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Barroti LV. Andlise biologica de cimentos bioceramicos endoddnticos e reparadores
em subcutaneo de ratos [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2026.

RESUMO

Cimentos de silicato de célcio foram desenvolvidos como materiais reparadores e
cimentos endodonticos, com destaque para biocompatibilidade e bioatividade.
Publicacéo 1 — avaliagdo do cimento bioceramico endodontico BioRoot Flow (BRF)
em comparacdo aos cimentos BioRoot RCS (BRRCS) e Bio-C Sealer (BCS).
Publicacéo 2 — avaliagédo do material bioceramico reparador NeoMTA2 (NMTA2) em
comparacao aos cimentos Bio-C Repair (BCR) e Biodentine (BD). A reacao tecidual
provocada pelos diferentes materiais no tecido conjuntivo subcutaneo de ratos (n=
6/grupo/periodo) foi avaliada por meio da implantacdo de tubos de dentina
preenchidos com os materiais, no periodo de 7, 15, 30 e 60 dias. Os tubos contendo
tecido conjuntivo adjacente foram removidos e processados para inclusdo em
parafina. Cortes corados com hematoxilina e eosina (H&E) foram utilizados para
analise da densidade numérica de células inflamatorias (Cls) e espessura das
capsulas (EC). Outros cortes foram utilizados para a realizar reacdes imuno-
histoquimicas para deteccdo de interleucina-6 (IL-6) e osteocalcina (OCN). O
método de von Kossa e birrefringéncia foi realizado para identificacdo de possiveis
depdsitos de calcio/fosfato na capsula. Adicionalmente, a caracterizacdo desses
depositos foi realizada por espectroscopia micro-Raman. Os dados foram
submetidos a testes estatisticos ANOVA e pos teste de Tukey (p<0,05). Publicacdo 1
— Aos 7 dias, BRF e BRRCS apresentaram capsulas significativamente mais
espessas que o BCS e GC (p < 0,05), contudo, nos demais periodos, ndo foram
observadas diferencas estatisticamente significantes entre os cimentos avaliados (p
> 0,05). Em todos os periodos, ndo foram observadas diferencas significantes no
namero de Cls e na imunoexpressao de IL-6 nas capsulas ao redor dos diferentes
cimentos. Reducéo progressiva das Cls, da EC e da IL-6 foi observada ao longo dos
periodos, em todos os grupos. A imunomarcacao para OCN, as reacdes de von
Kossa e birrefringéncia foram positivas nas capsulas adjacentes aos cimentos. A
espectroscopia micro-Raman confirmou a presenca de depdsitos de célcio e fosfato
nas cépsulas, com picos caracteristicos de estruturas tipo apatita. Publicacédo 2 —
Aos 7 dias, NMTA2 apresentou menor valor de Cls em comparacao ao BCR e BD (p
< 0,05), porém valores superiores em relacdo ao GC (p < 0,05). Aos 15 dias, o
NMTA2 foi similar estatisticamente ao BCR (p > 0,05), enquanto ambos
apresentaram valores menores que BD (p < 0,05). Nos periodos de 30 e 60 dias,
nao foram observadas diferencas estatisticas entre os materiais avaliados. Em
relacdo a EC ndo houve diferenca significativa entre materiais reparadores avaliados
em todos os periodos. Foi observada reducao progressiva do numero de Cls e da
EC ao longo dos periodos em todos os materiais. A reacdo de von Kossa foi positiva
nas capsulas adjacentes aos materiais reparadores. Conclui-se que todos os
cimentos bioceramicos endododnticos e reparadores avaliados demonstraram ser
biocompativeis e com potencial de bioatividade.

Palavras — chave: Teste de materiais; Endodontia; Cimento de silicato; Imuno-
histoquimica; Analise espectral Raman.



Barroti LV. Biological analysis of endodontic bioceramic sealers and repair in rat
subcutaneous tissue [dissertacdo de mestrado]. Araraquara: Faculdade de
Odontologia da UNESP; 2026.

