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Franca MCM. Influéncia do tempo de endurecimento no comportamento
fisico e biolégico de sete cimentos endododnticos [dissertagdo]. S&o José
dos Campos (SP): Instituto de Ciéncia e Tecnologia, UNESP — Univ
Estadual Paulista; 2014.

RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar a influéncia do tempo de
endurecimento sobre as propriedades fisicas (teste de push-out) e
bioldgicas (XTT, MNT) de sete cimentos endoddnticos: Apexit Plus, Real
Seal, Endo Rez, Roeko Seal, AH Plus, Endomethasone N e o cimento
bioceramico iRoot SP. Material e Métodos: Para a analise da citotoxicidade
(XTT), foram utilizados fibroblastos do ligamento periodontal humano
(PDLF). Para o numero de micronucleos (MNT), este estudo avaliou
culturas de células expostas a diluigdes dos cimentos testados sobre
células V79 No teste de push-out foram usados cento e quarenta dentes
humanos unirradiculares que tiveram suas coroas removidas. Os canais
radiculares foram preparados biomecanicamente com o sistema rotatério
Mtwo (VDW GmbH, Munchen, Alemanha) até o numero de série 702 a 25
mm (25-40). Durante todo o preparo biomecanico, os canais foram irrigados
com 2 ml de hipoclorito de sddio. Os espécimes foram seccionados em
fatias de 2 mm nos tergos cervical, médio e apical. O teste de Push-out foi
realizado a uma velocidade de 1 mm / min e célula de carga de 50 Kgf. Os
testes bioldgicos foram avaliadas apés 24 h, 72 h, 1 semana, 1 més, 3
meses, 6 meses € um ano apdés a manipulagao e o teste de push-out 15
dias e 1 ano.Os dados foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e teste
de Dunn (p = 0,05). Resultados: IRooot SP, Roeko seal, Apexit Plus, AH
Plus e Real Seal nao mostraram citotoxicidade nas células PDLF. AH Plus,
Real Seal, IRooot SP e Endomethasone N n&o apresentaram
genotoxicidade. Roeko Seal e Apexit Plus mostraram ser genotéxico e
EndoRez apresentou alta genotoxicidade. Roeko Seal, |IRooot SP e
EndoRez tiveram menor resisténcia a tracdo nos tergcos apical, medio e
cervical, tanto em 15 dias e 1 ano de analise. Além disso, Endomethasone
N, Real Seal e AH Plus apresentaram uma forca de adesao satisfatéria
apos 1 ano em todos os tercos. Conclusdo: Conclui-se que AH Plus e Real
Seal foram os cimentos com menor citotoxicidade e genotoxicidade, com
bons valores de resisténcia de unido em todos tercos, mantendo como o
material de escolha para a terapia endoddéntica.

Palavras-chave: Citotoxicidade. Genotoxicidade. Adesao. Cimentos.



Franca MCM. Setting time of influence on the physical and biological
behavior seven sealers [dissertation]. S&o José dos Campos (SP):
Institute of Science and Technology, UNESP - Univ Estadual Paulista; 2014.

ABSTRACT

Objective: The aim of this study was to evaluate the influence of curing time
on physical (push-out test) and biological properties (XTT, MNT) of seven
sealers: Apexit Plus, Royal Seal, Endo Rez, Roeko Seal, AH Plus,
Endomethasone, and bioceramic cement iRoot SP. Material and Methods:
To the citotoxity analysis (XTT), fibroblasts of the human periodontal
ligament were used (PDLF). To the number of micronuclei (MNT), this study
evaluated cell cultures exposed to dilutions of the tested sealers, among
them from causing excessive cytotoxic effects on V79 cells. To push-out
test was used one hundred and forty single-rooted teeth which had the
crowns removed. The root canals were prepared biomechanically with the
rotary system Mtwo (VDW GmbH, Munchen, Alemanha) until to series
number 702 to file 25 mm (25-40). Throughout the biomechanical
preparation, the canals were irrigated with 2 ml of sodium hypochlorite. The
specimens were sectioned in slices of 2 mm in cervical, middle and apical.
The push-out test was performed at speed of 1 mm/min and 50 kgf load cell.
The tests were evaluated after 24 h, 72 h, 1 week, 1 month, 3 months, 6
months and one year after manipulation. Data were analyzed by Kruskal-
Walllis and Dunn test (p = 0.05). Results: IRooot SP, Roeko Seal, Apexit
Plus, AH plus and Real Seal showed no cytotoxicity in PDLF cells. AH plus,
Real Seal, IRooot SP and Endomethasone N showed no genotoxicity.
Roeko Seal and Apexit Plus have shown to be genotoxic and EndoRez
showed high genotoxicity. Roeko Seal, IRooot SP and EndoRez had lower
bond strength in the apical, middle and cervical thirds in both the 15-day
and 1 year analysis. Apexit Plus, Endomethasone N, Real Seal and AH plus
had a satisfactory bond strength after 1 year in all thirds. Conclusion: It is
conclude that AH plus and Real Seal were the sealer with lower cytotoxicity
and genotoxicity, with good values of bond strength in all third, keeping as
the material of choice for endodontic therapy.

Keywords: Cytotoxicity. Genotoxicity. Adhesion. Sealer



1 INTRODUGAO

Obturar tridimensionalmente o canal radicular € essencial
para prevenir sua contaminagao e preservar a integridade dos tecidos
periapicais, assegurando o sucesso do tratamento endodéntico (Leonardo
et al., 2005). Essa obturagao cria uma interface unica e complexa entre o
material obturador e o tecido periapical, uma vez que, os cimentos
obturadores de canais radiculares permanecem em intimo contato com
diversas células presentes no periapice (Murphy, 1998).

Contudo, esses mesmos cimentos quando em contato
com os tecidos perirradiculares podem acarretar irritacdo tecidual ou
causar atraso no processo de cicatrizacdo ou reparacdo. Esses riscos
aumentam quando os cimentos nao possuem propriedades fisicas e
biolégicas apropriadas ou quando nao impermeabilizam efetivamente o
sistema de canais radiculares quanto ao ingresso de bactérias e de seus
subprodutos (Waltimo et al., 2001).

Atualmente nenhum dos materiais disponiveis no
mercado satisfaz completamente os requisitos de um cimento
endodéntico ideal. A busca atual tém sido desenvolver cimentos
obturadores que mantenham e/ou melhorem as propriedades fisicas dos
cimentos tradicionais e que acima de tudo sejam mais biocompativeis
(Tay et al., 2007), ou que apenas promovam uma alteracao inflamatéria
ndo intensa e obrigatoriamente transitéria. Avangos tecnoldgicos na
adesividade dos novos cimentos endodénticos tém reduzido diretamente
a infiltragcdo apical e coronaria pela adesdao dos materiais obturadores
as paredes do canal radicular, criando uma estrutura em “monobloco”

e teoricamente menos permeavel (Tay et al., 2007). Cimentos resinosos



a base de metacrilato tém sido desenvolvidos entre outras razées com esta
proposta (Kim et al., 2010).

O cimento de presa dual a base de resina de metacrilato
Real Seal (SybronEndo, Orange, CA, Estados Unidos), foi introduzido
para substituir os cimentos convencionais. Sua matriz € composta por uma
mistura de uretano dimetacrilato (UDMA), polietileno dimetacrilato,
bisfenolA-glicidildimetacrilato (BisGMA), sulfato de bario, silica, hidréxido
de calcio, oxido de bismuto, fotoiniciadores e por pigmentos (Versiani et
al., 2006). Ainda ndo existem pesquisas que avaliam sua
biocompatibilidade por longos periodos.

Outro cimento endodbéntico também a base de
metacrilato e de presa dual, o EndoREZ (Ultradent Products Inc, Utah,
Estados Unidos), é radiopaco e hidrofilico, o que permite seu uso em
ambientes umidos; além de possuir boa fluidez e adaptacao as paredes
do canal radicular (Zmener et al., 2008). Ainda possui uma eficiente
penetracdo nos tubulos dentinarios e uma excelente adaptacdo nas
paredes do canal radicular.E recomendado para o uso com qualquer
tipo de cone de guta- percha (Kim et al., 2010).

Recentemente com o0s avancos dos cimentos
obturadores juntamente com o desenvolvimento da nanotecnologia
promoveram a introdugdo dos cimentos bioceramicos na endodontia, e
esta conquista atualmente € considerada um divisor de aguas na
obturacdo dos canais radiculares. O cimento bioceramico, recém
introduzido no mercado, iRoot SP (Bioceramix Inovador, Vancouver,
Canada) é um cimento pré-misturado com sistema injetavel. Composto de
fosfato de calcio, hidroxido de calcio, silicato de calcio, 6xido de zircénio
que confere radiopacidade, agentes, e espessantes. Uma de suas
vantagens € a sua capacidade para formar hidroxiapatita durante o
processo de endurecimento, além de proporcionar adesividade entre a
parede dentinaria e o cimento (Zhang et al., 2010). Exige a presencga de

agua para seu endurecimento e ndo exige nenhum agente adicional ou de
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mistura para que seja um produto homogéneo e consistente para o
preenchimento de canais radiculares com ou sem guta- percha.
Apresenta uma composicdo semelhante ao MTA (Mineral triéxido
agregado branco) (Zhang et al., 2010).

O cimento endodéntico a base de silicone Roeko Seal
(Roeko Dental Products, Langenau, Alemanha) é um preparado a base
de poli- dimetilsiloxano utilizado para selar canais radiculares. As suas
propriedades fisicas e quimicas proporcionam-lhe uma grande
hermeticidade e biocompatibilidade Composto por polidimetilsiloxano, éleo
de silicone, 6leo a base de parafina, catalisador de platina, didxido de
zircénio foi desenvolvido com o intuito de se obter um material inerte
aos tecidos apicais. Estudos realizados em caes demonstraram que
este material € dimensionalmente estavel e dotado de alta capacidade
seladora prevenindo a infiltracdo bacteriana por periodo prolongado (Wu
et al., 2006).

O cimento AH Plus (Dentsply, Constanca, Alemanha) a
base de resina epdxica possui adequadas propriedades fisico-quimicas
como alta fluidez e tempo de presa prolongado, possibilitando que o
cimento seja capaz de penetrar nas microirregularidades do sistema de
canais radiculares. O emaranhado formado pelo cimento e pelos tubulos
dentinarios aliado a coesdo existente entre as moléculas do cimento
aumenta a resisténcia a remogcao e o deslocamento da superficie da
dentina, conferindo alta adesdao ao material (Souza-Neto et al., 2002,
2005).

A adicdo de hidréxido de calcio aos cimentos
endodénticos tem como objetivo melhorar as propriedades biologicas
desses materiais. O cimento Apexit Plus (lvoclar Vivadent, Schaan,
Listenstaina) foi desenvolvido e embasado nesta teoria. Este € composto
por hidroxido de calcio, 6xido de zinco, fosfato de calcio, didxido de
silicone, ésteres de silicato e bismuto. Apresentando bom escoamento, o

que Ihe permite boa adaptacao as paredes do canal radicular, além disso,
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uma ligeira expansao de presa em combinagdo com uma baixa solubilidade,
proporciona também um bom selamento ao canal radicular (Salz et al.,
2009).

Cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol tém sido
comumente utilizados em Endodontia ha varias décadas. O cimento
Endomethasone N (Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, Franga), possui
elevada atividade antibacteriana (Pumarola et al., 1992), entretanto, sua
utilizagao é ainda bastante controversa, pelo fato de haver formaldeido em
sua composicao (Kaufman, Rosenberg, 1980), o que lhe confere alta
citotoxicidade (Ersev et al., 1999). Contudo em sua nova formulagéo é
informado que este nao libera mais formaldeido. Desta forma, pesquisas
que avaliam o poder citotdéxico deste cimento apds longos periodos de
presa ainda sdo necessarias.

Devido a procura por um material com caracteristicas
adequadas tanto fisicas quanto biologicas, este estudo teve como
objetivo avaliar a biocompatibilidade dos sete tipos de cimentos
endodénticos por meio de ensaios de citotoxicidade (teste de XTT) e de
genotoxicidade (ensaio de micronucleos) e verificar as propriedades
mecanicas por meio do teste de push-out, nos diferentes tergos radiculares
e por diferentes periodos de avaliacao.

A hipotese de nulidade deste estudo foram (l) os cimentos
endodonticos a base de resina e de 6xido de zinco e eugenol possuiriam
maior potencial citotdéxico e genotdxico, sobre as ceélulas PDLF e V79,
respectivamente, do que os cimentos a base de silicone, bioceramico e de
hidroxido de calcio (Il) as propriedades mecéanicas dos cimentos avaliados

nao diferenciariam entre si, apesar das diferengas na composigao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Os textos presentes nesta revisdo foram divididos em
toépicos principais: Teste de citotoxicidade, Teste de genotoxicidade e
Resisténcia adesiva dos cimentos, para que seja mais didatica a analise

dos textos e para melhor compreensao do tema.

2.1 Teste de citotoxicidade

A Dbiocompatibilidade é um importante fator a ser
estudado, bem como as caracteristicas fisicas e quimicas na selecao de
materiais para a terapia endodéntica, devido ao contato direto dos
materiais com o tecido periapical (Scelza et al., 2011). Os cimentos
endodénticos podem ultrapassar o forame apical e permanecer em intimo
contato com o tecido periapical por um periodo prolongado, entdo a
biocompatibilidade destes cimentos € muito importante para a cicatrizacao
da lesao periapical (Willershausen et al., 2000; Huang FM et al., 2002).

A relevancia da avaliacdo biolégica pode ser medida
pela existéncia de varias normas internacionais dedicadas ao assunto
(American Society for Testing and Materials (ASTM), 2007; International
Organization for  Standardization, 2008, 2009). A International
Organization for Standardization (ISO) determina que a avaliagdo de
compatibilidade de tecido, tanto in vitro como in vivo, quando aplicavel,
devem ser realizados como passos criticos, antes da aplicagdo do
material clinico (ISO 7405:2008). Neste contexto, testes de
citotoxicidade in vitro permitem o emprego de tipos e linhagens celulares



relevantes, usando condi¢cdes simples, controladas e reproduziveis deste
teste, e em conformidade com os principios da bioética (International
Organization for Standardization, 2009).

