex foi o material que demonstrou o maior efeito 

citotóxico sobre fibroblastos do ligamento periodontal, seguido do MTA branco e do 

cimento Portland. Em contraposição, um estudo em tecido de rato, mostrou que o 

MTA Fillapex é biocompatível pois reportou que a intensa reação inflamatória 

observada aos 7 dias reduziu significativamente aos 15 dias39. Além disso, este 

cimento endodôntico estimulou a formação de nódulos de mineralização, confirmado 

pelo método von Kossa. O MTA Fillapex demonstrou atividade antibiofilme por até 7 

dias após a manipulação30 e elevada solubilidade30,105.  

Por outro lado, o MTA Fillapex apresentou alta citotoxicidade em cultura de 

células Balb/c 3T3, e esta citotoxicidade não diminuiu no decorrer de 4 semanas. A 

possível explicação para estes resultados é a presença de componentes tóxicos tais 

como resina de salicilato, resina de diluição e sílica86. A resina de salicilato estimula 
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o processo de apoptose no fibrosarcoma humano86. O arsênico é um metal pesado 

que já foi encontrado em pequenas proporções em formulações do MTA, o que 

também pode ser uma das causas da citotoxidade do MTA Fillapex87. No 

subcutâneo de ratos, após o período de 7 dias, o MTA Fillapex mostrou grande 

quantidade de linfócitos, macrófagos e células gigantes, o que enfatiza seu potencial 

irritante aos tecidos95. A resposta do MTA Fillapex foi semelhante àquelas 

observadas nos materiais à base de óxido de zinco e eugenol, que são reconhecidos 

pelo potencial de causar maior e mais duradoura reação inflamatória40,79. Em células 

osteoblásticas, o MTA Fillapex e o AH Plus tiveram um efeito citotóxico na primeira 

semana. Após esse período, o AH Plus se tornou não-citotóxico, mas o MTA Fillapex 

continuou a apresentar toxicidade moderada às células por 4 semanas39. 

Ao longo do tempo, foi evidente uma redução do processo inflamatório 

simultaneamente ao aumento do conteúdo de colágeno birrefringente adjacente às 

cápsulas de todos os grupos. A análise ao microscópio de luz polarizada de cortes 

submetidos ao método picrosirius possibilitou essa observação mais facilmente, pois 

o corante incrementa a birrefringência natural das fibras colágenas. Este incremento 

ocorre devido aos aminoácidos básicos das moléculas de colágeno que reagem 

fortemente com corantes ácidos, dentre eles o sirius red104. A análise quantitativa do 

conteúdo birrefringente mostrou um aumento significante de colágeno nas cápsulas 

com o decorrer do tempo. Nos implantes dos cimentos MTA Plus, MTA Fillapex e AH 

Plus o conteúdo de colágeno nas cápsulas não apresentou diferenças significantes 

em comparação ao controle. Portanto, nestes grupos a redução na frequência de 

células inflamatórias foi acompanhado pelo aumento significante de colágeno, 

indicando que a reação inflamatória inicial regrediu e foi substituída por um tecido 

conjuntivo rico em colágeno. Em contraposição, as cápsulas do Endofill, aos 60 dias, 



51 

 

 

ainda apresentaram um alto número de células inflamatórias acompanhado por um 

menor conteúdo de colágeno em comparação aos demais grupos, reforçando o 

conceito que este cimento mantém os efeitos deletérios às células por longo período.  

O Endofill, um cimento à base de óxido de zinco e eugenol, mostrou um 

infiltrado inflamatório significantemente maior que os outros materiais aos 60 dias. 

