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RESUMO 

Modificações nos cimentos endodônticos tem sido frequentemente realizada a fim da 

obtenção de um material biocompatível e que favoreça a reparação dos tecidos periodontais. 

Assim, o GuttaFlow bioseal (GFB) foi lançado no mercado a partir de uma modificação do 

cimento à base de silicone GuttaFlow; no GFB foi adicionado ao cimento partículas de vidro 

cerâmico bioativo. Por outro lado, o MTA Fillapex (MTAF), um cimento à base de silicato 

tricálcico, também teve a substituição do agente radiopacificador óxido de bismuto pelo 

tungstato de cálcio. O nosso propósito foi avaliar a biocompatibilidade dos cimentos GFB e 

o MTAF (contento tungstato de cálcio), em subcutâneo de ratos. Tubos de polietileno foram 

preenchidos com os respectivos materiais GFB (n=20), MTAF (n=20) e Endofill (EF; n=20) 

e implantados no subcutâneo de ratos. No grupo controle GC (n=20), foram implantados 

tubos vazios. Após 7, 15, 30 e 60 dias, os tubos implantados com os tecidos circundantes 

foram removidos e incluídos em parafina. O número de células inflamatórias (CI) e a 

espessura das cápsulas foram obtidos a partir de cortes corados com HE. Alguns cortes foram 

corados com tricrômico de Masson para verificar a formação de colágeno nas cápsulas 

enquanto o método de von Kossa foi realizado para detectar depósitos de cálcio. A 

interleucina-6 (IL-6), uma citocina pró-inflamatória, e fator de crescimento endotelial 

vascular (VEGF) foram detectados por meio de reações imuno-histoquímicas. O número de 

células IL-6-imunopositivas foi estimado nas cápsulas. Os dados obtidos foram submetidos 

a análise de variância two-way ANOVA, seguido pelo teste de Tukey (p≤0,05). De 7 para 

60 dias, todos os grupos apresentaram significante redução no número de CI, células IL-6-

imunopositivas e na espessura das cápsulas, além de aparente dimunição na imunoexpressão 

para VEGF. Em todos os períodos, os menores valores destes parâmetros foram observados 

nas cápsulas do GC. Aos 7, 15 e 30 dias, o número de CI foi significativamente menor no 

GFB em comparação aos MTAF (p˂0,0001) e EF (p˂0,0001), enquanto que, aos 60 dias, 

significantes diferenças não foram detectadas entre os grupos GFB e MTAF (p=0,58). Em 

todos os períodos, o número de células imunopositivas à IL-6 e a espessura das cápsulas 

foram significantemente menores no GFB em comparação ao MTAF (p<0,0001). No 

entanto, os valores de CI, células IL-6-imunopositivas e a espessura das cápsulas foram 

menores significantemente no grupo MTAF em comparação ao EF (p<0,0001), em todos os 

períodos. Aos 60 dias, as cápsulas de GFB e MTAF mostraram poucas CI entre os 

fibroblastos e feixes de fibras colágenas. Estruturas positivas ao von Kossa foram observadas 

nas cápsulas de GFB e MTAF. Portanto, nossos resultados mostraram que a reação imuno-

inflamatória induzida pelos cimentos GuttaFlow bioseal e MTA Fillapex regridem com o 

decorrer do tempo, possibilitando ao hospedeiro, a formação de cápsulas de colágeno, 

indicando que estes cimentos são biocompatíveis, enquanto no Endofill não houve reparo ao 

decorrer do tempo. Além disso, nossos achados sugerem que o GuttaFlow bioseal e o MTA 

Fillapex apresentam potencial bioativo.   

 

Palavras-chave: Teste de materiais. Endodontia. Histologia. 

  



 
 

 
 

Delfino MM. Tissue reaction promoted by GuttaFlow bioseal and MTA Fillapex sealers: 

morphological and immunohistochemical analyses [dissertação de mestrado]. Araraquara: 
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ABSTRACT  

Endodontic cements have been often modified in attempt to obtain biocompatible materials, 

which are able to promote the repair of periodontal tissues. GuttaFlow bioseal (GFB) was 

launched on the market from a modification of GuttaFlow silicone cement, containing 

bioactive glass ceramic. In the MTA Fillapex (MTAF), a tricalcium silicate-based material, 

the bismuth oxide radiopacifying agent was replaced by calcium tungstate. The purpose of 

this study was to evaluate the tissue reactions promoted by GFB and MTAF in comparison 

with Endofill (EF), a zinc oxide eugenol-based root-filling material, which has a long clinical 

track record. Polyethylene tubes filled with GFB (n=20), MTAF (n=20) or EF (n=20) were 

implanted into rat subcutaneous. In the control group (CG; n=20), empty tubes were 

implanted. After 7, 15, 30 and 60 days, the implanted tubes surrounded by connective tissue 

were fixed and embedded in paraffin. The number of inflammatory cells (IC) and the capsule 

thickness were obtained in the HE-stained sections. Some sections were stained with 

Masson’s trichrome for the collagen evaluation while the von Kossa method was performed 

for detection of calcium deposits. Interleukin-6 (IL-6), a pro-inflammatory cytokine, and 

vascular endothelial growth factor (VEGF) were detected by immunohistochemical 

reactions. The number of IL-6-immunopositive cells was estimated in the capsules. Data 

were analyzed by two-way ANOVA and Tukey post-test (p≤0.05). From 7 to 60 days, all 

groups showed a significant reduction in the capsule thickness, in the number of IC and IL-

6-immunopositive cells as well as an apparent decrease in the VEGF immunoexpression. In 

all periods, the lowest values of these parameters were observed in the CG group. At 7, 15 

and 30 days, the number of IC was reduced significantly in the GFB in comparison with 

MTAF (p˂0.0001) and EF (p˂0.0001). At 60 days, significant differences were not detected 

between the GFB and MTAF groups (p=0.58). In all periods, the number of IL-6-

immunopositive cells and the capsule thickness were significantly lower in GFB than MTAF 

(p<0.0001). However, the values of IC, IL-6-immunopositive cells and capsule thickness 

were significantly lower in MTAF in comparasion to EF (p<0.0001), in all periods. At 60 

days, the thin capsules of GFB and MTAF exhibited few IC among fibroblasts and collagen 

fibers bundles. In addition, von Kossa-positive structures were observed in the capsules of 

GFB and MTAF, in all periods. Therefore, the regression of the immune-inflammatory 

response associated to the formation of collagen-rich capsules indicates that GuttaFlow and 

MTAF are biocompatible while the tissue damaged by Endofill was not recovered over time. 

In addition, ours findings suggest that GuttaFlow bioseal and MTA Fillapex exhibit 

bioactive. 

 

Keywords: Materials testing. Endodontics. Histology. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O sucesso no tratamento endodôntico depende da obturação adequada do sistema de 

canais radiculares com um material estável e com propriedades físico-químicas e 

biocompatibilidade, uma vez que estes materiais podem ter contato direto com os tecidos 

periapicais3,37,32. A biocompatibilidade é uma das características mais importantes dos 

cimentos endodônticos, pois os materiais liberam substâncias que interagem com os tecidos 

perirradiculares, promovendo uma resposta que interfere com a reparação dos tecidos 

periodontais e, portanto, influenciando o prognóstico do tratamento51,88.  

O cimento de óxido de zinco e eugenol é um cimento utilizado há muitos anos em 

Endodontia95. De fato, o óxido de zinco e eugenol é o mais comum dos componentes dos 

materiais de preenchimento de canais, porém não apresenta biocompatibilidade quando os 

resultados em tecidos subcutâneos são comparados68,95,76. Estudos atribuem a baixa 

tolerância tecidual, devido ao eugenol e sua liberação lenta e prolongada Estudos sobre 

cimentos à base de óxido de zinco e eugenol atribuem a baixa tolerância tecidual, devido ao 

eugenol e sua liberação lenta e prolongada. Além disso, os íons de zinco causam uma 

atividade deletéria secundária, levando a um quadro de inflamação crônica26,71,8,76. O 

cimento Endofill apresentou maior citotoxicidade quando adicionado a cultura de células de 

fibroblastos em comparação com os cimentos AH Plus, Sealapex e MTA Fillapex. O intenso 

efeito tóxico causado pelo Endofill foi confirmado por meio da avaliação morfológica, na 

qual induziu reação inflamatória intensa e persistente95,76. 

Na busca por materiais menos irritantes aos tecidos perirradiculares e que promovam 

uma melhor reparação, diversas pesquisas têm procurado o melhor cimento biologicamente 

compatível aos tecidos periapicais8,32. Os cimentos à base de silicato tricálcico e silicone 

foram desenvolvidos a fim de aprimorar as características físicas dos cimentos endodônticos, 

como a porosidade, o escoamento e a adesão às paredes do canal radicular5. Cimentos de 

silicato de cálcio possuem comportamento bioativo, são biointerativos, capazes de liberarem 

íons para nucleação dos depósitos de apatita na superfície em um curto período de indução, 

sendo fundamentais para induzir a remineralização35,36. 

O MTA Fillapex surgiu numa tentativa de combinar as propriedades físico-químicas 

de um cimento endodôntico, com as propriedades do MTA (mineral trióxido agregado), 

conhecido por sua biocompatibilidade e bom selamento79,89. De acordo com o fabricante, o 

novo MTA Fillapex apresenta em sua composição salicilato de resina, tungstato de cálcio, 
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resinas diluídas, resina natural, resina nanoparticulada, sílica nanoparticulada e MTA. No 

entanto, tem sido sugerido que este cimento não apresenta boa resposta quando avaliado in 

vitro e reação tecidual quando implantado no subcutâneo de ratos107,60,94,12. A nova fórmula 

deste cimento, apresenta a troca do radiopacificador, sendo o óxido de bismuto substituído 

pelo tungstato de cálcio, devido ao escurecimento coronário, provocado pelo 

radiopacificador. O novo MTA Fillapex apresenta propriedades físico-químicas 

satisfatórias, tais como tempo de presa, escoamento, radiopacidade e pH alcalino59.  