Atualmente, o0s riscos biolégicos dos cimentos
endodbénticos sdo avaliados, em parte, através de testes de
citotoxicidade in vitro. Os ensaios in vitro, normalmente avaliam um
material durante 24 h até varias semanas (Hanks et al., 1996; Bouillaguet
et al., 2006; Brackett et al., 2008), e varios estudos sugerem que os
materiais tém diferentes graus de toxicidade inicial em funcdo da
condicdo do teste (Bouillaguet et al., 2006; Geurtsen, Leyhausen, 1997;
Lodiene et al., 2008; Eldeniz et al., 2007; Huang TH et al., 2002; Miletic et
al., 2005). Uma das principais limitagdes dos atuais testes in vitro € que os
testes de curto prazo podem ser pouco representativos do desempenho
a longo prazo in vivo. Por isso, foram feitos esforcos para aumentar a
duracdo dos testes mas sem modifica-los de modo que eles possam ser
mais relevantes clinicamente (Brackett et al., 2009, 2010; Schwarze et al.,
2002b; Camps, About, 2003).

Na literatura ndo ha dados suficientes que assegurem o
uso dos novos cimentos obturadores de canais radiculares. Estudos in
Vivo que avaliam a longo prazo a agdo desses cimentos sdo as
metodologias ideais para determinar a atuacdo clinica desses novos
materiais. Porém ndo sdo estudos comuns relatados na literatura, além
disso, sao praticas de dificil execucdo, onerosas, que apresentam
limitagcdes sociais e que exigem tempo demasiado para realizagcdo. Essas
limitagbes tém nos dirigidos para a opgado e execucgdo de testes in vitro
que avaliam os riscos biolégicos desses novos materiais. Ensaios
realizados em laboratérios s&o mais rapidos, menos dispendiosos, porém
tém sido criticados por possuirem baixa relevancia clinica. Pesquisas in
vitro que avaliam a biocompatibilidade de cimentos obturadores em curto
prazo (< 72 h), sugerem que esses materiais possuem variados graus de

citotoxicidade inicial dependendo das condigdes experimentais. Desse
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modo a principal limitagdo dos estudos in vitro contemporaneos é que a
avaliacdo em curto prazo € inadequada para obtencdo de respostas
biolégicas desses materiais que permanecem em contato direto com os
tecidos perirradiculares por meses ou até anos

Recentemente, algumas pesquisas in vitro tém expandido
os intervalos de tempos avaliados a fim de melhor simular as condigdes
clinicas, por meio do prolongamento do tempo de endurecimento dos
cimentos. Os resultados desses estudos mostraram que muitos
cimentos endodédnticos permaneceram severamente citotoxicos por 5-6
semanas apos sua espatulagdo. Contudo as mesmas respostas em longo
prazo de outros materiais ainda ndo sao conhecidas, somado a isso
muitas vezes esses estudos frequentemente nado utilizam linhagem
celulares encontradas no periapice.

Os ensaios de citotoxidade in vitro para analisar viabilidade
ou sobrevivéncia celular sdo relevantes e satisfatorios para a avaliagao de
propriedades biolégicas de materiais dentarios, por ser uma analise de
menor custo e de maior reprodutibilidade em relagédo aos testes realizados
em animais (Camps, About, 2003; Souza et al.,, 2006). Além disso, o
experimento realizado in vitro tem como vantagem a facilidade no
controle dos fatores experimentais envolvidos que séo freqlientemente
causas de falhas nos experimentos in vivo (Camps, About, 2003; Scelza et
al., 2012).

O método de avaliagdo da toxicidade pelo uso do corante
XTT 2,3 - bis (2-metoxi-4nitro-5-sulfofenil) - 5 (fenilamnocarboniltetrazolium)
€ extremamente confiavel, rapido e facilmente reproduzivel, refletindo nao
somente o numero de células em uma amostra, mas também o nivel de sua
atividade metabdlica, pois baseia-se na atividade de enzimas, como a
succinil desidrogenase (Schwarze et al., 2002a, 2002b).

Lodiene et al. (2008), avaliaram a toxicidade de cimentos
endoddnticos a base de resina epoxi (AH plus) e a base de silicone (Roeko

Seal) com cimentos a base de metacrilato (EndoREZ e Epiphany /Real
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Seal), através dos testes de MTT e do Teste de difusdo em filtro. Os
extratos dos cimentos foram colocados em contato com cultura de células
de fibroblastos de rato (L929) e a viabilidade celular e o numero de células
foram medidos utilizando o método de exclusdo do azul de typan e da
camara de contagem de Burke. As amostras dos cimentos foram
preparadas em aneéis de plastico ndo reativos (5 mm de diametro) e
colocadas em contato com as monocamadas de células imediatamente
ap6s a mistura (estado a fresco). Os materiais de presa dual foram
preparados sem luz e com fotopolimerizagao induzida durante 40 s. Numa
segunda etapa as amostras ficaram em repouso por 24 h a 37 0C e 100%
de umidade (estado de endurecimento). O EndoREZ nao apresentou
endurecimento completo mesmo apdés 24 h e apds a utlizagédo de
polimerizagao extra. Durante o teste de difusdo as células foram cultivadas
por 48 h em filtro de acetato-celulose em tudos de cultura e as amostras
foram colocadas diretamente sobre os filiros. Discos de PTFE
(polytetrafluozoethylene) serviram de controle negativo e filtros de celulose
com 35 uL de fenol 4% como controle positivo. Apds 2 h de incubacgéao as
amostras foram removidas dos filtros e as células foram coradas com
tetrazolium para demostrar a atividade da succinato desidrogenase em
células viaveis. As amostras de Roeko Seal e Epiphany foram testadas em
triplicata, enquanto AH plus e EndoREZ em duplicata. O AH plus foi
citotéxico quando testado imeditamente apds endurecimento mas néo apés
24 h, enquanto EndoREZ e Roeko Seal ndao apresentaram qualquer
citotoxicidade nos tempos 0 h e 24 h. Ja o Epiphany foi severamente
citotéxico em Oh e moderadamente apds 24 h. No teste do MTT os cimentos
AH plus e Roeko Seal foram classificados ligeiramente citotoxicos, o
EndoREZ nao citotdxico enquanto o Epiphany foi severamente citotoxico.
Zhang et al. (2010), estudaram o efeito de um novo cimento
endoddbntico o iRoot SP (Innovative Biocreamix Inc, Vancouver, Canada)
comparado com o AH plus (Dentsply DeTrey, Konstanz, Alemanha) sobre
a expressao de genes relacionados com a mineralizagdo de osteoblastos
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MGG63. Foram preparados espécimes (5 mm de didmetro e 2 mm de altura)
de iRoot SP e AH Plus e sobre eles colocados 5ml de meio de cultura. Apos
as células MG63 foram expostas a varias diluicbes (1/1, 1/2 e 1/4) dos
extratos. A 3 (4,5- dimetiltiazol-2-il) - 2,5 - difeniltetrazdlio ensaio de brometo
de MTT foi utilizado para avaliar a citotoxicidade n&o especifica dos
materiais dentarios. A expressdo de genes relacionados com a
mineralizagao, incluindo colagénio do tipo | (COL 1), osteocalcina (OCN),
sialoproteina 6ssea (BSP) e osteopontina (OPN), foi detectada nos dias 1,
3 e 6, por uma reacao cadeia polimerase em tempo real. Um ensaio
imunoenzimatico ligado a enzima foi utilizada para avaliar alteragdes
protéicas COL | e BSP. No ensaio de MTT, os extratos ndo diluidas de
iRoot SP nao foram citotécicos, enquanto que os extratos ndo diluidos
de AH Plus foram classificados como ligeiramente citotéxico. O iRoot SP
regulou COL I, OCN, e BSP na expressdo do RNA mensageiro apos 3 e 6
dias. No experimento ensaio imunoenzimatico ligado a enzimas, o iRoot
SP aumentou COL | e os niveis de proteina BSP em compara¢gao com AH
Plus e o grupo controle no sexto dia. Com base nestes resultados, iRoot SP
pode ser considerado como um material favoravel a interagdo com o
material celular.

Brackett et al. (2010), avaliaram a citotoxicidade in vitro
de cinco cimentos endoddnticos durante 12 semanas usando trés
linhagens de células: fibroblastos de rato L929, células osteoblasticas de
rato (ROS) 17/2.8, e osteoblastos de rato MC3T3-E1. Foram elaborados
discos (n = 6) de AH- plus (AHP), duas versdées de Endo Rez (ER, eRXx),
Epifania (EPH) e Pulp Canal Sealer (PCS). Os cimentos e o Teflon (Tf,
controle negativo) foram colocados em contato direto com as células apos
a imersdo em tampédo de fosfato. O teste de citotoxicidade foi realizado
apos o periodo inicial 72 h (semana 0) e depois de 1, 4, 6, 8, e 12 semanas
para o L929 e de 4 e 8 semanas para o ROS 17/2.8 e MC3T3-E1. A atividade
do Succinato celular desidrogenase (SDH) foi estimada utilizando o método
de MTT (brometo de 3 - (4,5-dimetiltiazol-2-il) - 2,5-difeniltetrazdlio, um
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tetrazolium amarelo), e as atividades foram normalizadas para o controle
de Teflon ®. As respostas celulares aos materiais foram comparadas
por meio da analise de variancia e apds o teste de Tukey (a = 0,05).
Inicialmente, todos os cimentos suprimiram a atividade SDH de
fibroblastos L929. Depois de 12 semanas de imersdo em solug¢ao salina,
AHP exibiu a atividade SDH acima de Tf (120%), seguido por Rx (78%), ER
(58%), PCS (38%), e EPH (28%), todos estatisticamente diferentes (p <
0,05). Em geral, as trés linhas celulares responderam de forma
semelhante para os cimentos. No entanto, AHP causou respostas
unicas: células ROS foram inicialmente menos sensivel, e AHP foi
severamente citotéxica para células MC3T3 (< 35% de Tf) ao longo de
8 semanas. Os dados sugerem que o "envelhecimento", em solugao
salina, dos cimentos endodénticos atuais diminuem a citotoxicidade destes
em diferentes periodos.

Mukhtar-Fayyad (2011), compararou a citotoxicidade de
dois materiais a base de bioceramica, BioAggregate e iRoot, em células
de fibroblastos humanos MRC-5. Foram fabricados vinte e quatro discos
dos materiais BioAggregate e iRoot SP (5 mm de didmetro e 2 mm de altura).
Apdés o endurecimento, os discos foram esterelizados com o6xido de
etileno e luz ultravioleta por 2 h. Depois foram imersos em meio de cultura
de células a 37 °C durante 5 dias, e os extratos obtidos foram diluidas
em meio de Eagle Modificado por Dulbecco para atingir 5 concentragdes
(puro, 1/2, 1/10, 1/50, 1/100). As Células de fibroblastos humanos foram
incubados com cada diluicdo do extrato durante 24 h, 72 h, e 7 dias, e
em seguida, a viabilidade celular foi avaliada utilizando o ensaio de MTT.
As diferengas nos valores médios de viabilidade celular entre os materiais
foram avaliadas utilizando o 1-way ANOVA e teste de Tukey. Notaram
que houve diferenca estatistica significante entre os materiais
experimentais e o grupo controle e entre os dois materiais nos, 1/2 e 1/10
concentragdes para os trés periodos de incubacdo. O efeito citotoxico de

ambos o0s materiais foi dependente da concentragdo. Assim,
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BioAggregate e iRoot SP apresentam uma biocompatibilidade aceitavel.

Karapinar-Kazandag et al. (2011), investigaram a
citotoxicidade de cinco cimentos endodénticos: AH Plus (Dentsply De
Trey GmbH, Constangca, Alemanha), RoekoSeal (Colténe Whaledent,
Langenau, Alemanha), EndoREZ (Ultradent Products Inc., Sul da Jordania,
Utha, EUA), Epiphany (Pentron Technologies clinicos, LLCC, Wallingford,
CT, EUA) e Activ GP (Brasseller Inc., EUA, Savannah, GA, EUA) sobre
fibroblastos de rato L929 e células pulpares humanas primarias. Foram
confeccionados espécimes cilindricos (4 mm de didmetro e 3 mm de
altura) e mantidos a 37 °C numa atmosfera umidificada de 5% de CO2
durante trés vezes o comprimento de tempo de endurecimento
determinado pelo fabricante. Os extratos das amostras foram realizados
colocando 2,5 ml de meio de crescimento de células sobre os espécimes
nos tempos 1, 4 e 7 dias. Apds foi realizada a filtragao dos extratos e diluidos
em 50% e 25%. Os extratos diluidos foram incubados com as células
cultivadas durante 24 h e 72 h. A citotoxicidade foi avaliada usando o
ensaio colorimétrico MTS. Foram utilizados os testes de Kruskal-Wallis e
teste de comparagcdes multiplas de Dunn para comparar os extratos
diluido/n&o diluido em termos de viabilidade celular (% do controle).
Foram realizados testes de Friedman e teste de comparacdo multipla de
Dunn apds comparar periodos de analise. Teste de Wilcoxon foi utilizado
na comparagao da leitura de 24 h e 72 h. O extrato ndo diluido de 1
dia do Activ GP foi significativamente mais citotoxico do que todos os
outros cimentos. Os Extratos ndo diluidos de 4 e 7 dias de Epiphany
e Activ GP foram mais citotéxicos do que os outros trés cimentos.
Extratos diluidos de Activ GP e Epiphany eram geralmente menos toxico
do que os n&o diluidos. A citotoxicidade do Epiphany aumentou
significativamente quanto maior o tempo de exposicdo das células.
Nenhuma ou minima citotoxicidade foi observada com RoekoSeal, AH
Plus e EndoREZ. Os cimentos exibiram varios graus de citotoxicidade

dependente de sua composi¢cao quimica.
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Yilmaz et al. (2012), avaliaram os efeitos citotoxicos de
diferentes cimentos endoddnticos comercialmente disponiveis no
mercado, Sealite Ultra (SU), Tubli-Seal (TS), Tubli-Seal EWT (TS-EWT),
Pulp Canal Sealer (PCS), Pulp Canal Sealer EWT (PCS-EWT),
Endomethasone N (En N), e o Apexit Plus (AP) em cultura de células de
fibroblastos de rato L929 (ATCC) usando o ensaio MTT. Os extratos dos
cimentos foram mantidos em incubadora a 37 °C e 5% de CO2 durante
1 h. O ensaio de citotoxicidade foi realizado utilizando as dilui¢des (1:2,
1:4,1:8, 1:16 e 1:32) dos extratos dos cimentos. No ensaio do MTT, 5
mg / ml do MTT em solugédo salina foi adicionado a cada pog¢o ficando
em incubadora a 37 °C durante 4 h. O precipitado de formazan foi
dissolvido num tampao contendo 23% de sulfato de sédio de dodecilo e
50% de N, N-dimetilformamida (pH 4,7). Densidades opticas de formazan
dissolvidos foram lidas em espectrofotdmetro de microplacas. AP, TS e
TS-EWT nao mostraram citotoxicidade em qualquer diluicdo testada.
Outros cimentos exibiram algum grau de citotoxicidade nas dilui¢des 1:4 e
1:2. Em SU, PCS e EnN houve efeito citotdoxico na diluicdo de 1:4 e
confirmada em 1:2. PCS-EWT e SU demostraram uma maior citotoxicidade
em 1/2 de diluicdo do que os outros cimentos. Nas diluicbes de 1/8 a
1/32 nenhum cimento demostrou citotoxicidade.