ABSTRACT

Calcium silicate cements were developed as repair materials and endodontic sealers,
with emphasis on biocompatibility and bioactivity. Publication 1 — to evaluate the
tissue reaction of BioRoot Flow (BRF) endodontic bioceramic cement in comparison
to BioRoot RCS (BRRCS) and Bio-C Sealer (BCS) sealers. Publication 2 - to
evaluate the tissue reaction of NeoMTA2 (NMTAZ2) bioceramic repair cement in
comparison to Biodentine (BD) and Bio-C Repair (BCR) cements. The tissue reaction
caused by different materials in the subcutaneous connective tissue of rats (n =
6/group/time) was evaluated by implanting dentine tubes filled with the materials for
7, 15, 30, and 60 days. The tubes containing adjacent connective tissue were
removed and processed for paraffin-embedding. In haematoxylin-eosin-stained
(H&E) sections were used to analyse the numerical density of inflammatory cells
(ICs) and capsule thickness (CT). Other sections were used to perform
iImmunohistochemical reactions for detection of interleukin-6 (IL-6), and osteocalcin
(OCN). The von Kossa and birefringence methods were used to identify possible
calcium/phosphate deposits in the capsule. In addition, these deposits were
characterised using micro-Raman spectroscopy. The data were subjected to ANOVA
statistical tests and Tukey's post hoc test (p<0.05). Publication 1 — At 7 days, the
BRF and BRRCS groups presented significantly thicker capsules than BCS and GC
(p < 0.05); however, in the other periods, no statistically significant differences were
observed between the cements evaluated (p > 0.05). In all periods, no significant
differences were observed in the number of ICs and IL-6 immunoexpression in the
capsules around the different cements. Over time, a progressive reduction in ICs, EC
and IL-6 was observed in all groups. Immunomarking for OCN and von Kossa and
birefringence reactions were positive in the capsules adjacent to the cements. Micro-
Raman spectroscopy confirmed the presence of calcium and phosphate deposits in
the capsules, with peaks characteristic of apatite-type structures. Publication 2 — At
7 days, NMTA2 showed lower CI values compared to BCR and BD (p < 0.05), but
higher values compared to GC (p < 0.05). At 15 days, NMTA2 did not differ
statistically from BCR (p > 0.05), while both had significantly lower values than BD (p
< 0.05). At 30 and 60 days, no statistical differences were observed between the
materials evaluated. Regarding EC, there was no statistically significant difference
between the repair materials evaluated in any of the periods. A progressive reduction
in the number of ICs and EC was observed over the periods in all materials. The von
Kossa reaction was positive in the capsules adjacent to the repair materials. It is
concluded that all endodontic and repair bioceramic cements evaluated proved to be
biocompatible and with suggestive bioactivity potential.

Keywords: Materials testing; Endodontics; Silicate cement; Immunohistochemistry;
Spectrum analysis, Raman.
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1 INTRODUCAO

Os cimentos a base de silicato de calcio foram inicialmente introduzidos como
materiais reparadores e, posteriormente foram desenvolvidas composi¢cdes para a
utilizacdo na obturacdo do sistema de canais radicularest. O destaque desses
biomateriais reside em suas excelentes propriedades biol6gicas, como
biocompatibilidade e a bioatividade!. Esses cimentos apresentam propriedades
fisico-quimicas favoraveis, como liberacdo de ions, porosidade, tempo de presa e
radiopacidade®. As propriedades biol6gicas desses materiais estdo diretamente
relacionadas a sua capacidade de promover um ambiente alcalino e liberar ions
célcio, modulando a resposta celular, favorecendo a formacdo de tecido

mineralizado e a capacidade de selamento®*.

Trés apresentacfes de cimentos de silicato de célcio estdo disponiveis
comercialmente: pronto para uso, po/liquido e pé/gel. A primeira apresentacdo, a
hidratacdo é obtida a partir da umidade dos tecidos dentinarios e/ou periodontais
adjacentes, enquanto o formato pdé/liquido e po/gel apresenta o inicio da hidratacéo

durante a manipulacéo do material>”.

BioRoot Flow (BRF, Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Franca) foi
recentemente desenvolvido como cimento bioceramico endodontico. BRF é
composto por silicato tricalcico, carbonato de calcio, Oxido de zirconio,
propilenoglicol, silica (aerosil), copolimero de acrilamida/acriloildimetiltaurato de
sodio, povidona, isohexadecano e polissorbato®. BRF apresenta potencial para
modular a diferenciacéo celular, promovendo a expressao de genes relacionados a
formacéo 6ssea e cementaria®, além de ter mostrado atividade antibacteriana contra
E. faecalis e pH alcalino!®. No entanto, ainda ndo existem estudos in vivo sobre este
material em relacdo a biocompatibilidade e bioatividade.