 GuttaFlow bioseal, é um cimento bioativo, a base de silicone, que associa gutta-

percha em pó, polidimetilsiloxano, catalisador de platina, dióxido de zircônio, prata 

(conservante), corante e vidro cerâmico bioativo. Este cimento foi lançado no mercado na 

tentativa de oferecer melhores propriedades físicas e biológicas. O GuttaFlow bioseal foi 

desenvolvido para melhorar a bioatividade de GuttaFlow favorecendo a regeneração de 

tecidos periodontais da região do periápice. O GuttaFlow bioseal apresenta pouca 

solubilidade e porosidade, capacidade de alcalinização em comparação a outros cimentos 

endodônticos2,36,17,93. De acordo com o fabricante, ao entrar em contato com fluidos 

periapicais, o material bioativo disponibiliza alguns constituintes tais como cálcio e silicatos 

que apresentam um papel importante no processo de reparação18. Portanto, a resposta 

tecidual dos cimentos endodônticos é um dos parâmetros para o sucesso endodôntico. 

Devido as alterações na composição do GuttaFlow bioseal, com o acréscimo do vidro 

bioativo e no MTA Fillapex, onde o radiopacificador foi alterado, torna-se oportuno 

investigar a reação tecidual provocada por estes cimentos no tecido subcutâneo de ratos, 

devido estes materiais serem novos e não existir estudos in vivo do Guttaflow bioseal e do 

novo MTA Fillapex. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 A primeira base científica para a Endodontia clínica moderna foi estabelecida por 

Davis em 1922. Ele foi o primeiro a sugerir que o tratamento cuidadoso dos tecidos 

periapicais, é a chave para o sucesso do tratamento endodôntico (Ricucci, Langeland73, 

1998). É reconhecido que os cimentos extravasados além da constricção apical, entram em 

contato com os tecidos periapicais, podendo agredi-los (Poggio et al69., 2017).  

Aos cimentos endodônticos, são exigidas algumas propriedades para que sejam 

eficazes no selamento e finalização do tratamento do canal, como selamento de túbulos 

dentinários e ramificações do canal principal (Guinesi et al41., 2014), ação bactericida e/ou 

bacteriostática (Faria-Júnior et al31., 2013; Oliveira, Duque65, 2013), selamento dos espaços 

vazios para evitar drenagem de exsudato (Zhou et al105., 2013; Siew et al84., 2015), 

biocompatibilidade e capacidade de estimular o reparo periapical (Yesilsoy et al103., 1988; 

Leonardo et al54., 1998; Leonardo et al55., 1999; da Silva et al20., 2011; Bin et al10., 2012; 

Kala et al47., 2015). A citotoxicidade é um dos aspectos da biocompatibilidade durante a 

seleção de um cimento endodôntico (Mandal et al58., 2014). Para encontrar um selador ideal, 

muitos materiais foram desenvolvidos com base em ionômero de vidro, óxido de zinco e 

eugenol, hidróxido de cálcio, resina epóxi, biocerâmicos, agregado trióxido mineral (MTA) 

e à base de silicone (Scelza et al79., 2012; Faroni et al30., 2013; Zhou et al105., 2013; 

Baldasso5, 2014; Mandal et al58., 2014; Kilkis et al49., 2015). 

A fórmula do cimento tipo Grossman, conhecida comercialmente no Brasil como 

Endofill (Endofill29, 2016), constitui-se num dos cimentos mais comumente utilizados 

(Leonardo et al54., 1998; Yigiti et al104., 2012). A popularidade deste cimento resulta do seu 

baixo custo e de suas propriedades físicas e químicas satisfatórias (Leonardo et al54., 1998; 

Baldasso et al6., 2016). Dentre as propriedades físicas e químicas satisfatórias, incluem a sua 

boa capacidade seladora, baixa permeabilidade, estabilidade dimensional, adesividade 

adequada, baixa solubilidade e baixa desintegração (Leonardo et al54., 1998). Dessa maneira, 

durante várias décadas, os cimentos mais utilizados foram aqueles cuja sua base é constituída 

de óxido de zinco e eugenol. No entanto, o cimento tipo Grossman é um material irritante 

ao tecido conjuntivo, gerando uma resposta inflamatória exacerbada (Leonardo et al54., 

1998; Tanomaru-Filho et al91., 1998; Shvero et al83., 2013).  

A composição do Endofill é basicamente a mesma do tradicional cimento tipo 

Grossman, contendo em seu pó óxido de zinco, resina hidrogenada, subcarbonato de 

bismuto, sulfato de bário e borato de sódio. O líquido é constituído de eugenol e óleo de 
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amêndoas doces (Endofill29, 2016). Em relação as suas propriedades, o cimento Endofill 

possui escoamento de 41mm, solubilidade de 4,34% e porosidade de 1,8%. De acordo com 

o fabricante, o tempo de trabalho a 37ºC é de aproximadamente 20 minutos (Scelza et al79., 

2012; Endofill29, 2016). 

Na última década, o MTA, material a base de silicato de cálcio, tornou-se popular na 

Endodontia (da Silva et al21., 2016). O MTA possui propriedades biológicas e físico-

químicas adequadas, excelente biocompatibilidade, bioatividade e é um ótimo osteocondutor 

(Vitti et al98., 2013; Collado-González et al17., 2017), sendo considerado um material 

próximo ao ideal quando refere-se a termos de biocompatibilidade (Bin et al10., 2012; Marins 

et al59., 2017). O MTA é um pó composto principalmente por silicato tricálcico (66,1%), 

silicato dicálcio, 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 al15., 2009; Camilleri et al16., 2013). O pH alcalino (10,2-12,5) atua sobre as 

estruturas proteicas de alguns micro-organismos, promovendo danos a integridade da 

membrana. Além disso, o pH altamente elevado, quando em contato com tecido conjuntivo, 

ativa e estimula a expressão da fosfatase alcalina, favorecendo a formação e deposição de 

tecido mineralizado, além de favorecer a formação de um tecido conjuntivo fibroso (Bin et 

al10., 2012; Silva et al85., 2013).  

Devido as vantagens do MTA, como biocompatibilidade, baixa citotoxicidade, baixa 

microinfiltração e a capacidade de tomar presa na presença de sangue ou umidade, este 

material tem sido amplamente utilizado em Endodontia para o selamento de perfurações, em 

casos de dentes com rizogênese incompleta, capeamento pulpar, pulpotomia e como material 

retrobturador em cirurgia parendodôntica (Holland et al46., 1999; Tanomaru-Filho et al92., 

2009; Bin et al10., 2012; Silva et al85., 2013; Faraoni et al30., 2013; da Silva et al21., 2016). 

Entretanto, apesar de suas características favoráveis, o MTA não exibe propriedades físicas 

compatíveis para ser utilizado com um cimento obturador no tratamento endodôntico, devido 

ao seu tempo de trabalho, tempo de inserção e manipulação difícil (Massi et al.,62 2011; 

Viola et al97., 2012; Bin et al10., 2012; Marques et al60., 2013; Silva et al85., 2013; Silva et 

al86., 2014; Faraoni et al30., 2013). As excelentes propriedades do MTA promoveram uma 

corrida para desenvolver novos cimentos endodônticos à base de silicato de cálcio (Collado-

González et al17., 2017). Com isso, novos cimentos endodônticos a base de MTA têm sido 

desenvolvidos, para serem utilizados na obturação dos canais radiculares. 
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Nos últimos anos, foi lançado no mercado o MTA Fillapex (Angelus, Londrina, PR, 

Brasil) como um cimento obturador, composto por MTA, resina salicilato, resina natural, 

óxido de bismuto e sílica. Dentre as suas propriedades físicas, este cimento apresenta tempo 

de trabalho de 35 minutos, capacidade de fluxo de 27,66mm, presa final após 18-20 horas, 

densidade óptica 77% e solubilidade de 20-30% (Gomes-Filho et al40., 2012; Silva et al85., 

2013; Vitti et al98., 2013). No entanto, os resultados relacionados com a resposta biológica 

do MTA Fillapex são conflitantes (Vitti et al98., 2013). A alta fluidez, solubidade e 

escoamento podem comprometer seu desempenho clínico, aumentando a chance de 

extravasamento do material para os tecidos periapicais, durante a obturação e liberação 

química das resinas presentes em sua composição, o que pode interferir na 

biocompatibilidade do material (Faraoni et al30., 2013).  

Recentemente a empresa Angelus lançou um novo MTA Fillapex (Angelus, 

Londrina, PR, Brasil), composto de duas pastas. Após a manipulação, este cimento consiste 

em MTA, resina salicilato, resina natural, resina diluente, tungstato de cálcio e sílica 

nanoparticulada. Na nova composição do MTA Fillapex, o radiopacificador foi alterado, 

sendo óxido de bismuto substituído pelo tungstato de cálcio, na tentativa de melhorar suas 

propriedades físico-químicas e também prevenir o escurecimento da coroa (Marins et al59., 

2017; MTA Fillapex,63 2017). 

Entre os cimentos à base de silicone, GuttaFlow foi desenvolvido para melhorar as 

características físicas, tais como porosidade, fluxo e adesão às paredes do canal radicular 

(Baldasso6, 2016), superando as desvantagens da técnica de obturação com guta-percha 

aquecida (Nawal et al64., 2011; Scelza et al79., 2012; Kala et al47., 2015; Silva et al87., 2015; 

Waistein et al100., 2016), apresenta uma técnica de obturação não aquecida, combinando 

cimento e guta percha em um só produto (Herbet et al45., 2009; Nawal et al64., 2011). 

Em 2004, o cimento endodôntico GuttaFlow, cuja base é de silicone, foi introduzido 

no mercado. Este cimento contém guta-percha em pó, uma matriz de polidimetilsiloxano, 

óleo de silicone, óleo de parafina, agente catalítico de platina, dióxido de zircônio, 

nanopartículas de prata e corante (Zielinsk et al106., 2008; Gencoglu et al37., 2009; Daming 

et al22., 2011; Willershausen et al101., 2011). As nanopartículas de prata foram agregadas 

com o intuito de proporcionarem um efeito antimicrobiano e conservar o material (Gencoglu 

et al37., 2009; Willershausen et al101., 2011). O GuttaFlow apresenta propriedades físicas e 

químicas adequadas, que permitem um bom selamento e biocompatibilidade favorável aos 

tecidos periapicais (Zoufan et al108., 2011; Wastein et al100., 2016). Sua baixa toxicidade tem 
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sido demonstrada e comparada com a de diferentes cimentos endodônticos, incluindo AH 

Plus, Endo Rez, Apexit, Epiphany e Acroseal (Savariz et al77., 2010). A ausência de eugenol 

é uma das características do material que apresenta radiopacidade semelhante aos cimentos 

a base de resina (Savariz et al77., 2010), dentro do recomendado pela ADA e sua fluidez 

permite o preenchimento de canais laterais e de túbulos dentinários. Este cimento apresenta 

uma dilatação em torno de 0,2%, evitando microinfiltrações; o tempo de trabalho deste 

cimento é de no tempo máximo de 10 a 15 min, sendo que o calor diminui o tempo de presa 

que é de 25 a 30 min. Em relação à solubilidade do GuttaFlow, a partir do contato com os 

fluidos periapicais, apresenta-se virtualmente igual a zero em relação aos cimentos mais 

utilizados, resultando em um preenchimento dimensional estável (Elayouti et al28., 2005; 

Bouillaguet et al13., 2008; Zielinsk et al106., 2008; Vasiliadis et al96., 2010; Kangarlou et al48., 

2012; Baldasso et al6., 2016; Coltene18, 2017). 