Portanto, nossos resultados mostraram que o efeito irritante do Endofill persiste por 

longo período, como relatado em outros estudos29,102. No presente estudo, a 

resposta inflamatória deste material reduziu até o período de 30 dias, porém não 

houve redução estatisticamente significante de 30 para 60 dias, indicando que o 

potencial irritante deste material se manteve. Além disso, a análise morfológica 

revelou a presença de diversos macrófagos e plasmócitos nas cápsulas do Endofill 

aos 60 dias, indicando a persistência de um infiltrado inflamatório crônico. De acordo 

com alguns estudos, a liberação do eugenol pode ocorrer por, pelo menos, 1 

ano10,28. Portanto, é possível que o “eugenol livre” seja o responsável pela injúria 

imediata aos tecidos; no entanto, como a sua liberação persiste, porém de forma 

mais lenta, por longo período, o seu efeito deletério ocasiona uma reação 

inflamatória crônica impedindo a reparação dos tecidos90. 

No grupo Endofill, embora nossos resultados revelaram um aumento de fibras 

colágenas no decorrer do tempo, este aumento foi menor significantemente do que 

nos demais grupos. Um acentuado número de células inflamatórias, incluindo a 

presença de eosinófilos indicando, portanto, uma intensa irritação aos tecidos foi 

relatada num estudo conduzido com implantes no subcutâneo77. Além disso, 

evidente presença de células gigantes multinucleadas e abscessos foram também 

reportados7. A intensidade da reação inflamatória, pode ser atribuída à proporção 

pó/líquido dos materiais à base de óxido de zinco e eugenol pela liberação lenta e 
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prolongada do eugenol, associada ao potencial deletério dos íons zinco9,28,48. No 

nosso estudo, a proporção utilizada foi de 1g de pó para 220µl de eugenol (5:1), ou 

seja, a mínima quantidade de eugenol necessária para que o cimento fique com a 

consistência ideal, de acordo com o fabricante11,26. Há evidências de que o eugenol 

causa desnaturação das proteínas citoplasmáticas, perda de limites celulares, 

promovendo mudanças estruturais e funcionais nas células, causando, assim, a 

morte celular50. Além disso, os íons de zinco podem ser os responsáveis por efeitos 

deletérios na sobrevivência celular28. 

As células imunes e residentes do hospedeiro produzem e liberam várias 

citocinas que exercem um papel complexo, porém de forma coordenada sobre a 

série de eventos celulares e moleculares envolvidos na instalação e progressão do 

processo inflamatório1,36. Entre estas moléculas, a IL-6 é uma citocina pró-

inflamatória produzida principalmente por linfócitos, monócitos e macrófagos, além 

de células endoteliais e fibroblastos5,47,81. Esta interleucina desempenha um papel 

importante na resposta imune, e, portanto, está associada a várias doenças 

inflamatórias47, como artrite reumatoide, doenças periodontais, lesões pulpares e 

periapicais5,101. 

Células imunomarcadas para IL-6 nas cápsulas foram observadas em todos 

os períodos. No entanto, aos 7 dias, houve acentuada imunopositividade nas 

cápsulas ao redor dos implantes. A redução significante no número de células 

imunomarcadas para IL-6 aos 60 dias, sugere que as cápsulas adjacentes aos 

materiais implantados sofreram um processo de remodelação. A secreção de IL-6 

parece que reduz o recrutamento de neutrófilos, induzindo simultaneamente 

migração e diferenciação de linfócitos e monócitos81. Portanto, a acentuada 

imunoexpressão observada nas cápsulas foi concomitante a incidência de linfócitos, 
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macrófagos e plasmócitos, indicando que esta interleucina deve participar na 

instalação e progressão da resposta inflamatória aos implantes no subcutâneo, 

como demonstrado anteriormente25,88,89. Os nossos resultados reforçam o conceito 

de que essa citocina está envolvida na resposta aos implantes no subcutâneo, pois 

uma redução tanto de células imunomarcadas para IL-6 quanto da reação 

inflamatória foi observada com o decorrer do tempo. Apesar das diferenças 

significantes na imunoexpressão de IL-6 observadas entre os grupos com cimentos 

e o grupo controle, pode-se sugerir que o potencial irritante dos materias aos tecidos 

é baixo, com exceção do Endofill. Embora o MTA Plus e MTA Fillapex, aos 60 dias, 

apresentaram um número maior de células imunopositivas à IL-6 em comparação ao 

grupo controle, no entanto, os valores destes grupos foram menores que o 

observado no AH Plus. A acentuada imunoexpressão nas cápsulas dos grupos com 

cimentos em comparação ao observado no grupo controle indica que, aos 60 dias, 

os efeitos deletérios das substâncias liberadas pelos cimentos ainda persistem. 