Brackett et al. (2012), avaliaram in vitro a resposta
citotoxica dos cimentos endodénticos durante um ano. AH Plus (AHP),
Epiphany (EPH), EndoREZ (ER), GuttaFlow (GF), InnoEndo (IN), e Pulp
Canal Sealer (PCS) foram expostos a osteoblastos de rato e mondcitos
humanos apds a sua presa. Teflon(TF) foi utilizado como controle
negativo. Foram confeccionadas 72 amostras e colocadas numa solugao
estérii de saliva artificial durante 52 semanas para simular o
envelhecimento in vivo. Apés 1 ano as amostras foram colocadas em
contato direto com células osteoblasticas MC3T3-E1(ATT-CRL 2593,
subclone 4) de rato e mondcitos humanos THP1(ATCC TIB 202, Tipo
cultura americana Collection, Rockville, MD) por 72 h e a citotoxicidade
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foi testada pelo ensaio de MTT. A resposta celular foi estimada pela
atividade do succinato desidrogenase (SDH). O efeito dos materiais de
TNFa a partir de secregao ativada (LPS) e mondcitos inativados também
foi medido. Antes do envelhecimento, todos os materiais, exceto GF
tiveram a atividade SDH suprimida quando comparado com o controle. A
atividade SDH em células expostas a alguns cimentos melhorou
significativamente apdés 1 ano, mas o ER permaneceu citotéxico. Quando
os materiais apds 1 ano foram novamente testados, AHP, ER, GF, e IN ndo
apresentaram mudancgas. EPH e PCS foram mais téxicos. Os mondcitos
responderam de forma semelhante a que os osteoblastos. Nos cimentos
endodénticos a atividade de secregcao dos mondcitos TNFalfa ativados
por LPS expostos a AHP e EM suprimiram significativamente a secregao
de TNFalfa. Quando os mondcitos ativados foram expostos aos cimentos,
uma diferencial supressao da secrecao de TNF alfa foi observado para trés
dos quatro cimentos testados (EPH, IN, e PCS). Os resultados sugerem
que o envelhecimento a longo prazo pode ser um complemento util para
a avaliagao in vitro destes materiais.

Ashraf et al. (2012), avaliaram a citotoxicidade de trés
cimentos a base de resina, ou seja, AH Plus, EndoREZ e Epiphany em
células L929. Os cimentos foram divididos em dois grupos, puro e diluido.
As diluicbes dos materiais foram preparadas separadamente e foram
incubados com fibroblastos L929, nos periodos de 1 h, 24 h e 72 h. Pulp
Canal Sealer e Dulbecco Modified Eagle Medium (DMEM) serviram como
controles positivo e negativo, respectivamente. A viabilidade celular foi
avaliada pelo ensaio de MTT ([3-4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difenil
brometo de succinato), apés 1 h, 24 h e 72 h. Os autores evidenciaram
que apo6s 1 h, o Epiphany e o AH plus puros foram significativamente mais
citotdxicos do que suas amostras diluidas. Nenhuma diferenca significativa
foi percebida entre a citotoxicidade dos cimentos no seu estado puro e o
controle positivo, ou entre eles e o controle negativo. Apds 24 h, todos

os materiais foram significativamente mais citotoxicos do que o grupo
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controle negativo, e foram menos citotoxicos do que o grupo controle
positivo. Apds 72 h, as amostras puras e as diluicbes de todos os materiais
foram tao citotoxicas quanto o grupo controle positivo. Em cada momento,
nenhuma diferencga significativa foi percebida entre os diferentes materiais
em termos de viabilidade celular. Portanto, concluiram que as diferencas
observadas entre a citotoxicidade de AH Plus, EndoREZ e Epiphany ndo
atingiram um nivel significativo nos periodos comparados.

Scelza et al. (2012), compararam a citotoxicidade de
quatro cimentos endoddnticos (Sealapex, Pulp Canal Sealer EWT,
ReaSeal e MTA Fillapex) 1 e 7 dias apds a preparagcao dos extratos,
quando foram avaliados através de uma analise multiparamétrica
empregando células primarias humanas intimamente relacionadas aos
tecidos periapicais. Os extratos de cada cimento foram preparados e
expostos por 24 h aos meios de cultura, e a cada 24 h até 7 dias apos a
mistura. Osteoblastos primarios humanos foram expostos aos extratos
durante 24 h, a 37 °C com 5% de CO2, e a viabilidade celular foi avaliada
por um ensaio de multiparamétrico sequencialmente, nas mesmas células,
analisando a atividade mitocondrial (XTT), a integridade da membrana
(teste vermelho neutro) e densidade total de células (teste de exclusao
de corante cristal violeta). Os resultados de cada teste e o tempo foram
comparadas por analise de duas variancias (ANOVA). Assim, todos os
cimentos endodénticos tiveram forte citotoxicidade em 24 h. Em um
periodo mais longo (7 dias), a viabilidade para Sealapex teve um aumento
significativo (p < 0,05) e Pulp Canal Sealer alcangou niveis de
citocompatibilidade semelhantes aos do grupo controle. A anadlise de
variancia indicou uma correlagcéo geral entre a citotoxicidade dos materiais
e o tempo apds a mistura, com algum grau de dependéncia no ensaio de
viabilidade celular. Todos os materiais tinham altos niveis citotoxicos para
células primarias humanas, e em sua maioria de forma dependente do
tempo, como mostrado por trés diferentes testes de viabilidade celular.

Mutoh et al. (2013), avaliaram a biocompatibilidade de
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cimentos endodonticos a base de resina (RCSs) nos tecidos periapicais
de ratos. Os ratos foram submetidos a reimplante dentario para
reproduzir a resposta dos tecidos periapicais com RCSs. Foram utilizados
o cimento resinoso Epiphany SE ™, AH Plus Jet ™, o cimento a base
de eugenol (Canals) e um grupo de controle. O primeiro molar superior
direito foi extraido e no seu apice foi aplicado o RCSs, e, em seguida, o
dente foi reposicionado. A avaliagdo histolégica demonstrou que uma
inflamacao leve ocorreu no tecido periapical com Epiphany e AH Plus Jet
no sétimo dia, enquanto o cimento Canals induziu uma inflamacgao severa
a moderada. As analises estatisticas demonstraram que foram observadas
diferengas significativas entre o cimento Canals e os outros grupos no dia
7 sobre a resposta inflamatéria. No dia 14, as lesdes induzidas por todos os
selantes foram curadas e predominantemente substituido por tecido
conjuntivo fibroso. Os resultados sugerem que Epiphany SE e AH Plus Jet
sao bons materiais biocompativeis.

Silva EJNL et al. (2013), investigou os efeitos de oito
cimentos endoddnticos sobre a citotoxicidade de células de fibroblastos
Balb/c 3T3 durante 5 semanas. Utilizaram os cimentos AH plus,
Epiphany, Endomethasone N, EndoREZ, MTA Fillapex, Pulp Canal Sealer
EWT, Roeko Seal e Sealapex. Foram fabricados nove discos de cada
cimento (5 m de didmetro e 2 mm de altura) e a citotoxicidade dos cimentos
foram avaliadas no periodo logo apds a mistura, e depoisde 1, 2, 3,4,¢e 5
semanas para estudar a influéncia do tempo de endurecimento dos
cimentos na sua toxicidade. A viabilidade celular foi determinada em cada
semana (1-5 semanas) através do ensaio de MTT 3- (4,5- dimetiltiazol-2-
il)-2,5-difenil-tetrazolio. Cristais de formazan foram produzidos dentro das
células através da reducdo da succinato desidrogenase. Os autores
verificaram que Roeko Seal foi o unico cimento que ndo demostrou
quaisquer efeitos citotoxicos em qualquer tempo. Todos os outros cimentos
exibiram toxicidade grave inicialmente (semana 0). O MTA Fillapex

permaneceu moderadamente citotdxico apds o término do periodo
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experimental. A toxicidade dos outros cimentos testados diminuiu
gradualmente ao longo do tempo. Os cimentos endodénticos avaliados
apresentaram diferentes graus de toxicidade, principalmente no estado
puro. Portanto, RoekoSeal teve nenhum efeito citotoxico, e o MTA
Fillapex foi significativamente associado com menor viabilidade celular

quando comparado com os outros cimentos endoddnticos testados.

2.2 Teste de genotoxicidade

Na literatura as pesquisas estdo muito focadas em
avaliacbes citotoxicas, enquanto poucos sao os dados publicados quanto
ao potencial genotdxico dos cimentos endoddnticos, uma vez que a
genotoxicidade pode ser um fator importante de influéncia na
biocompatibilidade desses materiais (Tai et al., 2002; Brzovic et al., 2009).

Os testes de genotoxicidade s&o testes in vitro
designados para detectar materiais ou seus componentes que induzem
danos ao material genético das células, tais como quebra cromossdmica,
quebra de DNA e alteracdo na capacidade de reparo no DNA celular
(Ribeiro etal., 2006a). Nas ultimas décadas os testes de genotoxicidade tém
alcangado ampla aceitagdo como indicador carcinogénico, pois danos ao
genoma das células podem diminuir significativamente a capacidade de
auto reparagao tecidual ou em longo prazo causar o desenvolvimento de
neoplasias (Brzovic et al., 2009).

Os testes de genotoxicidade sdo importantes na pesquisa
e avaliagcdo do potencial carcinogénico que alguns componentes desses
cimentos possam apresentar (Chang et al.,1998; Ribeiro et al., 2005,
2008). Embora existam muitos testes de genotoxicidade in vitro, os mais
utilizados sao o teste de células individualizadas em gel de agarose (ou teste
do cometa) (Ribeiro et al., 2004, 2006c) e o teste de micronucleo
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(Andrighetti-Frohner et al., 2006).

O teste do cometa detecta a quebra do DNA celular
permitindo mensurar o dano causado sobre o material genético. O principio
basico deste teste € a migracdo do DNA sobre a matriz de agarose
em condicdes de eletroforese. No microscopio de fluorescéncia, as
células danificadas assemelham-se a um cometa, com uma cabeca
(regido do nucleo) e uma cauda contendo fragmentos de DNA que estao
fora do nucleo (Ribeiro et al., 2006c).

O teste de micronucleo (MNT) é utilizado para detecgao
de mutagbes cromossdémicas. Utilizado para analise da genotoxicidade
de materiais, €& capaz de detectar aberracbes ou mutagdes
cromossdmicas, em células de organismos expostos a substancias com
potencial de mutagenicidade. Assim, atuam como marcadores bioldgicos
de danos genéticos e podem ser utilizados como indicadores de
mutagenicidade, pois fragmentos cromossémicos e cromossomos
inteiramente isolados levam a formagdo de micronucleos durante a
mitose do ciclo celular (Schweikl, Schmalz, 2000).

O potencial genotdxico dos cimentos a base de resina e a
base de metacrilato de epdxi tem levantado alguma preocupagao
(Brzovic et al.,, 2009). Ambos os tipos de cimento sdo frequentemente
utilizados clinicamente devido a sua melhor solubilidade e bom resultado
do tratamento (Poggio et al., 2010). Cimentos de resina epoxi podem
liberar pequenas quantidades de bisfenol A éter diglicidil e formaldeido,
que sao considerados cancerigenos (Camargo et al., 2009). Além disso,
pesquisas anteriores utilizando o teste de micronucleo (Camargo et al.,
2009) ja apontaram que a mutagenicidade de selantes a base de resina
epoxi é pequena. No entanto, ndo ha consenso na literatura, pois outros
pesquisadores nao puderam encontrar danos no DNA (Huang TH et al.,
2004; Ribeiro, 2008).