GuttaFlow 2 é uma nova formulação de GuttaFlow, difere basicamente na forma da 

partícula de prata usada (Wastein et al100., 2016; Baldasso et al6., 2016; Collado-González 

et al17., 2017); este cimento à base de silicone contém guta-percha, em forma de pó com um 

tamanho de partícula inferior a 30 µm (Ozcan et al67., 2017). O GuttaFlow 2 é composto por 

uma mistura de guta-percha pó, polidimetilsiloxano, catalisador de platina, dióxido de zinco-

titânio, e micro-prata. Evidências apontam para uma melhor biocompatibilidade do 

GuttaFlow 2 (Accardo et al1., 2014) e menor citotoxicidade em culturas de fibroblastos 

gengivais do que o AH Plus (Mandal et al58., 2014).  

Uma terceira formulação do GuttaFlow foi lançada em 2015, denominada GuttaFlow 

bioseal (Baldasso5, 2014; Camargo et al14., 2017). O GuttaFlow bioseal, assim como o 

sistema GuttaFlow 2, também combina guta-percha de fluxo livre com um selante 

apropriado à temperatura ambiente. Isto resulta em um material com excelentes propriedades 

de fluidez e um tempo de trabalho de 10-15 minutos. O GuttaFlow bioseal contém gutta-

percha em pó, polidimetilsiloxano, catalisador de platina, dióxido de zircônio, prata 

(conservante), corante e vidro cerâmico bioativo (sílica, óxido de cálcio, óxido de sódio, 

óxido de fósforo, silicatos) (Giannoudis et al39., 2005; Baldasso et al6., 2016). A diferença 

na composição do GuttaFlow bioseal em relação ao seu antecessor, GuttaFlow 2, é o 

acréscimo de vidro cerâmico bioativo, o que segundo o fabricante, induz o reparo periapical 

e a formação de tecido mineralizado (Coltene18, 2017). 

Os cimentos endodônticos permanecem em íntimo contato com os tecidos 

periapicais, isso exige que estes materiais sejam biocompatíveis, favorecendo o reparo 
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tecidual. Para que um novo cimento endodôntico seja vantajoso em relação aos já 

estabelecidos no mercado, é necessário que seja realizado um conjunto de análises que 

permita identificar suas características físicas, químicas, sua citotoxicidade e 

biocompatibilidade (Blackman et al11., 1989; Ranade et al71., 2003; Baldasso5, 2014). Um 

dos métodos utilizados para avaliar a biocompatibilidade de cimentos é a implantação do 

material no subcutâneo de ratos. A resposta biológica pode ser investigada por meio da 

avaliação histopatológica da cápsula que se forma em resposta aos materiais, por meio de 

análises morfológica e quantitativa do tecido circundante ao implante (Economides et al26., 

1995; Ranade et al71., 2003). Considerando que a resposta tecidual aos materiais compreende 

uma cascata de eventos celulares e moleculares, a detecção imuno-histoquímica tem sido 

utilizada para melhor caracterizar a resposta tecidual. Dentre os diversos fatores e citocinas 

envolvidas neste processo, podemos citar o fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) 

e a interleucina-6 (IL6) (Simsek et al88., 2015). 

Na reação inflamatória, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) aumenta 

a permeabilidade dos vasos sanguíneos, favorecendo a diapedese dos leucócitos para o tecido 

conjuntivo. Além disso, o VEGF estimula a proliferação de células endoteliais bem como a 

sua sobrevivência, particularmente durante o desenvolvimento embrionário (Dimmeler et 

al25., 2000) e, portanto, induz a angiogênese (Wang et al99., 1998; Yang et al102., 2012). A 

angiogênese consiste em um processo de neoformação vascular a partir de uma rede de vasos 

capilares pré-existentes, de fundamental importância para a cicatrização, regeneração e 

reparação de tecidos (Reyes-Carmona et al72., 2011). 

Os leucócitos no tecido conjuntivo são responsáveis pela produção e liberação de 

diversas citocinas que atuam como moduladores essenciais da resposta do sistema 

imunológico (Rincon et al74., 2012). As citocinas regulam a proliferação e a diferenciação 

celular, dependendo do tipo e das células alvo envolvidas na resposta do hospedeiro; além 

disso, diversas vezes as citocinas apresentam atividades sobrepostas. Dentre as citocinas, a 

interleucina-6 (IL-6) tem sido associada com a instalação do processo inflamatório (Li et 

al56., 2001; Longhini et al57., 2014; Silva et al86., 2014; Silva et al87., 2015; da Fonseca et 

al19., 2016; de Oliveira et al24., 2017) e, portanto, tem sido apontada como um dos possíveis 

alvos da intervenção terapêutica (Scheller et al80., 2011). A IL-6 é uma citocina 

multifuncional que desempenha um papel importante nas respostas imunes, com atividades 

biológicas que incluem a regulação da resposta imunitária, hematopoese, oncogênese e no 

processo inflamatório (Lee et al53., 2002; Kishimoto et al50., 2010; Azuma et al4., 2014). 
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Frente a uma lesão tecidual, a IL-6 é a uma das interleucinas que participa da resposta 

mediada pelo hospedeiro, estando envolvida na patogênese de várias doenças inflamatórias 

(Barkhordar et al7., 1999). Esta citocina é produzida por neutrófilos, monócitos, células 

endoteliais, fibroblastos e outras células em resposta a micro-organismos (Florencio-Silva 

et al34., 2015; de Oliveira et al24., 2017), substâncias liberadas por materiais odontológicos 

(Silva et al86., 2014; Silva et al87., 2015; da Fonseca et al19., 2016; Saraiva et al76., 2018) e 

também à estimulação por outras citocinas, como a interleucina-1 (IL-1) e fatores de necrose 

tumoral alfa (TNF-α) (Souza et al90., 2008; Hashizume et al44., 2011). A IL-6 possui várias 

propriedades pró-inflamatórias, tais como a produção de quimosinas e moléculas de adesão 

aos linfócitos, indução de proteínas de fase aguda em células de fígado e aumento de 

neutrófilos no sangue (Souza et al90., 2008; Hashizume et al44., 2011).  

Considerando que os cimentos endodônticos, particularmente nos períodos iniciais, 

liberam diferentes substâncias que devem interferir na resposta do hospedeiro levando a uma 

reação inflamatória crônica ou a regressão desta reação, o nosso propósito foi avaliar a 

reação tecidual promovida pelo GuttaFlow bioseal e MTA Fillapex, com ênfase no processo 

inflamatório e na detecção imuno-histoquímica da IL-6 e do VEGF. Além disso, um possível 

papel bioativo dos cimentos foi investigado por meio do método de von Kossa que detecta a 

presença de cálcio. 
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3 PROPOSIÇÃO 

O objetivo do presente estudo foi analisar a reação tecidual promovida pelos 

cimentos Guttaflow Bioseal e MTA Fillapex implantados no subcutâneo de ratos, a fim de 

analisar a sua biocompatibilidade. A resposta biológica deste material foi comparada a do 

cimento Endofill. Os nossos objetivos específicos foram: 

• Avaliar e caracterizar morfologicamente das cápsulas formadas em resposta 

aos implantes, por meio de análises realizadas ao microscópio de luz;  

• Analisar comparativamente a resposta inflamatória promovidas pelos 

cimentos Guttaflow bioseal, MTA Fillapex e Endofill; 

• Avaliar comparativamente a imunoexpressão à IL-6 e ao VEGF nas cápsulas 

formadas em resposta aos materiais implantados; 

• Avaliar comparativamente o potencial bioativo dos materiais implantados no 

subcutâneo. 
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4 MATERIAL E MÉTODO  

 

4.1 Animais 

 

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 16/2016, ANEXO A). 

No presente estudo, foram utilizados 80 (oitenta) ratos Holtzman (Rattus norvegicus 

albinus) adultos jovens, machos, pesando em média 220 gramas, provenientes do biotério 

de Criação da Faculdade de Odontologia do Campus de Araraquara (UNESP). Todos os 

animais foram mantidos no Biotério do Subsolo do Prédio de Biomorfológicas da Faculdade 

de Odontologia de Araraquara (FOAr/UNESP), o qual apresenta 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 granulada (Nutrilabor; 

Guabi, Campinas, SP, Brasil) e água ad libitum. A maravalha das gaiolas foi trocada, no 

mínimo, três vezes por semana; a limpeza das gaiolas e bebedouro também foi realizada, a 

fim de manter a higiene do seu ambiente e, portanto, evitando desconforto aos animais.   

Os animais foram distribuídos equitativamente em quatro grupos, de acordo com os 

materiais implantados no subcutâneo: GFB (Grupo GuttaFlow bioseal, Coltene, Langenau, 

Alemanha); MTAF (Grupo MTA Fillapex, Angelus Indústria de produtos Odontológicos 

S/A, Londrina, PR, Brasil), EF (Grupo EndoFill, Dentsply Industria e Comércio Ltda, 

Petrópolis, RJ, Brasil) e GC (Grupo Controle – tubo de polietileno vazio). Os dados e 

procedência dos materiais estão descritos no Quadro 1 e ilustrados nas Figuras 1A-1C.  
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Fotos dos cimentos que foram manipulados e implantados no subcutâneo dorsal dos ratos. Figura 

1A - MTA Fillapex (Angelus, Londrina, PR, Brasil). Figura 1B - Endofill (Dentsply, Petrópolis, 

RJ, Brasil). Figura 1C- GuttaFlow bioseal (Coltene, Langenau, Alemanha). 