Novos materiais devem ser avaliados comparativamente aos materiais de
referéncia a base de silicato de calcio, amplamente descritos na literatura. Bio-C
Sealer (Angelus, Londrina, PR, Brasil) € um cimento endododntico bioceramico a
base de silicatos de calcio, pronto para uso, que apresenta propriedades fisico-
guimicas e bioldgicas favoraveis, incluindo adequada capacidade de preenchimento
de canais radiculares com achatamento bem como preenchimento do tergo apical de

canais curvos de molares inferiores”-114, BioRoot RCS (Septodont, Saint-Maur-des-
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Fossés, Franca), por sua vez, € um cimento bioceramico de sistema poé-liquido, em
gue o liguido contém &agua, cloreto de calcio e policarboxilato!®. Diversos estudos
destacam que estes materiais apresentam propriedades fisico-quimicas adequadas,
como radiopacidade e elevada alcalinidade, associadas a um desempenho biolégico
in vivo, apresentando biocompatibilidade e potencial bioativo!6-22, Os estudos tém
evidenciado que a reacéo inflamatdria inicial induzida pelos cimentos bioceramicos &
suprimida ao longo do tempo favorecendo a proliferacdo de fibroblastos e formacgéao
de colageno, além da presenca de células positivas para osteocalcina e depositos
de calcio e fosfato, fatores que contribuem para o desempenho clinico do
materialll16-22,

Os materiais a base de silicato de calcio reparadores sdo recomendados para
0 selamento de comunicacdes entre o sistema de canais radiculares e o periodonto,
apresentando capacidade de selamento, biocompatibilidade, acdo antibacteriana,
potencial de induzir formacéo de tecido mineralizado e radiopacidade?®. Apesar de
ser um material biocompativel?* e ser amplamente utilizado para diversas
aplicacbes, como tratamento de perfuracdo radicular, obturacdo retrograda,
capeamento pulpar, pulpotomia, apicificacéo, apicigénese e pulpotomia?®, o triéxido
de agregado mineral (MTA) apresenta limitacbes’® como dificuldade de
manipulacdo, consisténcia arenosa, tempo de presa longo e potencial para
descoloracdo dentaria®*. Para superar essas desvantagens, diferentes
radiopacificadores, aditivos e veiculos sao utilizados em novas formulagdes de
cimentos de silicatos de calcio.

O NeoMTA 2 (NuSmile Avalon Biomed, Houston, TX, EUA) € um cimento
bioceramico multifuncional, recentemente introduzido no mercado, indicado tanto
material reparador quanto para uso como cimento endodontico, dependendo da
propor¢do pé-gel empregada?’. Esse material foi desenvolvido como uma versdo
aprimorada do NeoMTA Plus, incorporando particulas de p6é mais finas e éxido de
tantalo como agente radiopacificador, o que resulta em melhor fluidez, maior
capacidade de preenchimento e desempenho clinico otimizado?®, além de
apresentar solubilidade dentro dos limites estabelecidos pela 1SO 6876:2012?%".
Contudo, ainda ndo existem estudos in vivo sobre este novo material reparador em
relacdo a biocompatibilidade e bioatividade.

Nesse contexto, cimentos de versdes anteriores servem como referéncia para

a avaliacdo do desempenho da nova formulagcdo. O Biodentine (Septodont, Saint
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Maur des Fosses, Frangca) é um material bioceramico, introduzido em 2010,
amplamente empregado como substituto da dentina e em procedimentos de reparo,
devido as suas propriedades de selamento, resisténcia mecéanica, tempo de presa
reduzido e biocompatibilidade?®-*2. De forma semelhante, o Bio-C Repair (Angelus,
Londrina, PR, Brasil), introduzido em 2019, apresenta caracteristicas bioativas,
estimulando a reparacéo tecidual e a biomineralizacdo, além de apresentar menor
solubilidade em comparagdo aos materiais convencionais®?. Diversos estudos
destacam que estes materiais apresentam propriedades biol6gicas favoraveis in
vivo, como adequada biocompatibilidade e potencial bioativo, sugerindo sua
utilizacdo como material reparador?230.33-35,