Schweikl e Schmalz (2000) avaliaram a citotoxicidade e
a inducao de micronucleos em células V79 do cimento endodéntico AH
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plus. O AH Plus foi testado imediatamente apds a preparagcao e apos um
tempo de presa de 24 h. Os materiais foram diluidos em dimetilsulféxido
(DMSO) e em solugdo salina fisiolégica durante 24 h. As amostras
diluidas em DMSO claramente reduziram a viabilidade das células V79,
mas as diluidas com soro fisiolégico foram pelo menos 10-100 vezes
menos toxicas. Da mesma forma, as amostras do AH Plus foram
mutagénicas em uma maneira dose- dependente em células V79 apos
diluicdo em dimetilsulféxido. Os numeros de micronucleos foram cerca de
7 vezes mais elevados em culturas de células tratadas em comparacao
com o controle ndo tratado. Nao foi observada mutagenicidade com
DMSO e diluidos no soro fisiolégico misturado com o AH Plus no periodo
de 24 h. Portanto, ndo ha evidéncias da inducdo de mutagdes
cromossémicas na pasta recém-misturada de AH Plus.

Miletic et al. (2003) estudaram in vitro o efeito citotoxico
e mutagénico do AH26 e AHPIlus. Os efeitos citotoxicos em células de
hamster chinés V79 foram incubadas em diluicbes dos cimentos. Os
materiais foram misturados e apds 1 h diluidos com dimetil sulféxido
(DMSO) por 1h, 24 h e 7 dias.Também foram diluidos em soro fisiologico,
em seguida, triturado e diluidos em DMSO por 24 h. Foram examinados
os efeitos mutagénicos do AH26 e do AH Plus em trés concentragdes:
5.57, 16.7 e 55.7 ug/ mL. A aberragdo na estrutura do cromossosmo
foi analisada pelo teste do micronucleo. Ambos os materiais foram
citotoxicos em doses maiores do que 55,7 ug/mL, exceto para AH26, apds
7 dias. AHPIlus foi um pouco citotoxico na concentragcéo de 16,7 ug/ mL,
exceto apds 7 dias. Nem o AH26 nem o AHPlus induziram aumento
significativo de aberragdes cromossdémicas ou formagao de micronucleos
nos tempos e concentragdes estipuladas. Nao houve mutagenicidade
encontrada para AH26 e AH Plus em condi¢gdes in vitro altamente
controladas.

Silva GO(2011) avaliou a citotoxicidade e genotoxicidade

de quatro cimentos endodénticos (EndoREZ, RoekoSeal, AHPIlus e cimento
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experimental a base de oleo- resina da Copaifera multijuga) utilizando
ensaios bioldgicos. Os meios de cultura foram expostos aos cimentos
ap6s 12 h do endurecimento destes. Células V79 foram expostas as
diluigdes dos extratos por 24 h e a sobrevivéncia celular foi mensurada
fotometricamente. A viabilidade celular foi mensurada pelo teste de MTT
em espectrofotdbmetro e a genotoxicidade, indicada pela formacdo de
micronucleos, foi determinada apds 24h do periodo de exposig¢do. Os
resultados da taxa de sobrevivéncia celular e a quantidade de danos ao
DNA foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis (p < 0,05). A
citotoxicidade em relagdo ao grupo controle decresceu na seguinte ordem
EndoREZ > Copaiba = AH Plus > RoekoSeal. A formagao de micronucleos
(MN) para indicar a genotoxicidade foi induzida somente pelos extratos
do EndoREZ, sendo mais genotoxico que o EMS (controle positivo).
Van Landuyt et al. (2012) buscaram avaliar o potencial
genotoxico de cimentos obturadores de resina (epdxi ou metacrilato) em
induzir quebras no DNA (DSBs). Fibroblastos gengivais humanos (HGFs)
foram cultivados em frascos de cultura de células. Os fibroblastos foram
colocados em contato com concentragdes nao toxicas dos cimentos de
resina epoxi (AH plus Jet) e dos cimentos a base de metacrilato (EndoREZ
e Real Seal). O hidroxido de calcio (Calcicur, Votso, Cuxhaven,
Alemanha) foi escolhido como controle. Para determinar as
concentragdes de efeito maximo (EC50) e concentragcdes subtdxicas dos
extratos, a citotoxicidade dos cimentos foi testada por meio do ensaio de
XTT. Os HGFs foram semeados em placas de 96 pogcos a uma
concentragado de 20.000 células por pog¢o (100 mL por pogo). Apds 24 h
de incubagao, o meio foi removido e substituido pelos extratos nao diluidos
e diluidos. Apos 24 h, as células foram lavadas, e uma mistura de XTT foi
adicionado. O teste XTT analisa a atividade metabdlica das células através
da detecgdo do formazan, o qual € um produto da clivagem dosal de
tetrazoliodo XTT. Apds o teste de imunofluorecéncia H2AX foi usado para
detectar microscopicamente DSBs DNA e para estes experimentos, foi
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desenvolvido um novo algoritmo personalizado no Photoshop (Adobe) para
quantifica-los.A citotoxicidade dos extratos nas 24 h poderam ser
relacionadas da seguinte forma: AH plus Jet > Real Seal > Endo REZ>
Hidroxido de calcio. Os resultados deste estudo ndo mostram nenhuma
evidéncia para a indugdo de DNA DSBs por cimentos endoddnticos, mas

mais pesquisas s&0 necessarias para avaliar outras vias genotdxicas.

2.3 Resisténcia adesiva dos cimentos

Obturar o canal radicular é fornecer uma vedagao contra
a entrada de microorganismos e fluidos dentro do espago do canal
radicular desinfectado. ldealmente, os materiais de obturacdo devem
formar uma forte aderéncia com a parede do canal e resistir ao
deslocamento durante a fungdo mastigatoria.

Zhang et al. (2009) investigaram a capacidade de
selamento apical do cimento endodéntico iRoot SP. Foram utilizados
sessenta e oito dentes humanos unirradiculares, a parte coronal de cada
dente foi removida e os canais radiculares foram preparados com limas
ProTaper. Os espécimes foram divididos em 3 grupos de 20 dentes cada:
Grupo A foram obturados com iRoot SP usando a técnica da condensagao
continua; Grupo B foram obturados com iRoot SP usando uma técnica do
cone unico; Grupo C foram obturados com AH plus por meio da técnica
de condensacao continua. A avaliacdo da infiltracido apical foi realizada
com um método de filtragdo de fluidos nos periodos de 24 he 1,4 e 8
semanas. Microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi utilizada para
avaliar qualitativamente os diferentes grupos. Analisaram que n&o houve
diferenga significativa na filtragao de fluido entre os grupos, bem como
nenhum efeito sobre o tempo de escoamento (p > 0,05). IRoot SP foi
equivalente ao cimento AH Plus em capacidade de selamento apical.
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Costa et al. (2010) avaliou a resisténcia adesiva através
do teste de push-out de Epiphany SE, Epiphany e o hibrid Root Seal as
paredes de dentina dos canais radiculares. Sessenta raizes de caninos
foram preparadas e distribuidas em seis grupos (n = 10) de acordo com o
material obturadpor: Gl - Epiphany SE, Gll — Epiphany primer e cimento, GllI
- Epiphany primer, cimento e solvente resinoso, GIV - Clearfil DC bond e
cimento Epiphany, GV - Clearfil, Epiphany cimento e solvente e GVI - hibrid
Root Seal. Foram utilizados Cones Resilon em todos os grupos. As raizes
foram seccionadas para obter trés fatias de cada terco. Uma fatia foi
submetida ao teste de push-out (MPa), e os resultados foram analisados.
As outras duas fatias foram preparadas para digitalizagdo em microscopia
eletrbnica de varredura (MEV). O modo como ocorreu a falha também
foi analisada. A diferenga estatisticamente significante (p < 0,05) ocorreu
entre o hibrido Root Seal e outros materiais, Gl, Gll, Glll, GIV e GV,
nao diferiram significativamente entre si (p > 0,05). Foram observadas
predominantemente falhas adesivas nos grupos |, I, IV e V, enquanto
falhas mistas e coesivas foram as mais frequentes nos grupos Il e VI,
respectivamente. Houve falhas na interface adesiva de Gl e Gll, areas
de continuidade do material com a dentina no GIV e GV e boa adaptacao
da interface da GVI. O hibrido Root Sesal apresentou uma maior
resisténcia de adesdo na dentina do canal radicular do que Epiphany SE
e Epiphany. O uso do primer, sistema solvente e sistema adesivo nao

influenciou na adesao do Epiphany.

Stiegemeier et al. (2010) avaliaram as forgas de ligagédo push-out
de diferentes materiais obturadores. Foram utilizados quarenta dentes
humanos unirradiculares, que foram instrumentados e irrigado usando
NaOCI a 5,25%, acido etilenodiaminotetracético 15%, e agua esterilizada.
Os dentes foram, entdo, preenchidos com (Resilon e RealSeal), (Resilon e
RealSeal SE), (Resilon e MetaSeal) e (gutta-percha/ cimento EWT). A
resisténcia de unido foi calculada e submetida a andlise estatistica. As

fatias foram examinadas usando um microscopio estereoscopico de 30
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x para determinar a falha. A média da resisténcia de unido do push-out
foram as seguintes: Resilon / Rea |Seal, 1,45 £ 0,99 MPa; Resilon / Real
Seal SE, 0,88 £ 0,49 MPa; Resilon / Meta Seal, 2,41 + 1,7 MPa; e gutta-
percha/ cimento EWT 2,32 + 0,74 MPa. As forgas de ligagdo push-out no
Resilon / MetaSeal e gutta-percha/ EWT foram maiores do que o Resilon
/ RealSeal ou Resilon / RealSeal SE. O Resilon / MetaSeal e gutta-
percha/EWT nao diferiram significativamente.

Ersahan e Aydin (2010) avaliaram a resisténcia de uniao
push-out de iRoot SP (Inovador Bioceramix, Vancouver, Canada) e
comparam com a de outros cimentos endoddnticos. Sessenta caninos
superiores humanos foram seccionados abaixo da jungdo cemento-
esmalte para obter 120 discos (4 mm de espessura de dentina) que foram
divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 30) para o tratamento com
um dos quatro cimentos diferentes (iRoot SP, AH Plus, Sealapex,
EndoREZ). As cavidades foram preparadas e preenchidas com os
cimentos. O Teste de push-out foi realizado utilizando uma maquina
universal de ensaios. Falhas na adesao foram avaliadas quantitativamente
em um microscopio eletronico de varredura (MEV). A resisténcia de unido
do iRoot SP e AH Plus foram maiores do que os de Sealapex e
EndoREZ. Nao houve diferenga significativa entre a resisténcia de uniao
do iRoot SP e AH Plus (p = 0,274). Entédo, iRoot SP e AH Plus
apresentaram um comportamento semelhante e melhor do que EndoREZ

e Sealapex.

Haragushiku et al. (2010) avaliaram a adesdo dos
cimentos endodénticos Epiphany, Apexit Plus e AH Plus a dentina de canais
radiculares submetidos a diferentes tratamentos de superficie, utilizando o
teste de push-out. Cento e vinte e oito raizes de caninos superiores foram
incluidos em resina acrilica, os canais foram preparados e divididos
aleatoriamente em quatro grupos (n = 32), de acordo com o tratamento
da dentina radicular: (I) agua destilada (controle), (Il) EDTA 17%, (lll),
hipoclorito de sédio 1% e (IV), Er: YAG com 16 Hz, entrada 400 mJ (saida
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240 mJ) e 0,32-J = cm2 densidade de energia. Cada grupo foi dividido em
quatro subgrupos (n = 8) obturados com Epiphany, Apexit Plus ou AH
Plus. Os dados (MPa) foram analisados por analise de variancia e teste
de Tukey. Uma diferenga estatisticamente significativa (p < 0,01) foi
encontrada entre os cimentos, com exceg¢ao para os subgrupos Epiphany,
que tiveram resultados estatisticamente semelhantes entre si (p > 0,01):
AH Plus (4,77- 0,85), Epiphany= mistura manual (3,06 -1,34), Epiphany
= automix (2,68- 1,35) e Apexit Plus (1,22-0,33). Os maiores valores de
adesao foram obtidos com AH Plus quando a dentina radicular foi tratada
com laser Er: YAG e 17% EDTA. O cimento Epiphany apresentou os
valores mais baixos de adesao a dentina radicular tratada com EDTA17%.
Os cimentos a base de resina tiveram comportamentos adesivos
diferentes, dependendo do tratamento das paredes dos canais
radiculares. O modo de preparo da Epiphany (seringa automix ou mistura
manual) ndo influenciou a adesao da dentina radicular.

Ghoneim et al. (2011) avaliaram e compararam a
resisténcia a fratura de raizes obturadas com varios sistemas de
preenchimento de canal. Utilizaram cinqluenta pré-molares inferiores
unirradiculares, que tiveram suas coroas seccionadas e obteram raizes de
13 mm. Dez raizes foram deixadas sem preparo e sem preenchimento
(controle negativo). Quarenta canais foram instrumentados com
Endosequence (Brassler, Savanna, EUA). As raizes foram divididas de
acordo com o sistema de obturagcdo em 4 grupos (n = 10): Grupo 1: iRoot
SP (Inovador Bioceramix, Vancouver, Canada) + cone Activ GP (Brassler,
Savanna, EUA), grupo 2: iRoot SP + guta-percha (GP), Grupo 3: cimento
Activ GP+ cone Activ GP, e grupo 4: cimento Activ GP + GP. Todos os
grupos foram obturados usando a técnica de cone unico. As raizes de cada
grupo foram embebidas em matrizes acrilicas e submetidas ao teste de
resisténcia a fratura utilizando uma carga de compressao (0,5 mm / min)
que foi aplicado até ocorrer a fratura. A maior resisténcia a fratura foi

registrada tanto para o grupo controle negativo e grupo 1 (iRoot SP/ cone
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Activ GP), sem diferenca significativa entre eles, enquanto o menor valor foi
relatado no grupo 4 (cone selador Activ GP / GP). O cimento a base de
bioceramica (iRoot SP) é promissor em termos de aumento da resisténcia
in vitro a fratura de raizes com tratamento endoddntico especialmente
quando acompanhado com cones Activ GP.