Quadro 1 – Nome do material e procedência comercial, composição e forma de manipulação dos 

produtos avaliados 

MATERIAL/ 

PROCEDÊNCIA 

COMPOSIÇÃO FORMA DE 

MANIPULÇAO 

GuttaFlow 

bioseal, Coltene, 

Langenau, 

Alemanha 

Gutta-percha em pó, polidimetilsiloxano, 

catalisador de platina, dióxido de zircônio, 

prata (conservante), corante e vidro bioativo 

Seringa automix na qual os 

materiais são misturados 

em proporções iguais (1:1) 

na ponta misturadora 

MTA Fillapex, 

Angelus Indústria 

de produtos 

Odontológicos 

S/A, Londrina – 

PR – Brasil 

Pasta Base: resina 

salicilato, resina 

natural, tungstato de 

cálcio, sílica 

nanoparticulada, 

pigmentos 

Pasta catalisadora: 

resina diluente, 

mineral trióxido 

agregado, sílica 

nanoparticulada, 

pigmentos 

Dosar quantidades iguais 

(1:1) das pastas e espatular 

por 30 segundos para 

homogeneizar a mistura 

EndoFill, 

Dentsply 

Indústria e 

Comércio Ltda, 

Petrópolis – RJ – 

Brasil 

Pó: Óxido de zinco, 

resina hidrogenada, 

subcarbonato de 

bismuto, sulfato de 

bário, borato de 

sódio 

Líquido: Eugenol, 

óleo de amêndoas 

doces 

Pó: 1g: líquido 220µl.  

O pó foi adicionado ao 

líquido até atingir a 

consistência que, ao 

levantar a espátula, forma 

um fio de cimento que se 

rompe ao atingir 2cm de 

comprimento 
Fonte: Elaboração própria. 

 

       Figura 1 – Ilustração dos cimentos endodônticos avaliados 
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4.2 Procedimentos Cirúrgicos 

 

Os ratos foram anestesiados com 0,08 mL/100 g 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 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 (Figura 2A).   

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 esterilizados em óxido de etileno52,97. Após a tricotomia e 

assepsia com solução de iodo a 5% da região dorsal do animal, realizou-se uma incisão de 2 

cm, no sentido crânio-caudal (Figuras 2B-2C). Os tecidos foram divulsionados e os tubos 

preenchidos com um dos materiais ou os tubos vazios foram implantados na bolsa criada no 

subcutâneo (Figuras 2E-2F); em cada animal foram implantados 2 tubos do mesmo grupo. 

Foram realizados 10 implantes para cada material por período experimental. Portanto, a 

colocação de 2 implantes (do mesmo grupo) em cada animal teve como objetivo obter uma 

amostra de 5 implantes/grupo em cada período, evitando a repetição do experimento devido 

a possíveis perdas dos implantes durante a remoção dos implantes ou durante o 

processamento laboratorial.  

Após a colocação dos tubos de polietileno na bolsa criada no subcutâneo dorsal, o 

local da incisão foi suturado em pontos simples utilizando fio de seda (Seda 4-0, Ethicon, 

São José dos Campos, SP-Brasil) (Figura 2G). Os animais foram acondicionados em gaiolas, 

devidamente identificados de acordo com o grupo e período, e foram observados até a 

recuperação da anestesia. Para minimizar o desconforto pós-operatório dos animais, 

administrou-se dipirona sódica (EMS S/A, Hortolândia, São Paulo, Brasil), na dosagem de 

0,03 mg para cada 100 g de peso corporal nos três primeiros dias após a cirurgia. Os animais 

foram observados diariamente para verificar a ingestão de ração e água, além de qualquer 

indício de alteração de comportamento (irritabilidade e postura nas gaiolas) que poderia 

refletir possível desconforto/dor dos animais.  

Decorridos os períodos de 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram eutanasiados com 

sobredose de Cloridrato de Cetamina (Virbac do Brasil Indústria e Comércio Ltda., São 

Paulo, SP, Brasil) e Cloridrato de Xilazina (União Química Farmacêutica Nacional S/A, São 
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Paulo, SP, Brasil) para a remoção dos implantes com os tecidos circundantes (Figuras 2A-

2J). 
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Figura 2 - Sequência dos procedimentos cirúrgicos
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Figuras 2A-2J - Sequência cirúrgica de inserção e remoção dos implantes no subcutâneo. Figura 

2A- administração da anestesia por via intraperitoneal, após contenção do animal. Figuras 2B-2C – 

Após a anestesia, realizou-se tricotomia (Fig. 2B) e com uma tesoura foi realizada uma incisão no 

sentido crânio caudal. Figura 2D - Tubo de polietileno. Figura 2E - Divulsão dos tecidos com 

tesoura de ponta romba. Figura 2F - Inserção do tubo de polietileno no subcutâneo. Figura 2G - 

Sutura com fio de seda. As setas indicam o local dos implantes no subcutâneo. Figura 2H-2J - Após 

anestesia, tricotomia, antissepsia com solução de iodo a 5%, com uma tesoura realizou-se a incisão 

da pele para localização e remoção do implante e tecidos adjacentes para o processamento 

histológico. Em 2I, a seta indica o tubo de polietileno envolvido pela cápsula. A Figura 2J ilustra a 

porção da pele removida contendo o implante no subcutâneo.  
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4.3 Processamento Histológico 

 

As etapas do processamento histológico foram resumidamente descritas num 

diagrama que pode ser observado na Figura 3. Os implantes envolvidos pelos tecidos 

adjacentes foram removidos e imediatamente imersos em solução de formaldeído a 4% 

(preparado a partir do paraformaldeído) tamponado com fosfato de sódio 0,1 M com pH 7,2, 

durante 48 horas. Após a fixação, as peças foram lavadas em água corrente durante 4 horas 

e posteriormente, foram desidratadas em concentrações crescentes de etanol (70º GL, 80º 

GL, 90º GL e 100º GL). Após a diafanização, os espécimes foram embebidos em parafina 

líquida (60ºC) por aproximadamente 4 horas (3 trocas de parafina) e incluídos em parafina. 

Os espécimes (implantes + tecidos adjacentes) foram incluídos de maneira a obter cortes 

longitudinais em relação aos tubos de polietileno. Após confecção dos blocos de parafina 

contendo os espécimes, com auxílio de um estilete e de uma lâmina de bisturi nº 15 

(Embramac, Itajaí, SC, Brasil) o tubo de polietileno (Embramed Indústria e Comércio Ltda., 

São Paulo, SP, Brasil) foi cuidadosamente removido e inserido parafina no seu espaço.  

Com um micrótomo rotativo (Leica, modelo Microm HM 325, Wetzlar, Alemanha), 

foram obtidos a partir dos blocos, 40 cortes longitudinais com 6 μm de espessura de cada 

implante, sendo que foram colocados 2 cortes em cada lâmina de vidro (Exacta, Ind. e 

Comércio de Produtos Científicos Perfecta Ltda, São Paulo, Brasil). Cortes não seriados, 

com distância mínima de 100µm e corados com HE (hematoxilina de Carazzi e eosina) 

foram usados para análise morfológica e obtenção do número de células inflamatórias. 

Alguns cortes foram também corados com tricrômico de Masson para verificar a presença 

de colágeno nas cápsulas. De todos os espécimes, vinte e quatro cortes não seriados das 

cápsulas envolvendo os implantes foram aderidos a lâminas de vidro previamente tratadas 

com silano a 4% (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, EUA) para a realização das 

reações imuno-histoquímica para detecção de interleucina-6 (IL-6) e do VEGF. 

Para a descrição das alterações morfológicas e captura das imagens, foi utilizada uma 

câmera de captura (DP-71 Olympus, Japão) acoplada ao microscópio de luz (Olympus, 

modelo BX-51, Japão). 
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4.4 Métodos de Análise 

4.4.1 Descrição morfológica 

A partir dos cortes corados com HE e tricrômico de Masson, foi realizada a descrição 

morfológica das cápsulas adjacentes aos implantes, ou seja, na abertura dos tubos, a fim de 

avaliar a reação tecidual induzida pelos cimentos endodônticos (Figuras 4 e 5). Nesta análise, 

foi considerada a presença ou não de processo inflamatório, bem como a sua extensão; 

considerou-se também o tipo de células inflamatórias, presença de células gigantes 

multinucleadas, vasos sanguíneos, fibroblastos e fibras colágenas. 

 

Figura 4- Tubo de polietileno implantado no subcutâneo dos animais. 

 

 

 

A Figura 4A mostra o aspecto macroscópico do tubo de polietileno previamente cortado e 

esterilizado. Figura 4B – corte longitudinal mostrando o espaço ocupado pelo tubo de polietileno (T) 

e os tecidos adjacentes. (C) cápsulas nas extremidades do implante que constituí a região avaliada. 

M, tecido muscular. Tricrômico de Masson. Barra: 500µm. 
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4.4.2 Densidade numérica de células inflamatórias 

 

A fim de comparar a intensidade da reação inflamatória promovida pelos materiais 

foi obtido o número de células inflamatórias por mm2 nas cápsulas adjacentes às 

extremidades dos tubos implantados. A quantificação foi obtida a partir de 3 cortes não 

seriados (intervalo mínimo de 100 µm) de cada espécime, em todos os grupos e períodos 

(n=5/grupo em cada período). 

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

luz (Olympus, modelo BX-51, Japão), foi capturada uma imagem da porção central da 

cápsula adjacente aos materiais implantados; esta imagem foi obtida com a objetiva de 40x. 

Posteriormente, com o programa de análise de imagens (Image-Pro Express 6.0, Olympus – 

Japão), a imagem foi aberta e o número de células inflamatórias foi computado numa área 

teste de aproximadamente 0,09mm2 da cápsula (Figura 5). O valor total de células 

inflamatórias em cada animal (obtido a partir das áreas dos três cortes/implante) foi dividido 

pela área total (0,27mm2) obtendo-se, assim, um valor de células inflamatórias/mm2. Ao 

final, estabeleceu-se uma média para cada grupo e em cada período. A análise foi realizada 

por um examinador calibrado e “cego” aos grupos experimentais. 
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Figura 5- Imagem ilustrativa do método quantitativo 

 

“Print screen” de uma fotomicrografia capturada com a câmera DP-71 acoplada ao microscópio 

Olympus. Com o auxílio do programa de análise de imagens (Image-Pro Express, Olympus), a 

fotomicrografia foi aberta e, após calibração, uma grade reticular contendo 30 intersecções/pontos 

(sistema teste) foi sobreposta à imagem; esta grade foi usada somente para auxiliar como uma “guia” 

durante a contagem das células. Para a identificação das células inflamatórias e demais estruturas a 

imagem foi ampliada. Setas, células inflamatórias, VS, vasos sanguíneos. Coloração HE. 
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4.4.3 Espessura das cápsulas adjacentes aos implantes 

 

A fim de avaliar a extensão da reação inflamatória promovida pelos materiais foi 

estimada a espessura (em µm) nas cápsulas adjacentes às extremidades dos tubos 

implantados. A mensuração foi obtida a partir de 3 cortes não seriados (intervalo mínimo de 

100 µm) de cada espécime, em todos os grupos e períodos (n=5/grupo em cada período) por 

um único avaliador calibrado.  