Considerando o reduzido número de células imunomarcadas nas cápsulas do MTA 

Plus e do MTA Fillapex em comparação ao AH Plus, é possível sugerir que estes 

efeitos deletérios dos cimentos à base de MTA são menores em comparação ao AH 

Plus, pelo menos àqueles associados a síntese de IL-6. É possível que a 

persistência de um maior número de células IL-6-imunopositivas seja em 

consequência da liberação de pequenas quantidades de formaldeído (10–5 mol/L) 

pelo AH Plus56, além deste cimentos ter tempo de presa relativamente alto (14 

horas). Embora há evidências de que a quantidade de formaldeído liberada seja 

mínima, no entanto, sabe-se que o formaldeído apresenta propriedades 

mutagênicas e carcinogênicas56,59. O elevado número de células positivas à IL-6, 

aos 60 dias, observado nas cápsulas do Endofill foi acompanhado pela acentuada 
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frequência de células inflamatórias, reforçando a ideia de que o efeito citotóxico do 

cimento deve estar associado a imunoexpressão desta interleucina  

Embora a IL-6 seja uma citocina pró-inflamatória importante na progressão do 

processo inflamatório25,60, esta interleucina também participa da formação e 

diferenciação de osteoclastos52, consequentemente, promovendo a reabsorção 

óssea32,61. Portanto, a redução da imunoexpressão de IL-6, frequentemente, está 

associada à diminuição da reabsorção óssea27. No MTA Plus e MTA Fillapex foi 

observada uma redução de IL-6 mais significativa ao longo do tempo que no AH 

Plus e Endofill, sugerindo que os danos promovidos por estes cimentos são 

reversíveis mais rapidamente. Os componentes do AH Plus e Endofill, 

respectivamente formaldeído e eugenol, podem ser responsáveis pelo dano 

prolongado. Portanto, é possível sugerir que os cimentos MTA Plus e MTA Fillapex 

devem favorecer o processo de reparo dos tecidos periodontais, principalmente, nos 

casos com lesões periapicais onde os níveis de IL-6 são elevados, desde que estes 

cimentos parecem suprimir mais rapidamente esta interleucina, reduzindo, portanto, 

a reabsorção do processo alveolar.  

Pode-se concluir que os materiais MTA Plus, MTA Fillapex e AH Plus 

apresentam uma resposta tecidual satisfatória, uma vez que ocorre redução na 

quantidade de células inflamatórias e células imunomarcadas para IL-6, bem como 

um aumento do conteúdo de colágeno birrefringente nas cápsulas adjacentes a 

estes materiais, especialmente, no período de 60 dias. Assim, esses cimentos 

podem ser considerados biocompatíveis. No entanto, o MTA Plus e MTA Fillapex 

devem favorecer o processo de regressão do processo inflamatório nos tecidos 

periapicais desde que estes cimentos possibilitaram uma redução mais significante 

de interleucina-6 em comparação ao AH Plus.  
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7 CONCLUSÃO 
 
 

✓ A redução gradativa e significante do processo inflamatório acompanhada pelo 

aumento do conteúdo de colágeno nas cápsulas do MTA Plus, MTA Fillapex e 

AH Plus indica que esses cimentos são biocompatíveis. 

 

✓ A interleucina-6 participa da instalação do processo inflamatório, bem como na 

sua regressão, em resposta aos cimentos endodônticos implantados no 

subcutâneo. 

 

✓ O reduzido número de células positivas à IL-6 na cápsula do MTA Plus e do 

MTA Fillapex indica que estes cimentos devem favorecer a regressão da 

lesão periapical. 
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