Lertchirakarn et al. (2011) avaliaram a resisténcia a fratura
da raiz de incisivos centrais superiores. Utilizaram quarenta dentes que
foram instrumentados e divididos aleatoriamente em quatro grupos. Cada
grupo foi obturado com condensacéo lateral, com guta-percha e AH Plus,
guta-percha e RealSeal (®), RealSeal (®) e cone RealSeal (®) e RealSeal
(®) cone e AH Plus, respectivamente. As raizes foram colocadas na
vertical por uma ponta cénica inserida no canal e ligada a uma maquina de
ensaios Instron até ocorrer a fratura da raiz. A carga de fratura e o padrao
da fratura foram registrados. As propriedades mecéanicas dos materiais
foram testadas sob carga de compressdo. Os resultados foram
analisados por meio de analise de variancia e teste de Tukey. Utilizou-se
um teste t para amostras independentes para comparar as propriedades
mecanicas dos materiais de enchimento. A carga para fraturar as raizes
obturadas com guta-percha e AH Plus; guta-percha e RealSeal foi
significativamente maior do que aqueles obturados usando o sistema
RealSeal (cone RealSea com cimento AH Plus). A maioria das linhas de
fratura foram na direcdo buco-lingual. Em testes de compressao dos
materiais de nucleo, RealSeal teve um maior fluxo em resposta a carga
de guta-percha, sugerindo uma transmissao mais eficaz das forgas para a
parede do canal nos testes de fratura. A resisténcia a fratura foi mais baixa
usando RealSeal e é provavelmente o resultado de uma transmissao
mais eficiente das for¢as de dentro do canal, em vez de um efeito direto do
préprio material.

Sagsen et al. (2012) compararam a resisténcia a fratura
de raizes obturadas com guta percha (GP) e diferentes cimentos

endodénticos. Cinquenta e cinco incisivos centrais superiores humanos
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foram selecionados e divididos aleatoriamente em trés grupos
experimentais (Grupos 1-3) e dois grupos de controle (Grupos 4 e 5).
Grupo 1: 15 canais radiculares prenchidas com um cimento a base de
resinas epoxi (AH Plus) e GP, Grupo 2: 15 canais radiculares preenchidos
com um cimento a base de silicato de calcio (iRoot SP) e GP, Grupo 3:
15 canais radiculares preenchidos com outro cimento a base de silicato
de calcio (MTA Fillapex) e GP, Grupo 4: 5 raizes foram instrumentadas,
mas nao obturadas, e Grupo 5: 5 raizes ndo foram nem instrumentadas
nem obturadas. A carga de compressao foi realizada utilizando uma
maquina universal de ensaios até a fratura ocorrer. A forca aplicada no
momento da fratura foi registrada em Newtons. Nao houve diferencas
significativas na resisténcia a fratura entre os trés grupos experimentais
(p > 0,05), cujos resultados foram significativamente superiores a do
Grupo 4 (p < 0,05). Em conclusdo, todos os cimentos endodénticos
utilizados no presente estudo, aumentaram a resisténcia a fratura dos
canais radiculares instrumentados.

Bhat et al. (2012) compararam os diferentes cimentos
endodbnticos sobre a resisténcia a fratura de dentes tratados
endodonticamente. Setenta e cinco pré-molares inferiores humanos
foram utilizados para o estudo. O comprimento foi padronizado a 14 mm e
os dentes foram divididos em cinco grupos diferentes com base no tipo
de cimentos obturadores utilizados. Grupo I: Roeko seal + guta percha,
Grupo Il: AH Plus + guta percha, Grupo Ill: PULPDENT + guta percha,
Grupo IV: Oxido de zinco-eugenol + guta percha, Grupo V: Controle
(dentes n&o obturados). Os dentes foram incluidos em blocos de resina
acrilica e a resisténcia a compressao foi medida usando a maquina de
ensaio universal (Instron). Os dados obtidos foram analisados
estatisticamente utilizando ANOVA one-way e teste t ndo pareado. Todos
0S grupos apresentaram um resultado estatisticamente significativo (p <
0,05). Dentes obturados do Grupo | e do Grupo Il apresentaram maior

resisténcia a fratura em relagao aos outros trés grupos. Foi visto que os
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dentes obturados do grupo lll apresentou melhor resisténcia a fratura do
que o Grupo IV e ndo houve significancia estatistica encontrada entre o
Grupo IV e Grupo V. A partir deste estudo, concluiu-se que tanto os
cimentos com base de resina eram igualmente eficazes em comparagao
com a dos cimentos a base de oxido de zinco e o grupo controle. No
entanto, ndo houve resultados significativos quando a comparagao foi feita
entre 6xido de zinco e eugenol e guta-percha e o grupo controle.
El-Ma’aita et al. (2013) determinaram o efeito da remocgao
da smear layer na resisténcia de unido push-out entre os diferentes
cimentos de silicato de calcio (CSCs) e a dentina em comparagédo com
a guta-percha, cimento e dentina. Foram utilizados oitenta dentes
humanos. As raizes foram divididas aleatoriamente em dois grandes grupos
(n = 40). No grupo A, nao foi realizada nenhuma tentativa de remocé&o da
camada de smear layer. No grupo B, a camada de smear layer foi removido
por irrigagdo com 1 ml de EDTA 17% durante um minuto. Dentro de cada
grupo, as raizes foram divididas em quatro subgrupos (n = 10) de acordo
com o material obturador utilizado: ProRoot MTA (subgrupos 1A e 1B),
Harvard MTA (subgrupos 2A e 2B) e Biodentine (subgrupos 3A e 3B). Os
grupos 4A e 4B (grupo controle), guta percha e cimento AH-plus. A guta-
percha foi aplicada nos canais com uma técnica de injecdo de
termoplasticos (Obtura Spartan, Algonquin, IL, EUA), para permitir a
padronizacdo da técnica entre os trés tergcos dos canais. Cada raiz foi
seccionada horizontalmente em trés niveis diferentes (cervical, médio e
apical) para obter trés fatias de 2 mm de espessura. A for¢a requerida para
deslocar o material de obturacdo da fatia raiz foi medida utilizando uma
maquina de teste universal (Roell 2020, Zwick GmbH & Co. KG,
Alemanha). A forga maxima em Newton (F-max) em que ocorreu o
deslocamento do material de obturacao foi registada em MPa. Os dados
foram analisados pelo teste two-way ANOVA e teste de Tukey e revelou
que a resisténcia de unido push-out € significativamente influenciada pelo

material obturador utilizado e com remoc¢éo ou n&do da camada de smear
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layer (P < 0,01). Nos grupos de CSC (1A, 1B, 2A, 2B, 3A e 3B), a forga
de adeséo foi reduzida apos a remogéo da camada de smear layer. Nos
grupos de guta percha e AH plus, nenhuma diferenca estatisticamente
significativa foi detectada na resisténcia de unido push-out entre os
subgrupos em que a smear layer foi removida ou preservada As raizes de
Biodentine apresentaram maior resisténcia de unido push-out, que foi
significativamente maior do que todos os outros grupos em que a smear layer
foi removida ou conservada. A Guta-percha e cimento demonstrou a
menor aderéncia da dentina com canal radicular que nado foi
significativamente influenciada pela remogado da camada de smear layer.
Nao houve diferenga estatisticamente significativa na resisténcia de uniao
push-out entre o ProRoot MTA e MTA Harvard, tanto da smear layer
preservada e removida Concluiram que a remocédo da smear layer é
prejudicial para a resisténcia de unido entre cimentos de silicato de calcio
e a dentina do canal radicular.

Guiotti et al. (2014) avaliaram o efeito do hidroxido de
calcio na resisténcia de unido de trés cimentos endoddnticos disponiveis
comercialmente (MTA Fillapex, Sealapex e AH Plus) para o canal
radicular. Foram utilizados sessenta caninos humanos e obtidos fatias dos
tercos cervical, médio e apical. Os canais radiculares foram
padronizados e os espécimes foram preenchidos e divididos em seis
grupos (n = 10): G1, MTA Fillapex; G2, Sealapex; e G3, AH Plus, com
aplicacao prévia de curativo de hidréxido de calcio; e G4, G5 e G6, sem
aplicacao prévia de curativo de demora. Apds 7 dias, os espécimes foram
submetidos ao teste de push-out. As formas da fratura foram classificadas
como adesiva, coesiva ou mista. Os resultados da resisténcia de unido para
cada canal radicular variaram de acordo com o cimento, terco radicular e
aplicagao prévia de curativo. No geral, o hidroxido de calcio reduziu a
resisténcia de unido em todos os tergos radiculares, mas a reducgao foi
significativa apenas para AH Plus, na cervical e apical. O AH Plus mostrou
uma forgca de ligacdo mais alta para todos os tercos radiculares em
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comparagdao com os outros grupos. G1, G2, G4 e G5 apresentaram
valores de resisténcia de unido semelhantes para todos os tergos
radiculares. Em conclusao, o hidroxido de calcio apenas teve um efeito
negativo sobre a resisténcia de unido de AH Plus, nos tercos cervical e
apical. Por outro lado, os valores de resisténcia de unido para MTA
Fillapex e Sealapex foram menores do que aqueles para os AH Plus e, ao
passo que a falha mista predominou no AH Plus, a falha adesiva

predominou no MTA Fillapex e Sealapex.
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3 PROPOSIGAO

Este estudo tem como finalidade determinar a
citotoxicidade e genotoxicidade respectivamente, de sete cimentos
obturadores de canais radiculares contemporaneos apos sua
manipulagédo, nos periodos de 24 h, 72 h, 1 semana, 1, 3, 6 meses
e apés um ano da sua manipulagao. Além disso, sera realizado o
teste mecanico de “push-out” para verificagdo da resisténcia a
fratura desses mesmos cimentos (15 dias e 1 ano apds a

espatulagéo).



4 MATERIAL E METODOS

Este estudo foi submetido ao CEP/CONEP sob o numero
CAAE 15648413.6.0000.0077 e aprovado pelo parecer numero
283.030.(ANEXO A). Foram utilizadas raizes de dentes humanos higidos
unirradiculares, extraidos, por indicacbes terapéuticas, na clinica do
Departamento de Diagndstico e Cirurgia do Instituto de Ciéncia e
Tecnologia de Sao José dos Campos, UNESP — Univ Estadual Paulista
(ANEXO B).

4.1 Ensaio citotoxicidade (XTT)

4 .4 1 Cultivo das células

Para o experimento foram utilizados fibroblastos do
ligamento periodontal humano (PDLF). As células foram semeadas em
meio de cultura previamente preparado e, constituido por meio minimo
essencial de Dulbecco (DMEM) (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil),
suplementado com soro fetal bovino a 10% (SFB) além de, solugao de
penicilina (10.000 Ul/mL) e estreptomicina (10 mg/mL) (Cultilab Ltda,
Campinas, Brasil). A cultura celular foi realizada em frascos proprios para

cultivo (Techno Plastic Products AG., Zollstr, Suiga). Em seguida, estes



foram levados para estufa a 37 °C com tensdo de CO2 5% (Thermo

Fisher Scientific Inc, EUA), ver Figura 1.

Figura 1 - A) meio de cultura (DMEM), PBS e Tripsina; B) frasco utilizado para cultivo de
células.

Apds esse cultivo, as células foram semeadas em placas
com 96 pogos (Techno Plastic Products AG., Zollstr, Suiga), onde
receberam os meios de cultura condicionados. As etapas até a aplicacao

dos meios condicionados s&o descritas a seguir.
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4.1.2 Descongelamento

Todos os procedimentos foram realizados dentro da capela

de fluxo laminar (Grupo Veco, Campinas, Brasil). Em um frasco grande

para cultura de célula (garrafa 75 cm3 — 270 mL), foram pipetados 10 mL
de meio de cultura preparado; esse procedimento foi realizado com
antecedéncia, para que a tensao superficial do frasco e do meio fosse
quebrada

No livro de registros do banco de células foram
selecionados o puxador e a caixa do tambor de nitrogénio (Thermo Fisher
Scientific Inc, EUA) que continham as células desejadas (Figura 2A).

Um tubo criogénico (Andradeslab, Sdo Paulo, Brasil) foi
removido e levado imediatamente para o banho-maria (Petrodidatica
Industrias e Comércio Ltda, S&o Paulo, Brasil) até o descongelamento do
mesmo. O tubo foi levado rapidamente para capela de fluxo laminar e o
seu conteudo foi despejado no frasco de cultivo contendo meio de cultura
(Figura 2B).

Figura 2 - A) remocgéao do puxador e da caixa do tambor de nitrogénio; B) tubo criogénico
contendo células PDLF.

O frasco foi levado ao microscopio de luz invertida
(Leica DFC295 Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suiga) para verificagdo da
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presenca de células e em seguida a estufa a 37 °C com tensdo de CO25%
(Thermo Fisher Scientific Inc, EUA).

4.1.3 Troca de meio

A cada 48 h o meio de cultura celular foi trocado. O frasco
de cultivo contendo as células foi removido da estufa, e as células
foram verificadas no microscépio. O meio de cultura foi aspirado com
pipeta e em seguida as células foram lavadas com 5 mL de PBS (solugao
salinade tampéo de fosfato) (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil) para remogao
de células mortas. Um novo meio de cultura foi entdo adicionado ao

frasco, e este levado novamente a estufa.

4 1.4 Subcultura

Quando as células crescerem a ponto de ocupar quase todo
o frasco (80% de confluéncia) apés um periodo médio de cultivo entre 36
a 48 h, foi necessario realizar a subcultura, passando as células de um
frasco de cultivo para dois ou mais, de acordo com o crescimento celular
(Figura 3A).

As células foram removidas da estufa e levadas a capela
de fluxo laminar, o meio de cultura presente no frasco de cultivo foi aspirado.
Em seguida, as células foram lavadas com 5 mL de PBS e este foi
aspirado por conseguinte. Foram adicionados ao frasco 3 mL de solugao
de tripsina 0,25% (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), utilizada para
destacar as células. Este frasco foi levado a estufa por 5 min e, em
seguida, leves batidas na parte inferior do frasco foram realizadas, para
auxiliar na remocao das células. Logo apdés foram adicionados 6 mL de

42



43

meio fresco sobre as células, neutralizando a tripsina.