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

luz (Olympus, modelo BX-51, Japão), foi capturada uma imagem da porção central da 

cápsula adjacente aos materiais implantados; esta imagem foi obtida com a objetiva de 4x. 

Posteriormente, com o programa de análise de imagens (Image-Pro Express 6.0, Olympus – 

Japão), a imagem foi aberta e, após a calibração do programa, a espessura das cápsulas foi 

estimada na sua porção média traçando-se uma linha a partir de sua superfície mais interna, 

adjacente ao material, até o seu limite com os tecidos adjacentes, ou seja, tecidos conjuntivo 

frouxo e/ou muscular. O valor total da espessura das cápsulas em cada animal foi obtido a 

partir do valor médio obtido nas medidas dos três cortes/implante obtendo-se, assim, um 

valor da espessura em µm. Ao final, estabeleceu-se uma média para cada grupo e em cada 

período.  
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4.4.4 Detecção imuno-histoquímica de IL-6  

 

A reação imuno-histoquímica para a detecção de IL-6 foi realizada com o anticorpo 

primário monoclonal anti-IL-6 produzido em camundongo (Abcam, cód. Ab 9324, 

Cambridge Science, UK). Após desparafinização e hidratação, foi realizado a recuperação 

antigênica; para isso, 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 94-98ºC. Após o 

resfriamento, procedeu-se as lavagens com PBS 0,01 M (pH 7,2) e o tratamento durante 20 

minutos com peróxido de hidrogênio a 5%, para o bloqueio da peroxidase endógena. Os 

cortes foram lavados novamente e, então, incubados com albumina do soro bovino a 2% 

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

foram incubados overnight em câmara úmida a 4°C com anticorpo primário anti-IL-6 

produzido em camundongo, na diluição 1:800. 

Subsequentemente às lavagens em tampão PBS 0,01 M, os cortes foram incubados 

em anticorpo secundário de coelho/camundongo anti-IgG biotinilado (Biotinylated LINK 

Universal, Dako LSAB + System-HRP, K0675; Dako Inc., Carpinteria, CA, Estados 

Unidos) por 40 minutos. Após lavagens em tampão, os cortes foram incubados com o 

complexo Streptavidin-HRP (Dako LSAB + System-HRP, K0675; Dako Inc.) por 40 

minutos.  Subsequentemente às lavagens em tampão, a atividade da peroxidase foi revelada 

pelo cromógeno 3,3’-diaminobenzidina (ImmPACTTM DAB Vector, Burlingame, CA, 

Estados Unidos) durante 4 minutos. Os cortes foram contracorados com hematoxilina de 

Carazzi, desidratados, diafanizados e montados para análise ao microscópio de luz. Como 

controle negativo, no passo da incubação com o anticorpo primário os cortes foram 

incubados com soro não imune; as demais etapas foram realizadas sem qualquer 

modificação. 

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

calculou-se a média para cada grupo em cada período. 

 

4.4.5 Detecção imuno-histoquímica de VEGF  

 

A reação imuno-histoquímica para a detecção do VEGF foi realizada com o anticorpo 

primário monoclonal anti-VEGF produzido em coelho (Santa Cruz Biotechnology Inc., 

Santa Cruz, cód. sc – 7269, CA, Estados Unidos). Após desparafinização e hidratação, foi 

realizado a recuperação antigênica; para isso, 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 

94-98ºC. Após o resfriamento, procedeu-se as lavagens com PBS 0,01 M (pH 7,2) e o 

tratamento durante 20 minutos com peróxido de hidrogênio a 5%, para o bloqueio da 

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

do soro bovino a 2% (Sigma-Aldrich Co., Saint Louis, Missouri, USA), por 20 minutos. Em 

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

primário anti-VEGF produzido em camundongo, na diluição 1:100. Subsequentemente às 

lavagens em tampão PBS 0,01 M, os cortes foram incubados em anticorpo secundário anti-

IgG biotinilado de coelho (ImmunoCruzTM LSAB Staining System SC-2051; Santa Cruz 

Biotechnology Inc., Santa Cruz, CA, Estados Unidos) por 40 minutos. Após lavagens, os 

cortes foram incubados com o complexo HRP-avidina (ImmunoCruzTM LSAB Staining 

System SC-2051, Santa Cruz) durante 40 minutos e, após as lavagens, a atividade da 

peroxidase foi revelada pelo cromógeno 3,3’-diaminobenzidina (ImmPACTTM DAB Vector, 

Burlingame, CA, Estados Unidos) durante 3 minutos. Os cortes foram contracorados com 

hematoxilina de Carazzi, desidratados, diafanizados e montados para análise ao microscópio 

de luz. Como controle negativo, no passo da incubação com o anticorpo primário os cortes 

foram incubados com soro não imune de coelho; as demais etapas foram realizadas sem 

qualquer modificação. 
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4.4.6 Reação histoquímica de von Kossa 

 

O método de von Kossa70,75 foi utilizado para avaliar a possível deposição de cálcio 

nas cápsulas adjacentes às extremidades dos tubos implantados. Este método foi realizado 

nos espécimes de todos os grupos e períodos. Os cortes desparafinizados foram incubados 

em solução aquosa contendo 5% de nitrato de prata, sob a ação de uma lâmpada 

incandescente (100 watts), durante 1 hora. Após a incubação, os cortes foram lavados 

rapidamente em água destilada e, subsequentemente, os cortes foram imersos em 5% de 

hipossulfito de sódio por 5 minutos. Em seguida, os cortes foram lavados rapidamente em 

água corrente e durante 5 minutos em água destilada. Após a lavagem, os cortes foram 

submetidos ao   método do picrosirius-red. Subsequentemente, os cortes foram lavados, 

desidratados e montados em meio resinoso (Permount®, Fisher Scientific, New Jersey, USA) 

para análise ao microscópio de luz.  
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4.5 Análise Estatística 

 

Os resultados quantitativos obtidos e as possíveis diferenças entre os grupos foram 

submetidos ao teste de normalidade e, posteriormente, avaliados pelo two-way ANOVA 

seguido pelo teste de TUKEY com o auxílio do programa Sigma Stat 2.0 (Jandel Scientific, 

Sausalito, CA, USA). Sendo considerado o nível de significância de 5% (p≤0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 Análise Morfológica 

 

No período de 7 dias, os cortes corados com HE revelaram que os implantes de todos 

os grupos se apresentaram envolvidos por cápsulas exibindo diversas células inflamatórias 

(Figuras 6A-6H). No grupo GFB (Figura 6A), as cápsulas apresentaram-se relativamente 

delgadas em comparação aos grupos MTAF e EF (Figuras 6B e 6C); no grupo EF, a espessa 

cápsula adjacente à abertura dos tubos de polietileno mostrava evidente processo 

inflamatório (Figura 6C). No grupo GC, os limites entre cápsula e tecidos adjacentes estava 

quase que indistinguível (Figura 6D). Nos grupos GFB, GMTAF e EF, as cápsulas exibiram 

evidente presença de células inflamatórias, principalmente linfócitos e macrófagos, entre 

uma profusa rede de vasos sanguíneos (Figuras 6E-6G) em comparação ao grupo GC (Figura 

6H). Ocasionalmente células gigantes multinucleadas foram também observadas (Figuras 

6E e 6H).  

Uma redução gradativa no processo inflamatório foi observada nas cápsulas de todos 

os grupos com o decorrer do tempo. Assim, fibroblastos já foram observados entre as células 

inflamatórias nas cápsulas de todos os grupos, nos períodos de 15 e 30 dias (Figuras 7A-

7H). Aos 30 dias, as cápsulas do GFB apresentaram uma evidente redução da reação 

inflamatória acompanhada pela presença significativa de fibroblastos (Figura 7E) em 

comparação aos grupos MTAF (Figura 7F) e EF (Figura 7G). Neste período, as cápsulas do 

GC continham poucas células inflamatórias, caracterizando um processo inflamatório 

leve/suave (Figura 7H). 

Aos 60 dias (Figuras 8A-8D), todos os grupos apresentaram cápsulas delgadas em 

comparação aos 7 dias (Figuras 6A-6D); no entanto, as cápsulas do grupo EF (Figura 8C) 

apresentaram-se evidentemente mais espessas em comparação aos demais grupos (Figuras 

8A, 8B e 8D). O grupo GFB exibiu cápsulas com presença predominante de fibroblastos 

dispostos entre as fibras de colágeno e poucas células inflamatórias (Figura 8E). No MTAF 

as células inflamatórias foram observadas, principalmente, na superfície das cápsulas 

adjacente aos cimentos (Figura 8F). Em contraposição, inúmeras células inflamatórias 

estavam presentes nas cápsulas do EF (Figura 8G). No grupo GC, fibroblastos entre fibras 

colágenas representaram os principais constituintes das cápsulas (Figura 8H). 
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Os cortes corados com tricrômico de Masson evidenciaram as significativas 

diferenças nos constituintes das cápsulas, particularmente no que se refere a matriz 

extracelular, com o decorrer do período. Aos 7 dias, o tecido conjuntivo das cápsulas 

continha predominantemente células, sendo a maioria células inflamatórias, e a presença de 

poucas e finas fibras colágenas (Figuras 9A-9D). Evidentes alterações foram observadas nas 

cápsulas aos 60 dias, tanto na quantidade e tipo de células bem como na matriz extracelular 

(Figuras 9E-9H). Nos grupos GFB (Figura 9E) e GC (Figura 9H), as cápsulas exibiram 

nítidos feixes de fibras colágenas (em azul) entre diversos fibroblastos; no grupo MTAF, 

algumas células inflamatórias ainda persistiam entre os feixes de fibras colágenas e 

fibroblastos (Figura 9F). Em contraposição, as cápsulas do EF ainda mostraram um 

predomínio de células inflamatórias em comparação aos demais componentes (Figura 9G).  
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5.2 Densidade Numérica de Células Inflamatórias 

 

Conforme a Tabela 1, o número de células inflamatórias/mm2 foi significantemente 

maior nas cápsulas de todos os grupos aos 7 dias. Com o decorrer do tempo, uma redução 

significante nos valores foi observada em todos os grupos. 