Apés a obtencdo de resultados satisfatérios em ensaios in vitro, a
biocompatibilidade de novos cimentos bioceramicos deve ser verificada também in
vivo, permitindo a analise da reacdo do tecido conjuntivo subcutaneo frente aos
materiais®. Os estudos in vivo sdo fundamentais para analisar como os cimentos
endodonticos influenciam a resposta imunoinflamatoria do organismo, podendo
favorecer o reparo tecidual®®®®® ou manter o processo inflamatério por maior
tempo®®, pois a resposta tecidual esta diretamente relacionada a composicéo do
biomaterial®*. A interacdo entre o material e as células do hospedeiro regula a
liberacdo de fatores de crescimento, citocinas e quimiocinas, modulando a
cicatrizacdo e promovendo a reorganizacdo estrutural dos tecidos. Esse processo
envolve a ativacao de fibroblastos e a deposicdo de colageno, etapas essenciais
para a reparacdo e manutencéo da integridade do tecido conjuntivo®’:3,

A bioatividade refere-se aos efeitos celulares provocados pela liberacdo de
substancias e ions biologicamente ativos do biomaterial, favorecendo a
biomineralizacdo*®, sendo desejavel em cimentos de silicato de célcio pela sua
atividade biolégica e capacidade de estabelecer ligacdo com o tecido*42. Em
materiais & base de silicato de célcio, a bioatividade ocorre apds a hidratacéo,
guando os ions calcio liberados reagem com ions hidroxila, formando hidroxido de
célcio e criando um ambiente alcalino com efeito antimicrobiano*3-4°. A interagdo do
calcio com o diéxido de carbono tecidual leva a formacdo de carbonato de calcio,
contribuindo para a reducdo da inflamacéo e estimulando a deposicédo de célcio e
fosfato, evidenciada por técnicas como coloragdo de von Kossa e luz polarizada.
Essas estruturas sao indicativas de calcita amorfa e sugerem o material apresenta

potencial de osteoindugéo?*446-49,
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A reagdo imuno-histoquimica permite identificar proteinas em tecido
preservado por meio da ligacdo especifica de anticorpos a proteina-alvo, sendo a
visualizacdo feita por deteccdo cromogénica®. Entre os marcadores utilizados, a
osteocalcina destaca-se por ser secretada por osteoblastos, atuar na ligacdo ao
célcio e indicar células maduras envolvidas na formacéo de tecidos mineralizados®"
53, Ja& a IL-6, uma citocina pré-inflamatéria, exerce papel central na resposta
inflamatéria3%%4, reabsorcéo 6ssea®>®, sendo amplamente estudada como mediador
da resposta do hospedeirp?1:30:34,38,54,56

A implantacdo subcutanea de tubo de polietileno em tecido conjuntivo de
ratos € um método consolidado para avaliar a biocompatibilidade e bioatividade de
materiais endodénticos, sendo recomendado pela ISO 7405:2025 por permitir
identificar o tipo e a evolucdo das reagGes locais induzidas pelos materiais36:38:50.57,
Embora esses tubos sejam amplamente utilizados, eles apresentam limitagdes para
cimentos de silicato de calcio, pois ndo permitem a interacdo da dentina com o
biomaterial®®>°. Tubos de dentina, por sua vez, ndo s&o irritantes ao tecido
subcutdneo e permitem avaliar de forma mais precisa a bioatividade desses
materiais, uma vez que a umidade dos fluidos teciduais é essencial para a reacdo de
presa e formacdo de apatita em contato com a dentina®459-62,

Dada a constante introducdo de bioceramicos na préatica clinica, a
caracterizacao de suas propriedades bioldgicas torna-se imperativa. O objetivo deste
estudo foi avaliar a resposta tecidual in vivo induzida pelo cimento endoddntico
BioRoot Flow (BRF), em comparacao aos cimentos BioRoot RCS (BRRCS) e Bio-C
Sealer (BCS). Adicionalmente, sob a mesma perspectiva experimental, investigou-se
0 potencial biolégico do cimento reparador NeoMTA2 (NMTAZ2) frente aos materiais
Bio-C Repair (BCR) e Biodentine (BD). A analise foi conduzida por meio do modelo
de implantacédo de tubos de dentina no tecido subcutaneo de ratos, permitindo uma

avaliacdo comparativa da reacéo inflamatéria e do potencial bioativo.
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4 CONCLUSAO

Todos o0s cimentos bioceramicos avaliados demonstraram adequada
biocompatibilidade e potencial bioativo. Apesar das diferengas na intensidade da
resposta tecidual inicial, mais acentuada para BRF e mais atenuada para o NMTA2,
todos os materiais promoveram uma resposta biolégica favoravel ao longo do tempo,
com reducédo progressiva da inflamacéo e estimulando a formacéo de precipitados
minerais. Esses achados demonstram que o0s materiais apresentam desempenho

bioldgico compativel com seu uso clinico.
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