Todo o conteudo do frasco foi transferido para um tubo
Falcon, e este levado a centrifuga Centrifuge 5430 (Eppendorf AG 22331,
Hamburg, EUA) por 5 min a 500 rpm, e, ao ser retirado, ocorreu a formagao
de um precipitado de células, denominado pelet (Figura 3B).

O sobrenadante foi novamente aspirado e as células

ressuspendidas em 1 mL de meio fresco.

Figura 3 - A) remogéo das células de um frasco de cultivo para dois durante o subcultivo;
B) precipitado celular (pelet).

Apos bem homogeneizada, a suspensao foi dividida em
dois ou mais frascos de cultivo de mesmo tamanho, contendo 10 mL de
meio de cultura cada. Os frascos foram levados novamente a estufa, onde
permaneceram até a troca de meio e/ou realizagdo de uma nova
subcultura. Esse procedimento foi realizado até que as células estivessem

em quantidade suficiente para realizagao da contagem e do plagueamento.

4.1.5 Contagem de células

A contagem de células foi realizada antes do



plagueamento para que a mesma quantidade de células fosse colocada
em cada pogo das placas. Foram realizados os mesmos passos da
subcultura até a obtencao do pelet, sendo que nesse caso, as células foram
ressuspendidas em 10 mL de meio fresco. Dessa suspensédo, foram
retirados 10 uL, quantidade necessaria levada a camara de Neubauer
(Labor Optik GmbH, Alemanha) onde foi realizada a contagem do numero

de células ao microscopio (Figura 4).

Figura 4 — Preparo para realizagdo da contagem celular. A) cAmara de Neubauer para
contagem celular; B) 10 yL de meio sendo colocado no interior do compartimento da
camara de Neubauer.

Para obtenc¢do da quantidade de células por mL, foi

utilizada a seguinte férmula:

C x 104 = n° células/mL

by

Onde C corresponde a média das células viaveis
encontradas nos quadrilateros periféricos presentes na camara de

Neubauer. Foram plaqueadas 8 X 103 células em 200 yL de meio em cada

pOCoO.
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4.1.6 Plagueamento

Foram utilizadas 3 placas de 96 pogos para cada periodo
de avaliagdo. Em cada placa, foram utilizados quatro espécimes (pogos)
por diluicdo. Foram realizados trés experimentos independentes, obtendo
assim, 12 espécimes por periodo, para cada grupo experimental (Figura 5).

As placas foram levadas a estufa a 37 °C e em tensao de
5% de CO2onde permaneceram por 24 h, até o momento da exposi¢ao
aos meios de cultura condicionados (dilui¢cdes).

Figura 5 - A) Placas de 96 pogos para realizar os experimentos em triplicata; B)
Plagueamento de 200 pL de meio em cada pogo com 8 X 103 células (PDLF).



4.1.7 Levantamento da curva padrao de viabilidade celular

A curva padrao de viabilidade e crescimento celular foi
obtida através da avaliacdo do crescimento das células cultivadas sem a
aplicacdo dos meios condicionados em teste. Para obté-la, as células
plaqueadas foram submetidas a avaliagao através do ensaio com XTT nos
periodos de 24 h, 72 h, 1 semana, 1, 3, 6 meses e 1 ano. Foram avaliados
doze espécimes para cada periodo, que corresponderam ao grupo

controle.

4.1.8 Preparo dos extratos originais

Para o ensaio de citotoxicidade, foram utilizados sete
cimentos endodoénticos: AH Plus, Apexit Plus, EndoRez, Endomethasone
N, Roeko Seal, Real Seal e o cimento bioceramico iRoot SP (Quadro 1).
O controle utilizado corresponde a curva padrdo de crescimento e

viabilidade celular.
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Quadro 1 - Composigéao e procedéncia dos cimentos testados

N,N — Dibenzyl-5 — oxanonan — diamine — 1,9
(OPC - 91)

1 - Aminoadamantane
ITricyclodecane-diamine

ITungstato de célcio

Oxido de zircnio

Silica

Oleo de silicone

Cimentos Composicao Procedéncia
AH Plus Pasta A
Bisphenol - A epoxy resin
Bisphenol - F epoxy resin
Tungstato de calcio
(Oxido de zircénio
Silica
Pigmentos de 6xido de ferro Dentsply/De Trey,
AH Plus Constanca,
IAH Plus Pasta B Alemanha

Apexit Plus

Sais de calcio(hidréxido, oxido e fosfato)
Colofénia hidrogenada

Di-salicilato

Sais de bismuto (6xido, carbonato)

Didxido de silicio altamente disperso (silanizado)
IAlquil-éster do acido fosférico

Ivoclar-Vivadent,
Schaan,
Listenstaine

diurethane dimethacrilate (DUDMA)
6xido de zinco

Ultradent Products

Estearato de magnésio

Oleo de Peppermint

Inc
sulfato de bario P oA
Endo Rez pigmentos, iniciadores, inibidores Sul da Jordania,
Utha, EUA
Polidimetilsiloxano RoekoDental
Dioxido de zircénio Products,
Oleo 3 base de parafina Langenau
Roeko Seal (Catalisador de platina Aler?wanha
Oleo de silicone
Primer: aqueous solution acidic monomers
IAMPS and hydrophilic monomers solution
Cimento:
-Mix de resinas (UDMA, PEGDMA, EBPADMA, BIS GMA)
-sulfato de bario SY(b)ronEndO,
-silica, range,
Real Seal [\ de citcio Califérnia, EUA
(Oxicloreto de bismuto com aminas e peréxidos
Foto- iniciadores,
Estabilizantes e pigmentos
Pequena quantidade de éxido de aluminio
Silane-treated bariumborosilicate glasses
Fosfato de calcio
Hidroxido de calcio Bioceramix
. Silicato de calcio Inovador
iRoot SP Oxido de zirconio Vanco y
; uver,
IAgentes de enchimento Canada
Espessantes anada
IAcetato de hidrocortisona
Oxido de zinco Septodont,
Endomethasone | 7. " '~ Saint-Maur,
N Sulfato de bario Franca
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Os extratos originais foram preparados seguindo as
recomendagdes da ISO 10993, em uma proporgédo de 82,4 mm? da area
da superficie do espécime por mL de meio de cultura. Para isto, os
materiais foram manipulados, sobre placas de vidro, de acordo com as
instrugbes do fabricante, sob condi¢cdes assépticas, em capela de fluxo,
para prevenir o risco de contaminagao durante o teste de citotoxicidade.
Posteriormente os cimentos foram inseridos em pocos de placas
contendo 24 pocos (Techno Plastic Products AG, Trasadingen, Suiga).
Foram colocados 0,22 mL dos cimentos em cada pogo, utilizando uma
seringa de insulina de 1 mL (Figura 6A).

Depois de manipulados, os cimentos foram deixados em
estufa (5% COz2a 37 °C e umidade de 100%) (Thermo Fisher Scientific
Inc, EUA)por24 h, 72 h, 1 semana, 1, 3, 6 e 12 meses de acordo com os

tempos de endurecimento pré-estabelecidos para cada grupo (Figura 6B).

Figura 6 - A) Placa de 24 pogos contendo volumes iguais dos cimentos testados; B) Estufa
contendo as placas com os cimentos manipulados que ficaram pelos diferentes tempos de
endurecimento.
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4.1.9 Condicionamento do meio de cultivo

Transcorridos os periodos apos a espatulacdo dos
materiais, cada pog¢o contendo os cimentos, foi preenchido com 2,5 mL
do meio de cultura (DMEM) suplementado com soro fetal bovino a
10% (SFB), com penicilina (10.000 Ul/mL) e estreptomicina (10 mg/mL)
(Cultilab Ltda, Campinas, Brasil). Apos a colocagdo de meio, as placas
permaneceram em estufa com 5% COz a 37 °C por 24 h. Posteriormente,
2 mL de meio de cada pogo foi removido com auxilio de micropipetas do
contato com os cimentos, formando os extratos originais de cada material
(Figura 7A e 7B).

Figura 7 - A) preenchimento dos pogos contendo os cimentos com 2,5 mL de meio; B)
remogédo de 2 mL de cada pogo do meio em contato com os cimentos com auxilio de
micropipetas.

4.1.10 Dilui¢des

Para o teste de citotoxicidade, foram realizadas seis
diluigbes seriadas a partir do extrato original até a obtenc&do da diluicao
1:32. Para isso seis tubos Falcon foram previamente preenchidos com

2,0 mL de meio de cultura cada um. Posteriormente, foram retirados 2,0
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mL dos 4,0 mL do extrato original e colocados no tubo seguinte contendo a
mesma quantidade de meio formando assim a diluigdo 1:1. Essa mistura
foi entdo agitada em vortex (Biomixer Corp, Hawthorne, Califérnia) para
que ocorra a homogeneizagao. Posteriormente 2,0 mL dessa diluicao
foram retirados e despejados no tubo seguinte, formando a diluicdo 1:2.
Esse experimento foi repetido sucessivamente até atingir a diluicdo 1:32
de cada cimento.

Em seguida, 200 pyL dessas diluigbes (meios
condicionados) foram colocados por pogo em contato com os fibroblastos
(PDLF) anteriormente plagueados e as placas foram novamente levadas a
estufa por 24 h (Figura 8A, 8B e 8C).

Figura 8 - A) diluicdo sendo agitado em voértex para a homogeneizagao; B) tubos falcon
com as diluigdes seriada do extrato original dos cimentos testados; C) colocagdo de 200
ML das diluigdes (meios condicionados) por pogo em contato com os fibroblastos
anteriormente plaqueados.
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4.1.11 Avaliagao da viabilidade e crescimento celular

Apo6s 24 h de contato das células com as diluigdes dos
extratos a viabilidade celular foi determinada pelo teste XTT. O teste
baseia-se na habilidade de enzimas mitocondriais da atividade metabdlica
de células ativas em reduzir moléculas de 2,3 - bis (2 - methoxy - 4 - nitro
- 5 - sulphophenyl) -2H - tetrazolium - 5- carboxanilide (XTT) em sal soluvel
formazan, de cor alaranjada detectavel por uma absorbancia de 490 nm.

Foram utilizadas as diluigdes que obtiveram viabilidade
celular préxima a 50%, determinada pelo ensaio de XTT. As diluicbes mais
citotoxicas foram descartadas, pois ndo permitiram proliferagcao celular ou
causaram apoptose das células existentes ndo sendo possivel realizar
contagem de micronucleos e avaliar os possiveis efeitos genotoxicos.

As diluigdes foram removidas das placas e 200 pyL da
solugcéo de XTT preparado foi adicionado em cada pogo. A solugdo de XTT
foi preparada diluindo-se 10 mg do p6 de XTT, pesado em balanca de
precisdo, em 10 mL de PBS. Apds foram acrescentados ao XTT
preparado, PBS e Menadiona. Para cada 40 uyL do XTT preparado
colocou-se 158 uL de PBS e 2 yL de menadiona (p6+ acetona) Como
esta solucao é sensivel a luz, foi mantida protegida com papel aluminio.
O meio de cultivo foi removido das placas e 200 uL da solugdo de XTT
foram adicionados a cada poc¢o. Cada placa foi envolvida em papel
aluminio e colocada em estufa por 3 h a 37 °C e 5% de COz2 (Figura 9A,
9B, 9C, 9D, 9E, 9F).
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Figura 9 - Ensaio do XTT: A) frasco contendo p6 do XTT; B) Becker contendo XTT diluido
em PBS; C) solugdo de XTT protegida da luz com papel aluminio; D) XTT em contato
com as células nas placas de 96 pogos; E) Placas envoltas em papel aluminio para
proteger da luz; F) Placas protegidas com papel aluminio levadas a estufa por 3 h.

Ao término deste periodo as placas foram levadas a
espectofotdmetro (Asys Hitech GmbH, Austria) previamente programada.
A quantificacdo da inibicdo enzimatica foi realizada em espectrofotdmetro

em comprimento de onda de 490 nm (Figura 10A, 10B, 10C).
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Figura 10 - A) leitora de microplacas (espectrofotémetro); B) placa contendo as células,
dentro da leitora; C) placas coradas pelo sal formazan de cor laranja apds o teste de XTT.

4.2 Ensaio de micronucleo (MNT)

O numero de micronucleos foi contado nas culturas
celulares expostas as diluicdes dos cimentos testados, dentre as quais
causassem excessivos efeitos citotdxicos sobre as células V79. Para tanto,
foram selecionadas as diluicbes de cada material que se apresentassem
mais citotoxicas, e estas foram escolhidas dos periodos extremos (24 h e
1 ano). Além disto, para permitir avaliar e comparar os efeitos genotéxicos,
também foram consideradas as diluicdes que nao se apresentassem
citotdxicas (viabilidade celular igual ou superior a 50%) de cada material.
Uma vez que, as diluicdes excessivamente citotdoxicas ndo permitiram a

proliferacdo celular, impossibilitando a analise de genotoxicidade pela



formagéo de micronucleos.

Os fibroblastos (V79) foram cultivados em meio
previamente preparado e constituido de meio minimo essencial de Dulbeco
(DMEM) (Cultilab Ltda, Campinas, Brasil), suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB), com penicilina (10.000 Ul/mL) e estreptomicina (100
mg/mL). O cultivo das células foi realizado em placas individuais (Thermo
Fisher Scientific Inc, EU A), sendo a base de cada placa constituida por
uma lamina de vidro. Em cada placa foi testada uma unica diluigdo. (Figura
11A).

No interior da placa, sobre a lamina de vidro, foram
semeadas uma quantidade de 3x10° células em 4 mL de meio preparado
por 24 h a 37°C em atmosfera de 5% COz2. Apds esse periodo, 0 meio foi
aspirado e as celulas expostas a 4 mL das diluicdes dos extratos testados
e a 4 mL de etiimetano sulfanato 5 mM (EMS) (Sigma Aldrich Co,
Alemanha) por 24 h em estufa. O EMS foi utilizado no teste de
micronucleos, como controle positivo, por ser um material
comprovadamente genotdéxico que causa grande indugcdo de
micronucleos sobre as linhagens células (Schweikl, Schmalz, 2000).