A análise deste parâmetro entre os grupos num mesmo período revelou que o número 

de células inflamatórias foi significantemente menor nas cápsulas do GFB em comparação 

aos grupos MTAF (p<0,0001) e EF (p<0,0001), aos 7, 15 e 30 dias. Aos 60 dias, diferenças 

significantes no número de células inflamatórias não foram observadas entre as cápsulas do 

GFB e MTAF (p=0,58). Em todos os períodos, os valores obtidos no grupo EF foram 

maiores significantemente (p<0,0001) em comparação aos grupos GFB e MTF. O número 

de células inflamatórias foi significantemente menor (p<0,0001) no grupo GC em 

comparação aos demais grupos, em todos os períodos.   

 

Tabela 1– Densidade numérica de células inflamatórias nas cápsulas adjacentes aos implantes dos 

grupos GuttaFlow bioseal (GFB), MTA Fillapex (MTAF), Endofill (EF) e Controle 

(GC) após 7, 15, 30 e 60 dias 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. A comparação entre os grupos no mesmo 

período é indicada por letras sobrescritas nas linhas; letras iguais = sem diferença estatística 

significante. A comparação entre os períodos é indicada por números sobrescritos nas colunas; 

números iguais = sem diferença estatística significante. Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

 

 

Períodos GFB MTAF EF GC 

7 dias 1.052 ± 86a;1 1.256 ± 128b;1 2.171 ± 11c;1 697 ± 32d;1 

15 dias 673 ± 10a;2
 906 ± 14 b;2 1.673 ± 24c; 2 307 ± 12d;2 

30 dias 533 ± 36a;3 745 ± 48b;3 1.465 ± 110c; 3 213 ± 19d;3 

60 dias 280 ± 19a;4 321 ± 10a;4 904 ± 12b; 4 94 ± 3c;4 
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5.3 Espessura das Cápsulas Adjacentes aos Implantes 

 

De acordo com a Tabela 2, a espessura das cápsulas de todos os grupos reduziu 

significantemente (p≤0,0001) ao decorrer do tempo. Em todos os períodos, a espessura 

das cápsulas do grupo GC foi significantemente menor em comparação aos demais grupos 

enquanto que o grupo EF apresentou valores significantemente maiores. A espessura das 

cápsulas do grupo GFB foi menor significantemente (p≤0,0001) em comparação ao grupo 

MTAF, em todos os períodos.  

 

Tabela 2 – Espessura das cápsulas (em µm) adjacentes aos implantes dos grupos GuttaFlow bioseal 

(GFB), MTA Fillapex (MTAF), Endofill (EF) e Controle (GC) após 7, 15, 30 e 60 dias. 

 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. A comparação entre os grupos no mesmo 

período é indicado por letras sobrescritas nas linhas; letras iguais = sem diferença estatística 

significante. A comparação entre os períodos é indicada por números sobrescritos nas colunas; 

números iguais = sem diferença estatística significante. Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Períodos GFB MTAF EF GC 

7 dias 353 ± 4a;1 427 ± 12b;1 614 ± 59c;1 266 ± 10d;1 

15 dias 235 ± 8a;2
 360 ± 7 b;2 486 ± 5c; 2 179 ± 11d;2 

30 dias 177 ± 2a;3 245 ± 5b;3 280 ± 4c; 3 108 ± 4d;3 

60 dias 126 ± 0,5a;4 204 ± 2b;4 234 ± 3c; 4 80 ± 2d;4 
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Figura 6 – Prancha H.E 7 dias 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando porções de cortes das cápsulas adjacentes à abertura dos tubos de 

polietileno (T) implantados no subcutâneo de ratos, após 7dias. Figuras 6A-6D – visão geral 

mostrando parte dos tecidos que envolvem os tubos implantados (T). Note que as cápsulas (C), 

adjacentes à abertura dos tubos de polietileno (T), estão representadas por uma faixa relativamente 

espessa contendo diversas células inflamatórias. Os tecidos adjacentes às cápsulas apresentam-se, 

aparentemente, íntegros. LC, tecido conjuntivo frouxo. Barras: 500 µm. Figuras 6E-6H – as 

fotomicrografias mostram a porção mais interna das cápsulas, ou seja, em justaposição à abertuta dos 

tubos de polietileno (T). As cápsulas adjacentes aos cimentos (Figuras 6E-6G) exibem diversas 

células inflamatórias (setas), principalmente linfócitos, plasmócitos e macrófagos. No grupo controle 

(Figura 6H), as células inflamatórias (setas) estão dispersas pela cápsula, além da presença evidente 

de fibroblastos (Fb). Fb, fibroblastos; CG, célula gigante multinucleada; VS, vasos sanguíneos; 

cabeça de seta, partículas de cimento. Barras: 20 m. HE. 
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Figura 7 – Prancha H.E 15 e 30 dias 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando a porção mais interna das cápsulas após 15 (Figuras 7A-7D) e 30 

(Figuras 7E-7H) dias ao implante. As cápsulas exibem células inflamatórias (setas), fibroblastos 

(Fb) e vasos sanguíneos (VS). Note que aos 30 dias, a cápsula do GFB (Figura 7E) exibe fibroblastos 

dispostos entre as fibras colágenas semelhantemente ao grupo controle (Figura 7H) enquanto que 

inúmeras células inflamatórias (setas) estão presentes na cápsula do Endofill (Figura 7G). Cabeça de 

seta, partículas de material. Barras: 20 m. HE. 
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Figura 8 – Prancha H.E 60 dias 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando porções de cortes das cápsulas adjacentes à abertura dos tubos de 

polietileno (T) implantados no subcutâneo de ratos, após 60 dias. Figuras 8A-8D – visão geral 

mostrando parte dos tecidos que envolvem os tubos implantados (T). As cápsulas (C), adjacentes à 

abertura dos tubos de polietileno (T), estão representadas por uma faixa delgada de tecido conjuntivo, 

com exceção da cápsula do Endofill (Figura 8C). LC, tecido conjuntivo adjacente às cápsulas. Barras: 

500 µm. Figuras 8E-8H – as fotomicrografias mostram a porção mais interna das cápsulas - em 

justaposição à abertuta dos tubos de polietileno (T). As cápsulas adjacentes aos cimentos GFB 

(Figura 8E) e MTAF (Figura 8F) contêm poucas células inflamatórias (setas) entre fibroblastos (Fb) 

e fibras colágenas (FC) enquanto que no Endofill (Figura 8G) inúmeras células inflamatórias (setas) 

ainda são observadas. No grupo controle (Figura 8H), a cápsula apresenta fibroblastos (Fb) entre 

feixes de fibras colágenas (FC). CG, célula gigante multinucleada; VS, vasos sanguíneos; cabeça de 

seta, partículas de cimento. Barras: 20 m. HE. 
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Figura 9 – Prancha Tricrômico de Masson 7 e 60 dias 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando porções de cortes das cápsulas adjacentes à abertura dos tubos de 

polietileno (T) implantados no subcutâneo de ratos, após 7 (Figuras 9A-9D) e 60 (Figuras 9E-9H) 

dias. Os cortes foram corados com tricrômico de Masson. Figuras 9A-9D - células inflamatórias 

(setas), principalmente linfócitos, plasmócitos e macrófagos, são observadas por toda a extensão das 

cápsulas. Diversos perfis de vasos sanguíneos (VS) também são observados. Fibroblastos (Fb). 

Barras: 500 µm. Figuras 9E-9H – predomínio de fibroblastos (Fb) entre os feixes de colágeno (FC) 

nas cápsulas dos grupos GFB e GC; no grupo MTAF (Figura 9G), algumas células inflamatórias 

(setas) estão presentes entre as fibras colágenas (FC) e fibroblastos (Fb). A cápsula do grupo EF 

(Figura 9G) exibe diversas células inflamatórias (setas); algumas células parecem exibir partículas 

de cimento aparentemente no seu citoplasma (cabeças de seta). VS, vaso sanguíneo. Barras: 20 m. 

Tricrômico de Masson. 
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5.4 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 

imunopositivo (em castanho), em todos os períodos. No entanto, uma acentuada 

imunopositividade foi observada nas cápsulas de todos os grupos aos 7 dias (Figuras 10A-

10D) em comparação ao período de 60 dias (Figuras 10E-10H). Além disso, no período de 

60 dias, escassas células inflamatórias e poucos fibroblastos imunomarcados estavam 

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

do Endofill. As cápsulas do Endofill exibiram diversas células inflamatórias imunopositivas 

por toda a sua extensão (Figura 10G).  

De acordo com a Tabela 3, o número de células imunopositivas foi menor 

significantemente (p≤0,001) nas cápsulas do grupo GFB em comparação ao grupo MTAF, 

em todos os períodos. Em todos os períodos, o número de células imunomarcadas foi 

maior significantemente (p≤0,001) nas cápsulas do EF em comparação aos demais grupos 

enquanto que os menores valores foram observados nas cápsulas do grupo GC.  Em todos 

os grupos, o número de células imunomarcadas nas cápsulas reduziu significantemente de 

7 para 60 dias.  

 

Tabela 3– Densidade numérica de células positivas à IL-6 nas cápsulas adjacentes aos implantes dos 

grupos GuttaFlow bioseal (GFB), MTA Fillapex (MTAF), Endofill (EF) e Controle (GC) após 7, 15, 

30 e 60 dias. 

Valores numéricos representam média ± desvio padrão. A comparação entre os grupos no mesmo 

período é indicado por letras sobrescritas nas linhas; letras iguais = sem diferença estatística 

significante. A comparação entre os períodos é indicada por números sobrescritos nas colunas; 

números iguais = sem diferença estatística significante. Teste de Tukey (p ≤ 0,05). 

 

Fonte: Elaboração própria. 

 

Períodos GFB MTAF EF GC 

7 dias 720 ± 18a;1 924 ± 7b;1 1.303 ± 11c;1 454 ± 9d;1 

15 dias 601 ± 8a;2
 728 ± 6 b;2 1.051 ± 4c; 2 300 ± 7d;2 

30 dias 370 ± 12a;3 447 ± 11b;3 912 ± 7c; 3 193 ± 7d;3 

60 dias 288 ± 7a;4 398 ± 3b;4 510 ± 9c; 4 85 ± 7d;4 
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Figura 10 –  Prancha IL-6 7 e 60 dias 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando cortes das cápsulas adjacentes à abertura dos tubos de polietileno (T) 

implantados no subcutâneo de ratos, após 7 (Figuras 10A-10D) e 60 dias (Figuras 10E-10H). Os 

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

com hematoxilina. Figuras 10A-10D – as cápsulas contêm diversas células imunopositivas à IL-6, 

principalmente células inflamatórias (setas). Figuras 10E-10H – as cápsulas dos grupos GFB, 

MTAF e controle exibem poucas células IL-6-imunopositivas enquanto que no grupo EF (Figura 

10G) diversas células inflamatórias (setas) imunomarcadas são observadas. Fb, fibroblastos (Fb); 

VS, vasos sanguíneos; Cabeça de seta: partículas de cimento. Barras: 20 µm. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



50 
 

 

 

 

 

 

5.5 Resultados da Reação Imuno-Histoquímica para Detecção de VEGF 

 

Os cortes das cápsulas submetidos à reação imuno-histoquímica para VEGF 

mostraram células imunomarcadas (em castanho) nas cápsulas de todos os grupos e períodos. 

Aos 7 dias, além das células endoteliais, diversas células inflamatórias e alguns fibroblastos 

exibiram forte imunopositividade (Figuras 11A-11D). A análise qualitativa revelou uma 

gradativa redução da imunoexpressão com o decorrer do tempo. Assim, uma redução 

evidente na imunoexpressão para VEGF foi observada nas cápsulas após 60 dias aos 

implantes de todos os grupos, com exceção do grupo EF (Figuras 11E-11H). No grupo EF 

(Figura 11G), diversas células inflamatórias apresentram intensa imunopositividade ao 

VEGF. Os cortes incubados com soro em substituição ao anticorpo primário (controle 

negativo), não exibiram células imunopositivas (dados não ilustrados). 
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Figura 11 – Prancha VEGF 7 e 60 dias 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando cortes das cápsulas adjacentes à abertura dos tubos de polietileno (T) 

implantados no subcutâneo de ratos, após 7 (Figuras 11A-11D) e 60 dias (Figuras 11E-11H). Os 

cortes foram submetidos à imuno-histoquímica para detecção de VEGF (em castanho) e 

contracorados com hematoxilina. Figuras 11A-11D – as cápsulas contêm diversas células 

imunopositivas ao VEGF, principalmente células inflamatórias (setas). Figuras 11E-11H – as 

cápsulas dos grupos GFB, MTAF e controle exibem poucas células VEGF-imunopositivas enquanto 

que no grupo EF (Figura 11G) diversas células inflamatórias (setas) imunomarcadas são observadas. 

Fb, fibroblastos (Fb); VS, vasos sanguíneos; Cabeça de seta: partículas de cimento. Barras: 20 µm. 
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5.6 Reação Histoquímica de von Kossa  

 

Os cortes dos implantes dos grupos GBF e MTAF submetidos ao método 

histoquímico von Kossa revelaram estruturas em preto, ou seja, positivas ao von Kossa, em 

todos os períodos (Figuras 12A, 12B, 12E, 12F, 13A, 13B, 13E e 13F). Os depósitos von 

Kossa-positivos foram observados dispersos entre as células e fibras colágenas (Figuras 

12A, 12B, 12E, 13A e 13E) bem como na superfície interna das cápsulas (Figuras 12F, 13B 

e 13F). Depósitos von Kossa-positivos não foram observados nas cápsulas dos grupos EF e 

no GC (Figuras 12C, 12D, 12G, 12H, 13C, 13D, 13G e 13H). 
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Figura 12 – Prancha von Kossa 7 e 15 dias 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando cortes das cápsulas submetidos ao método de von Kossa e contracorados 

com picrosirius. As fotomicrografias mostram porções das cápsulas adjacentes à abertura dos tubos 

de polietileno (T) implantados no subcutâneo de ratos, após 30 (Figuras 12A-12D) e 60 (Figuras 

12E-12H) dias. As cápsulas dos grupos GFB e MTAF exibem estruturas irregulares e positivas ao 

von Kossa (em preto; Figuras 12A, 12B, 12E e 12F) enquanto nos grupos EF (Figuras 12C e 12G) e 

GC (Figuras 12D e 12H) estruturas von Kossa-positivas não são observadas. Partículas de cimento 

dispersas nas cápsuals (cabeças de seta). VS, vasos sanguíneos. Setas evidenciam estruturas positivas 

para precipitação de cálcio. Barras: 20 µm. von Kossa e Picrosirius-red. 
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Figura 13 – Prancha von Kossa 30 e 60 dias 

 

 

 

 

Fonte: Elaboração própria. 
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Fotomicrografias mostrando cortes das cápsulas submetidos ao método de von Kossa e contracorados 

com picrosirius. As fotomicrografias mostram porções das cápsulas adjacentes à abertura dos tubos 

de polietileno (T) implantados no subcutâneo de ratos após 7 (Figuras 13A-13D) e 15 (Figuras 13E-

13H) dias. Depósitos von Kossa-positivos (em preto) são observados entre os demais componentes 

das cápsulas (Figuras 13A, 13B e 13E) e na sua superfície (Figura 13F). Note que nos grupos EF 

(Figuras 13C e 13G) e GC (Figuras 13D e 13H) estruturas von Kossa-positivas não são observadas. 
Setas evidenciam estruturas positivas para precipitação de cálcio (positivas ao von-Kossa). Barras: 

20 µm. von Kossa e Picrosirius-red. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Considerando que os cimentos endodônticos entram em íntimo contato com os 

tecidos apicais e periapicais, a biocompatibilidade é uma das características mais 

importantes, pois os materiais liberam substâncias que interagem com os tecidos 

perirradiculares88,51,78. A liberação destas substâncias pode desencadear uma resposta 

imuno-inflamatória do hospedeiro, estimulando a migração e diferenciação de células 

inflamatórias e, consequentemente, ocasionando uma reação inflamatória82,61. Dessa 

maneira, a intensidade da reação inflamatória bem como o tempo de duração desta reação 

está intimamente associada a composição química dos materiais. A compreensão da resposta 

inflamatória aos materiais de obturação é essencial para o sucesso clínico no tratamento 

endodôntico38. O implante de materiais odontológicos em subcutâneo de ratos é amplamente 

utilizado para avaliar a biocompatibilidade33,66,97,19,76. A avaliação da biocompatibilidade in 

vivo é importante, pois permite esclarecer os mecanismos celulares e moleculares que 

desencadeiam a reação inflamatória promovida pelos cimentos em contato com os 

tecidos81,19,76. 

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

induziram uma reação inflamatória que foi mais intensa aos 7 dias, observando-se uma 

significante redução no número de células inflamatórias com o decorrer dos períodos. Além 

disso, nos grupos GFB e MTAF a diminuição do processo inflamatório ocorreu 

concomitante ao aumento evidente de fibras colágenas nas cápsulas adjacentes aos materiais. 

Concomitantemente a redução do processo inflamatório, a espessura das cápsulas adjacentes 

aos materiais implantados no subcutâneo dos animais, apresentou uma redução na sua 

espessura e melhor organização com o decorrer dos períodos, particularmente nos grupos 

GFB e MTAF. A regressão do processo inflamatório acompanhada pela formação de finas 

cápsulas contendo colágeno indica que estes materiais são biocompatíveis76. 

Os três cimentos estudados causaram uma reação inflamatória no tecido subcutâneo, 

no entanto, com uma variedade no grau de intensidade desta reação. Assim, o GuttaFlow 

bioseal foi o cimento que induziu inicialmente a menor reação inflamatória, desde que, aos 

7 dias, o número de células inflamatórias nas cápsulas foi significantemente menor em 

comparação ao MTAF e ao Endofill. Portanto, estes resultados indicam que a intensidade 

dessa reação está relacionada com o tipo do cimento e o período que o material permaneceu 
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implantado no animal8. Os materiais que apresentam propriedades adequadas, como baixa 

porosidade e solubilidade, tempo de presa adequado, e propriedades biológicas favoráveis 

aos tecidos, representam o “padrão ouro” para o preenchimento dos canais radiculares, 

contribuindo assim para a reparação e regeneração tecidual36,69. 

No presente estudo, o GuttaFlow bioseal apresentou diferença significante em 

relação ao MTA Fillapex com relação a reação inflamatória, sendo que um menor número 

células inflamatórias foi observado nas cápsulas do GuttaFlow bioseal, aos 7, 15 e 30 dias. 

Adicionalmente, o GuttaFlow bioseal e o MTA Fillapex induziram a formação de um menor 

processo inflamatório em comparação ao Endofill, sendo que as cápsulas do Endofill 

apresentaram um infiltrado inflamatório moderado persistente aos 60 dias. O grupo controle 

apresentou o menor número de células inflamatórias em todos os períodos, quando 

comparado com os demais grupos. 

A inflamação persistente do cimento Endofill é uma resposta característica deste 

material, considerada indesejável do ponto de vista biológico. Esse maior potencial de 

irritação aos tecidos é consequência dos componentes dos cimentos à base de óxido de zinco 

e eugenol 94,6. Estudos sobre cimentos à base de óxido de zinco e eugenol atribuem a baixa 

tolerância tecidual, devido ao eugenol e sua liberação lenta e prolongada. Além disso, os 

íons de zinco causam uma atividade deletéria secundária, levando a um quadro de 

inflamação crônica26,71,8,76. 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 proporcionar ao 

cimento uma consistência ideal, de acordo com o fabricante9,20. Diversos estudos têm 

reportado que o Endofill provoca uma reação inflamatória moderadamente intensa 90 dias 

após a obturação de canais radiculares de cães55 e intolerância tecidual, apresentando-se 

altamente tóxico quando avaliado in vitro81,61,95. Os nossos resultados confirmaram estes 

dados, desde que uma reação inflamatória moderada persistiu após 60 dias aos implantes no 

subcutâneo.  