Preparo do EMS: Primeiramente foram preparados 20 mM
da seguinte forma; de 10 mL de meio de cultura(DMEM) retirou-se 21,3
ML de meio e acrescentou-se 21,3 uL de EMS. Apds foram preparados dos
20 mMos 5 mM coletando 2,5 mL dos 20 mM e acrescentando 7,5 mL de
meio de cultura (DMEM).

Posteriormente as placas foram retiradas da estufa e
lavadas, individualmente, com 5 mL de PBS, que foi aspirado
imediatamente. Em seguida, as células foram fixadas em 4 mL de etanol
100% (Ecibra Ind. Com. Ltda, S&o Paulo) por 30 min. O etanol foi
aspirado e as laminas de vidro, contendo as células fixadas, foram
destacadas das placas e permaneceram em temperatura ambiente por
no minimo 24 h para secagem. Apos este periodo foram colocadas em

suporte (berco) para o processo de coloracéo.
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As laminas foram imersas em 5 N HCI (acido cloridrico)
(Dinamica Ind. Com. Ltda, Sdo Paulo) por 40 min, lavadas com agua
destilada e coradas com reagente Schiff (Sigma Aldrich Ltda, Sdo Paulo,
Brasil) por 30 min em temperatura ambiente.

Apos foram lavadas em agua sulfurada (Sigma Aldrich
Ltda, S&o Paulo, Brasil) por 6 min. Preparo da agua sulforada: 208mL
de agua destilada + 2 mL de 5 N HCI (ja pronto) + 10 mL de K2S205
10% (preparo de 10 g de p6 para 100 mL de agua destilada).

Novamente lavadas em agua corrente por 10 min e as
células fixadas (alcool 70% por 5 min, alcool 80% por 5 min, alcool 90%
por 5 min, alcool 96% por 5 min, alcool 100% em duas vezes de 5 min
e xilol por no minimo 10 min). Finalmente as laminulas foram coladas
sobre as laminas de vidro com Entellan EasyPath (Erviegas Ltda, Séao

Paulo, Brasil) e aguardou-se 24 h para o inicio das leituras em microscopio.

Os micronucleos foram observados em microscopio de
luz invertida (Leica Microsystems Ltd, Heerbrugg, Suica), sob lente de
imersédo (100X). Foram avaliadas 1.000 células por lamina por concentragao
em quatro experimentos independentes.

Os micronucleos foram identificados como estruturas de
DNA contidas no citoplasma, claramente separadas do nucleo principal,
cercados por uma membrana nuclear, e cujo tamanho corresponde a uma
area menor que 1/3 da area do nucleo principal.

Somente as células mononucleadas contendo menos que
cinco micronucleos foram contadas. As células em mitose ou que
exibam fragmentacédo nuclear por apoptose também foram contadas a
cada 1000 células (Figura 11A, 11B, 11C, 11D).
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Figura 11 - A) cultivo celular na placa contendo a lamina de vidro para o ensaio de
micronucleo; B) células expostas as concentragdes testadas no tempo de 24 h e 1 ano;
C) laminas de vidro em bergco apds a fixagdo em alcool 100%; D) seta indicando
micronucleo.

4.3 Ensaio de “push-out”

4.3.1 Preparo dos dentes

A resisténcia adesiva as paredes do canal radicular de
todos os cimentos testados foi avaliada usando o teste de “push-out’.
Foram utilizados cento e quarenta dentes humanos unirradiculares que
foram mantidos em solucéao fisiolégica e congelados até o momento de
sua utilizagcdo. Em cada ensaio inicial (15 dias) e final (1 ano) foram
utilizados 70 dentes.

A coroa de cada dente foi seccionada na jungao

cemento-esmalte, utilizando disco de carburundum (KG Sorensen, Barueri,
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SP, Brasil) sob refrigeracdo. O comprimento de trabalho (CT) foi obtido
visualmente subtraindo 1 mm do comprimento de uma lima Kerr # 10
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Sui¢ca) do forame principal. Os canais
radiculares foram preparados biomecanicamente com o sistema rotatério
Mtwo (VDW GmbH, Munchen, Alemanha) primeiro utilizando a série 701
de 25 mm limas 10 - 25 e ap0os a série 702 de 25 mm limas 25 - 40 por todo

comprimento do canal.

Durante todo o preparo biomecanico (PBM) e a cada troca
de lima, os canais foram irrigados com 2 mL de solu¢do 1% de hipoclorito
de sbédio. Ao final do PBM, os canais foram preenchidos com acido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 17% por cinco minutos. Finalmente
irrigados com 5 mL de solugdo salina fisioldgica e secos com cones de papel
(Dentesply Maillefer, Ballaigues, Suicga).

Apos a instrumentacdo os dentes foram distribuidos
aleatoriamente em sete grupos (n = 10), de acordo com o cimento
obturador empregado.

Em todos os grupos os cimentos foram aplicados no
interior do canal radicular com o auxilio de um lentulo (Dentsply Maillefer,
Ballaigues, Suiga) adaptado a peca de baixa rotagdo (Dabi Atlante,
Ribeirao Preto, SP, Brasil) para impedir a formacao de falhas ou bolhas
durante a obturagdo. Apos ainserc¢ao do cone principal taper # 04 (Dentsply
Maillefer, Ballaigues, Suiga), trés cones acessorios foram também
inseridos de acordo com a técnica de condensacao lateral ativa. O
excesso foi removido com ajuda de um instrumento aquecido e o restante
condensado com um calcador (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica).

Todos os canais foram fechados com um material
selador temporario (Cimpat, Septodont Brasil Ltda, Barueri, SP, Brasil). Os
dentes foram mantidos em estufa a 37 °C com 5% de CO2, antes da
realizacao do teste de push-out, ficando armazenados em placas de Petri

em meio umido, sobre gaze embebida em agua destilada (Figura 12A, 12B).
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Figura 12 - A) dentes humanos unirradiculares; B) raiz fechada com um material selador
na cervical e apical (mantidos em estufa a 37 °C com 5% de COx.

4.3.2 Obtencao dos espécimes

Com o auxilio de um molde de silicone laboratorial (Silibor
— 1 cm?), foram realizados modelos circulares, em resina acrilica incolor
(Jet, Artigos Odontoldgicos, SP, Brasil) e sobre a superficie foi colocada
horizontalmente a raiz fixada com cera pegajosa em bastdo (Asfer, Sao
Paulo, Brasil) (Figura 13A).

Os espécimes foram fixados em uma base metalica na
maquina de corte LabCut 1010 (EXTEC Technologies Inc. Enfield, CT,
EUA) e seccionados perpendicularmente ao longo eixo da raiz
(perpendicular ao eixo y), com disco diamantado WFR BLDE 4” X 0.12” X
12” (EXTEC-ERIOS) sob constante refrigeragédo de agua (Figura 13B).
A primeira fatia cervical, de aproximadamente 1 mm de espessura foi
descartada, pois inerentes imperfeicbes na zona adesiva, devido,
principalmente, a presenga de oxigénio, que pode influenciar nos
resultados.

Antes do corte de cada fatia, foram realizadas marcagdes
com caneta retroprojetor na superficie de maior didmetro do espécime,
com o intuito de destacar esta face para o posterior posicionamento do
espécime no momento do teste. Durante o ensaio de push-out, a fatia deve

sempre permanecer com o lado de maior didmetro para baixo, facilitando
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a extrusdo do cimento do canal, ja que este apresenta uma forma conica.

Os espécimes foram seccionados formando fatias de 2 mm
de espessura para realizagdo do teste de push-out dos tergos cervical,
médio e apical (Figura 13C). A padronizacdo da espessura dos cortes foi
determinada com auxilio do dispositivo nénio, o qual foi girado 4 vezes
(0,5 mm a cada volta) para corte de uma fatia (Figura 13D).

Nove fatias com 2 mm de espessura cada foram obtidos
para cada raiz, sendo trés fatias para cada tergo. A primeira fatia de cada

terco foi selecionada para o ensaio de push-out (Figura 13E).

Figura 13 - A) espécime fixado na base metalica da maquina de corte LabCut 1010; B)
disco diamantado (EXTEC-ERIOS) sob constante refrigeragdo de agua; C) espécime
sendo seccionado formando fatias de 2 mm de espessura para realizagédo do teste de
push-out; D) dispositivo nénio, o qual foi girado 4 vezes (0,5 mm a cada volta) para o corte
de uma fatia; E) fatias dos tergos cervical, médio e apical confeccionados apds o corte na
LabCut.
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4.3.3 Ensaio mecanico

Durante o0 ensaio mecanico, cada espécime foi
posicionado sobre um dispositivo metalico com abertura central maior que
o didmetro do canal. A face de maior diametro do espécime foi
posicionada para baixo, ou seja, a carga foi aplicada de apical para
cervical até que a obturacdo se deslocasse ou ocorresse a fratura do
espécime.

Para o ensaio de push-out, um cilindro metalico adaptado

(@ extremidade = 0,6 e 6 mm no seu longo eixo) induziu a carga sobre a

porgéo central da obturagdo, sem que a carga fosse aplicada sobre a
dentina. Considerando que o0s espécimes foram seccionados
perpendiculares ao seu longo eixo, 0 cimento obturador recebeu carga
paralela ao longo eixo da raiz. O teste foi executado em maquina de ensaio
universal EMIC modelo DL-1000 (Equipamentos e sistemas Ltda, Sao José
dos Pinhais, Parana, Brasil) com velocidade de 1 mm/min e célula de carga

50 Kgf. A resisténcia adesiva foi obtida pela férmula:

6 =C/A,

onde C = carga para ruptura do corpo de prova (kgf), A = area interfacial
(mm?). Para o calculo da area adesiva (A) dos espécimes, foi
empregada a férmula para calculo da area lateral da figura de um tronco

de cone circular reto de bases paralelas (Figura 14).
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Base menor

Base maior

Figura 14 - A) Desenho esquematico correspondente a secgao interna do corpo de
prova (paredes radiculares) — figura geométrica de um tronco de cone circular reto
de bases paralelas, onde h é a altura do espécime, R1 é o raio da base menore R2 é o
raio da base maior; B) Figura geométrica (tridangulo) para calculo da geratriz g do tronco
de cone.

Entdo, A = 11.9.(R1+R2), onde, A= area interfacial, ™ =
3,14, g= geratriz do tronco, R1 = raio da base menor, R2 = raio da base
maior, h = altura da secg¢do. Para o calculo da geratriz do tronco de cone
g foi utilizado o Teorema de Pitagoras — “quadrado da medida de
hipotenusa = a soma dos quadrados das medidas dos catetos”. Assim,
para o calculo de g, a seguinte férmula foi utilizada: g?= h + [R2-R1]%

Os valores de R1 e R2 foram obtidos pela medi¢ao dos
diametros da base menor e maior do corpo de prova, respectivamente.
Esses didmetros e a altura h do corpo de prova foram medidos apos
ensaio com paquimetro eletrénico digital (Starret Industria e Comércio Ltda,
Itu, Sao Paulo, Brasil).

O resultado da resisténcia adesiva 6 era inicialmente
em kgf/mm? e em seguida transformado para MPa, multiplicando-se o valor
de 6 por 10, considerando a seguinte equiparacao de medidas: 1 kgf/ mm?
= 10 N/ mm? =10 MPa.

A forga necessaria para deslocar o cimento foi obtida em
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MPa, e os dados foram posteriormente submetidos a analise estatistica.
(Figura 15A, 15B, 15C).

Figura 15 - A) maquina de ensaio universal EMIC modelo DI - 1000; B) espécime
posicionado sobre um dispositivo metalico com abertura central maior que o didmetro do
canal e um cilindro metalico adaptado (@ extremidade = 0,6 € 6 mm no seu longo eixo)
induzindo a carga sobre a porgéo central da obturagdo; C) visor da maquina de ensaio
universal EMIC mostrando os valores da forca maxima que o espécime obteve até o
deslocamento da obturagéao.
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4.4 Andlise estatistica

A analise estatistica do ensaio de viabilidade celular (XTT) e
do teste de genotoxicidade (MNT) em cultura de células, colocadas em
contato com os meios condicionados em relagdo ao grupo controle; e o
teste fisico de push-out foi avaliada através do teste de Kruskal-Wallis e o
teste de Dunn para comparagdes dos pares entre os grupos, ambos com

nivel de significancia de 0,05%.
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5 RESULTADOS

5.1 Teste de citotoxicidade( XTT)
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Figura 16 - Citotoxicidade dos materiais em células PDLF apés a exposicéo as diluicdes
1:1, 1:2, 1:4 e 1:8, por um periodo de 24 h. As barras representam a viabilidade celular,
com os valores normalizados pelo controle.

Em relacdo a citotoxicidade nos periodos analisados, nas
primeiras 24 h na diluigdo 1:1 os cimentos Apexit Plus (AP), Iroot SP (IR) e



Real Seal (RE) n&do apresentaram diferenga estatisticamente, e nem os
cimentos EndoRez (ER) e Endomethasone N (EM) entre si. Os cimentos
Roeko Seal (RO) e AH Plus (AH) mostraram-se estatisticamente diferentes,
sendo o RO o menos citotéxico e o EM o mais toxico. Na diluicdo 1:2 RO,
IR e RE nao foram estatisticamente diferentes, mas diferenciaram do AP,
AH, EM. ER demonstrou menor e EM maior. Na diluicdo 1:4 RO, AP e AH
foram estatisticamente semelhantes mas diferenciaram dos demais, o ER
manteve-se 0 menos citotoxico. Na diluicdo 1:8 RO, EM e AH foram
estatisticamente semelhantes, assim como IR e AP foram semelhantes

entre si. ER continuou o de menor citotoxicidade.
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Figura 17 - Citotoxicidade dos materiais em células PDLF apés a exposicéo as diluicbes
1:1, 1:2, 1:4 e 1:8, por um periodo de 72 h. As barras representam a viabilidade celular,
com os valores normalizados pelo controle.