É possível que a reação inflamatória mais intensa promovida inicialmente pelo MTA 

Fillapex possa ser explicada pela presença das resinas e a menor proporção de silicato 

tricálcico deste cimento em comparação ao MTA puro. O MTA Fillapex apresentou maior 

citotoxicidade em valores absolutos nas concentrações de 1:4 e 1:8 em comparação aos 

cimentos AH Plus e Endoseal59. O MTA Fillapex apresentou alta citotoxicidade em todos os 

tempos de extração69. Células do ligamento periodontal cultivadas com GuttaFlow bioseal 
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apresentaram maior viabilidade do que quando comparadas com o MTA Fillapex17. O MTA 

Fillapex possui um tempo de presa prolongado, podendo solubilizar-se no meio, liberando 

possivelmente componentes tóxicos, como a resina de salicilato, resina de diluição e sílica 

presentes em sua composição. A liberação destes componentes durante a reação de presa 

química, torna o material menos tolerado94,59,78,69. Assim, a injúria tecidual provocada pelo 

MTA Fillapex nos períodos iniciais, pode também ser relacionada com o tempo de presa do 

material, que é prolongado, obtendo presa final após 20 horas98,59 e alta solubilidade de 20-

30%, liberando resina salicilato por um longo período, interferindo na biocompatibilidade 

40,85,98. No entanto, diferenças significantes no número de células inflamatórias entre o MTF 

e o GFB não foram detectadas aos 60 dias reforçando, portanto, a ideia de que a reação 

inflamatória inicialmente promovida pelo MTAF deve ser em decorrência da liberação de 

substâncias durante a sua presa. Assim, os nossos resultados indicam que a reação 

inflamatória inicialmente estimulada pelo MTA Fillapex regride com o decorrer do tempo, 

apresentando, portanto, biocompatibilidade. 

Os resultados imuno-histoquímicos também revelaram uma nítida diferença no 

padrão da imunoexpressão para IL-6 entre os grupos, em todos os períodos. Embora 

células imunomarcadas para IL-6 nas cápsulas foram observadas em todos os períodos, 

houve acentuada imunopositividade nas cápsulas ao redor dos implantes aos 7 dias. A 

acentuada imunoexpressão observada nas cápsulas foi concomitante a incidência de 

linfócitos, macrófagos e plasmócitos, indicando que esta interleucina deve participar na 

instalação e progressão da resposta imuno-inflamatória promovida pelos implantes no 

subcutâneo, como demonstrado anteriormente86,87,19,76. De fato, uma redução tanto de 

células imunomarcadas para IL-6 quanto da reação inflamatória foi observada com o 

decorrer do tempo, em todos os grupos. Além disso, nossos resultados mostraram uma 

diferença significante na imunoexpressão entre os grupos GuttaFlow bioseal e MTA 

Fillapex, sendo que um número menor de células imunopositivas à IL-6 foi observada no 

GuttaFlow bioseal, em todos os períodos. Assim, os resultados relativos à IL-6 suportam 

a ideia de que as alterações estruturais provocadas pelo GuttaFlow bioseal são de menor 

amplitude em comparação ao MTA Fillapex. 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 materiais aos tecidos é baixo, com exceção 

do Endofill. Embora o GuttaFlow Bioseal e MTA Fillapex, aos 60 dias, apresentaram um 
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número maior de células imunopositivas à IL-6 em comparação ao grupo controle, os 

valores destes grupos foram menores que o observado no Endofill. O elevado número de 

células positivas à IL-6, aos 60 dias, observado nas cápsulas do grupo EF foi 

acompanhado pelo número de células inflamatórias, reforçando o conceito do seu efeito 

citotóxico prolongado. Além disso, nas cápsulas dos grupos GuttaFlow bioseal e MTA 

Fillapex a redução da imunoexpressão para IL-6 foi acompanhada pela redução da reação 

inflamatória e presença marcante de fibroblastos e fibras colágenas nas cápsulas dos 

grupos GuttaFlow bioseal e MTA Fillapex com o decorrer do tempo, indicando que os 

efeitos deletérios promovidos por estes cimentos são temporários. De fato, a presença de 

células endoteliais bem como alguns fibroblastos positivos à IL-6 nas cápsulas, inclusive 

do grupo GC aponta para uma possível participação desta citocina no controle de 

metaloproteínases da matriz (MMP), enzimas responsáveis pela remodelação dos 

componentes da matriz extracelular24. A presença de células imunomarcadas para IL-6 aos 

60 dias, sugere que esta interleucina deve também estar envolvida no processo de 

remodelação das cápsulas formadas em resposta aos implantes no subcutâneo19,76. 

Adicionalmente, a presença de diversas células imunopositivas ao VEGF, um fator 

de crescimento que tem estimula a migração celular e proliferação celular, bem como a 

diferenciação de células tronco43 foi observada incialmente, portanto, concomitantemente ao 

processo inflamatório. O VEGF tem um papel importante na proliferação de células 

endoteliais, aumenta a permeabilidade vascular e promove neovascularização23. A 

angiogênese possibilita a formação de uma profusa rede de vasos sanguíneos e, 

consequentemente, o maior recrutamento de células inflamatórias levando à formação de um 

tecido de granulação inicial. Além das células inflamatórias, células mesenquimais também 

são recrutadas durante a fase fibrovascular da reparação42. Considerando que o VEGF 

aumenta a permeabilidade vascular e, consequentemente, facilita a diapedese dos leucócitos 

para o tecido conjuntivo, a reduzida imunoexpressão observada aos 60 dias nas cápsulas dos 

grupos GFB, MTAF e GC deve estar diretamente associada com a diminuição significante 

da reação inflamatória. De fato, uma acentuada imunoexpressão para VEGF foi observada 

nas cápsulas do Endofill que apresentaram um persistente processo inflamatório aos 60 dias. 

Portanto, nos períodos iniciais, a evidente imunoexpressão para VEGF deve estar associada 

ao estabelecimento do tecido do processo inflamatório e sua substituição pelo tecido de 

granulação. No presente estudo, com a regressão do processo inflamatório ocorreu a 
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proliferação de fibroblastos e formação de fibras colágenas, indícios de reparação tecidual 

como observado nas cápsulas dos grupos GFB, MTAF e GC aos 60 dias. 

Cimentos de silicato de cálcio possuem comportamento bioativo, são biointerativos, 

capazes de liberarem íons para nucleação dos depósitos de apatita na superfície em um curto 

período de indução, sendo fundamentais para induzir a remineralização35,36. Estes cimentos 

são capazes de liberar íons biologicamente relevantes (Ca+2 e OH-), atuando em diversas 

células envolvidas no processo de mineralização, dentre elas os osteoblastos e os 

cementoblastos, sendo considerados, portanto osteoindutores. Os cimentos que contém 

silicato de cálcio apresentam pH alcalino, com capacidade de nuclear depósitos de cálcio36. 

Em nosso estudo, o GuttaFlow bioseal dentre os cimentos, apresentou a menor reação 

inflamatória quando comparado ao MTA Fillapex e ao Endofill, além da presença de 

precipitação de cálcio nas cápsulas como revelado pelo método von Kossa.   

Os nossos resultados obtidos com o método de von Kossa revelaram a presença de 

estruturas com arranjo irregular contendo cálcio nas cápsulas adjacentes aos cimentos 

GuttaFlow bioseal e MTA Fillapex indicando que estes cimentos podem estimular a 

formação de estruturas mineralizadas. GuttaFlow bioseal difere dos outros cimentos, pois 

contém vidro bioativo, este material é sólido (não poroso) constituído por sílica, óxido de 

cálcio, óxido de sódio, óxido de fósforo e silicatos. Há evidências de que estes cimentos 

possuem capacidade de nuclear depósitos de hidroxiapatita, atividade alcalinizante e 

liberação de cálcio39,37 e, portanto, o cimento contendo vidro bioativo é indicado em casos 

onde é necessário o reparo de tecido mineralizado. O material bioativo, quando colocado em 

um ambiente biológico, como o fluído corporal, interage quimicamente com o meio e com 

os tecidos que se encontram em contato com o material. Geralmente a interação envolve a 

modificação química do vidro e a liberação de íons no ambiente biológico, que é 

supersaturado em relação aos constituintes de apatita27. Estas características proporcionam 

a estes materiais as propriedades osteoindutoras e osteocondutoras, devido os cristais de 

hidroxiapatita serem semelhantes ao do osso e ao entrarem em contato com os fluídos dos 

tecidos periapaicais, interagem-se com o tecido ósseo. Em nossas análises, o MTA Fillapex 

apresentou também capacidade de estimular a deposição de estruturas contendo cálcio, 

porém, o GFB promoveu uma reação inflamatória inicial menor em comparação ao MTA 

Fillapex. Além disso, o GuttaFlow bioseal induziu a formação de cápsulas significantemente 

mais delgadas em comparação ao MTA Fillapex, em todos os períodos. Estes resultados 
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indicam claramente que o potencial irritante do GuttaFlow bioseal é menor do que o MTA 

Fillapex, induzindo uma reação inflamatória de menor intensidade e possibilitando ao 

hospedeiro a regressão mais rápida desta reação. É possível sugerir que esta diferença na 

resposta biológica entre estes dois cimentos seja, pelo menos em parte, em decorrência da 

presença do vidro bioativo no GuttaFlow bioseal e de resinas no MTA Fillapex39,78. A 

ausência de depósitos de cálcio nas cápsulas do Endofill e do grupo controle reforça o 

conceito de que o GuttaFlow bioseal e o MTA Fillapex são cimentos com potencial 

osteogênico.  

Pode-se concluir que os materiais GuttaFlow bioseal e MTA Fillapex apresentam 

uma resposta tecidual satisfatória, desde que ocorre redução no número de células 

inflamatórias e na imunoexpressão à IL-6, bem como a formação de fibras colágenas 

adjacentes as cápsulas destes materiais, especialmente, no período de 60 dias. Assim, esses 

cimentos podem ser considerados biocompatíveis. Além disso, o GuttaFlow bioseal e 

MTA Fillapex induzem a formação de estruturas contendo cálcio, sugerindo que estes 

cimentos podem apresentar potencial bioativo e podem induzir a mineralização, 

consequentemente, podem estimular os processos de reparação e/ou de regeneração dos 

tecidos mineralizados.  
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7 CONCLUSÃO 

 

- A redução significante do processo inflamatório acompanhada pela formação de 

fibras colágenas nas cápsulas do GuttaFlow bioseal e do MTA Fillapex indica 

que esses cimentos são biocompatíveis. 

 

- A redução do número de células imunopositivas à IL-6 e ao VEGF nas cápsulas 

do GuttaFlow Bioseal e do MTA Fillapex indica que estes cimentos permitem 

a formação de delgadas cápsulas fibrosas. Assim, estes cimentos devem 

possibilitar a regeneração e/ou reparação dos tecidos conjuntivos.  

  

- A presença de depósitos de cálcio nas cápsulas do GuttaFlow bioseal e do MTA 

Fillapex sugere que estes exibem potencial de mineralização, baseado na análise 

através do teste de von Kossa. 

 

- O Endofill induz a formação de infliltrado inflamatório crônico e não apresenta 

bioatividade. 
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