Apds 72 h de endurecimento, na diluicdo 1:1 IR, RO, RE e



AP ndo demostraram diferencas estatisticamente entre si, os demais. ER >

EM > AH seguiram esta ordem decrescente de citotoxicidade. Na diluicdo

1:2 IR, RO, RE e AH nao apresentaram diferenga, assim como ER e AP

entre si. EM mostrou maior citotoxicidade. Na diluicdo 1:4 AP, RE, EM e

RO foram estatisticamente semelhantes entre si, assim como AH e IR. ER

mostrou ser o de menor citotoxicidade. Na diluicdo 1:8 AH, RO e AP foram

semelhantes e IR, EM e RE também foram semelhantes entre si. ER

continuou demostrando ser o de menor toxicidade.
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Figura 18 - Citotoxicidade dos materiais em células PDLF apds a exposicéo as diluicdes
1:1, 1:2, 1:4 e 1:8, por um periodo de 1 semana. As barras representam a viabilidade
celular, com os valores normalizados pelo controle.

Ap6s 1 semana do tempo de presa, na diluicdo 1:1 os
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cimentos AP, AH, RO e IR ndo foram estatisticamente diferentes
demostrando serem os que permitiram uma maior viabilidade celular. ER e
EM mostraram ser os mais citotoxicos neste periodo de analise. Na diluigao
1:2 todos os cimentos n&do apresentaram diferengas entre si, mantendo a
viabilidade celular em alta. Na diluicdo 1:4 RE e EM n&o obtiveram
diferengas estatisticas entre si, assim como entre os grupos AP, AH RO e
IR. ER demostrou menor toxicidade. Na diluicdo 1:8 EM, RO e AP foram
semelhantes entre si, assim como AH e IR. ER foi o que se mostrou

superior mantendo uma alta viabilidade celular.
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Figura 19 - Citotoxicidade dos materiais em células PDLF apds a exposigao as diluigcbes
1:1, 1:2, 1:4 e 1:8, por um periodo de 1 més. As barras representam a viabilidade celular,
com os valores normalizados pelo controle.

Apos 1 més de anadlise os cimentos demostraram na

diluigdo 1:1 IR, RO e AP serem estatisticamente semelhantes e
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apresentaram melhor viabilidade celular comparado ao grupo controle; ER,
AH e EM foram semelhantes entre si e foram os mais citotoxicos. RE se
diferenciou dos demais. Na diluicdo 1:2 AP, IR, RO e RE foram
estatisticamente semelhantes e mantiveram uma sobrevivéncia celular
semelhante ao grupo controle. ER e AH foram semelhantes entre si, sendo
0s mais citotoxicos em ordem decrescente AH > ER. Somente EM se
diferenciou dos demais. Na diluicao 1:4 somente o AH foi estatisticamente
diferente dos demais apresentando uma citotoxicidade alta, menor que
50% de sobrevivéncia celular. Todos os outros cimentos mantiveram a
viabilidade celular préxima ao grupo controle. Na diluicdo 1:8 AP, EM, RE
e IR foram estatisticamente semelhantes, ER apresentou a maior
viabilidade celular, seguido pelo RO. O AH conseguiu recuperar a
viabilidade celular, em relacdo as outras diluicdes, aproximando as

condigdes ao grupo controle.
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Figura 20 - Citotoxicidade dos materiais em células PDLF apds a exposicéo as diluicdes
1:1,1:2, 1:4 e 1:8, por um periodo de 3 meses. As barras representam a viabilidade celular,
com os valores normalizados pelo controle.

No periodo apds 3 meses, na diluicdo 1:1 AP e RO foram
semelhantes estatisticamente entre si, assim como os grupos IR, AH e EM.
RE foi o que apresentou melhor viabilidade celular e o ER foi o que permitiu
menor sobrevivéncia celular. Na diluicdo 1:2 todos os cimentos foram
semelhantes estatisticamente e mantiveram a viabilidade celular préxima
ao grupo controle. Na diluigdo 1:4 AP, RE, RO e IR apresentaram
resultados semelhantes com taxa de sobrevivéncia celular préxima ao

grupo controle. ER e AH foram estatisticamente semelhantes entre si e
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permitiram uma boa viabilidade das células. EM apresentou a menor
viabilidade celular em relagcdo aos demais. Na diluicdo 1:8 RO e AP foram
semelhantes entre si, assim como AH, RE, IR e EM, todos mantiveram a
viabilidade celular préxima ao grupo controle.ER foi o cimento que

apresentou a melhor viabilidade celular.
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Figura 21 - Citotoxicidade dos materiais em células PDLF apds a exposicéo as diluicdes
1:1,1:2, 1:4 e 1:8, por um periodo de 6 meses. As barras representam a viabilidade celular,
com os valores normalizados pelo controle.

Ap6s um periodo de 6 meses de endurecimento, na
diluicdo 1:1 RO e IR mostraram-se semelhantes e apresentaram
sobrevivéncia celular préxima ao grupo controle. AP e EM foram
estatisticamente semelhantes entre si. A viabilidade celular em ordem
decrescente foi: AH > EM > ER > RE. Na diluicao 1:2 somente RO e ER
foram diferentes estatisticamente dos demais cimentos, RO apresentou
melhor taxa de viabilidade celular e ER o de menor. Na diluicdo 1:4 os sete

cimentos nao diferiram estatisticamente mantendo a viabilidade de suas
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células proxima ao grupo controle. Ja na diluicdo 1:8 ER, RE e AH
mostraram- se semelhantes entre si. AP foi o cimento que apresentou maior
taxa de sobrevivéncia celular e EM o de menor viabilidade celular

mantendo-se superior a 50%
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Figura 22 - Citotoxicidade dos materiais em células PDLF apds a exposicéo as diluicbes
1:1, 1:2, 1:4 e 1:8, por um periodo de 1 ano. As barras representam a viabilidade celular,
com os valores normalizados pelo controle.

Depois de 1 ano de endurecimento, na diluicdo 1:1 ER teve
uma redugdo em sua viabilidade n&o atingindo 50%. RO, AP e IR foram
estatisticamente semelhantes. Em ordem decrescente apresentou-se AH>
RE>EM>ER. Na diluicdo 1:2 ER manteve-se com a menor taxa de
sobrevivéncia celular. IR, AP e RE foram semelhantes entre si. Na diluicao
1:4 RO e AH foram semelhantes estatisticamente entre si e apresentaram
a viabilidade préxima ao grupo controle. Ja IR, AP e RE nao obtiveram

diferengcas estatisticamente. Em ordem decrescente apresentaram-se
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RO=AH >RE=AP=IR>EM>ER. Endorez continuou com uma sobrevivéncia
celular inferior a 50%. Na diluicdo 1:8 IR e EM n&o apresentaram diferencgas
estatistica. RO e AH demostraram ser os que mantiveram a viabilidade
celular alta. RO~AH>AP>IR=EM>RE>ER.
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Figura 23 — Gréficos de linhas da absorbancia normalizada pelo grupo controle,
de acordo com o tempo de avaliacao da citotoxicidade dos cimentos, nas diluicbes
1:1,1:2,1:4 e 1:8.

5.2 Teste de genotoxicidade (MNT)

A formagcdo de micronucleos pelos cimentos
endodénticos foi contada nas culturas de células V79, expostas as
diluigbes dos cimentos testados. Os micronucleos forma identificados
como estruturas contendo DNA no citoplasma, separado do nucleo

principal com estrutura da cromatina similar e intensidade de cor

72



semelhante ou mais fraca do que a do nucleo principal, borda evidente,
sugerindo membrana nuclear, formato arredondado, com localizagéao
intracitoplasmatica e de didmetro menor do que 1/5 do nucleo principal
(Figura 24). Apenas células mononucleadas contendo menos que cinco
micronucleos foram contadas, e as células em mitose (Figuras 29 e 30) e
aquelas exibindo fragmentagdo nuclear por apoptose (Figuras 26 e 27)

também foram contadas.

Figura 24 - Formagéao de micronucleo em células V79 apds o tratamento com Apexit Plus
na diluicao1:8 apds 1 ano; a seta indica micronucleo de células contadas (aumento de
100x).

Foi utilizada a diluicdo 1:8, pois somente a partir desta
diluigdo houve viabilidade celular proxima a 50%, determinada pelo teste
de XTT para todos os sete cimentos endodonticos testados. As diluicbes
mais citotoxicas foram descartadas, pois nao permitiram proliferacdo

celular ou causaram apoptose das células existentes.
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Tabela 1 - Formagao de micronucleos pelo contato das culturas celulares
com extratos dos materiais sobre células V79, expressos em micronucleos
por 100 células, indicando os valores das médias, 0 minimo e maximo

Média Minimo Maximo

Controle Negativo 1,5 1 2
Roeko Seal 24 horas 16 15 17
Roeko Seal 1 ano 12 10 14
Real Seal 24 horas 7 3 11
Real Seal 1 ano 3,5 1 6
Apexit Plus 24 horas 7,5 3 12
Apexit Plus 1 ano 5,5 3 9
I[root SP 24 horas 1,5 1 2
Iroot SP 1 ano 8,5 6 11
Endo Rez 24 horas 9,5 5 14
Endo Rez 1 ano 17,5 17 18
Endomethasone N 24 hor 3,5 3
Endomethasone N 1 ano 2 1

AH Plus 24 horas 6,5 5

AH Plus 1 ano 5,5 4

EMS 31,5
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Figura 25 — Indugéo de Micronucleo em células V79 apds a exposigao a diluicdo 1:8 nos
tempos de 24 h e 1 ano de endurecimento os sete cimentos analisados. As barras
representam as medianas dos niumeros de micronucleos que foram calculados em relagédo
ao controle negativo. Diferengas estatisticamente significantes entre os grupos controle
negativo e os grupos tratados sao indicados com asteriscos.

O EMS foi utilizado como controle positivo, sendo capaz de
aumentar o numero de micronucleos em mais de 30% em relagdo ao
controle negativo. Verifica-se também que o EndoRez (1 ano) e o Roeko
Seal (24 h) foram capazes de aumentar o numero de micronucleos em
quase 20% assemelhando-se ao grupo controle positivo EMS, sendo os
mais genotoxicos. Em relagdo ao controle negativo os cimentos
Endomethasone (1 ano) e Iroot (24 h) foram os que induziram poucos

micronucleos e portanto mantiveram-se menos genotéxicos.
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5.2.1 Apoptose
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Figura 26 - Células V79 em apoptose apods o tratamento com Endomethasone N na
diluicdo1:8 apds 24 h de endurecimento; as setas indicam células em apoptose (aumento
de 100x).

Figura 27 - Células V79 em apoptose desconfigurando o formado mononuclear das células
contaveis. (aumento 100X).
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Figura 28 — Numero de células V 79 em apoptose, apods a exposi¢ao a diluigdo 1:8 nos
tempos de 24 h e 1 ano de endurecimento os sete cimentos analisados. As barras
representam as medianas dos numeros de apoptoses que foram calculados em relagao
ao controle negativo. Diferencas estatisticamente significantes entre os grupos controle
negativo e os grupos tratados séo indicados com asteriscos.

Em relagdo ao grupo controle negativo, somente
Endomethasone N (1 ano) teve um menor numero de apoptoses,
mostrando-se pouco genotoxico. Em relagdo ao grupo controle positivo
somente EndoRez tanto no periodo de 24 h como apés 1 ano de
endurecimento apresentou um numero maior de apoptoses, demostrando
ser um cimento bem genotdxico nesta diluicdo. Todos os outros cimentos

e seus respectivos periodos ficaram a baixo do controle positivo EMS.
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5.2 2 Mitose

Figura 29 - Célula representativa na fase de anafase durante a mitose no processo de
divisdo celular.
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Figura 30 - Células V79 na fase de mitose apos o tratamento com Endomethasone N na
diluicdo1:8 apos 1 ano de endurecimento; as setas indicam células em mitose (aumento
de 100x).
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Figura 31 —Numero de células V 79 em mitose, apds a exposi¢ao a diluigdo 1:8 nos tempos
de 24 h e 1 ano de endurecimento os sete cimentos analisados. As barras representam as
medianas dos numeros de apoptoses que foram calculados em relagdo ao controle
negativo. Diferengas estatisticamente significantes entre os grupos controle positivo (EMS)
e 0s grupos tratados séo indicados com asteriscos.

Os cimentos Endomethasone N (24 h) e o Real Seal (1 ano)
apresentaram um numero de mitoses superior ao grupo controle negativo,
evidenciando que suas células estdo em recuperacdo em relacido ao
processo de divisdo celular. Além dos cimentos citados, os outros cimentos

também permitiram uma constante duplicagao de suas células.
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Tabela 2 - Teste de Dunn (5%) para a diluicdo 1:8 de todos os cimentos
endodénticos

Grupos Homogéneos

Materiais Tempo | Micronucleo Apoptose Mitose
EMS A A B C
EndoRez 24H (1A B C |[A A B C
1 ANO |A A A B C
Roeko Seal 24H (A B A B C|A B C
1ANO(A B C |A B C|A B C
iRoot SP 24H C |[IA B C|A B C
1ANO(A B C |A B C|A B C
Real Seal 24H /A B C (A B C|A B C
1ANOIA B C (A B C|A B C
Apexit Plus 24H (A B C |A B C B C
1ANO(A B C |A B C|A B
Endomethasone 24H (A B C A B C A
1 ANO B C C|A B C
AH Plus 24H (A B C |A C C|A B C
1ANOIA B C C|A B C
Controle Negativo C B C|A B C

5.3Teste de “push-out”

Os resultados obtidos da analise de resisténcia adesiva
foram realizados na maquina de ensaio universal EMIC modelo DI-1000 e

os valores expressos em MPa (Figuras 26-32).
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Figura 32 - Resisténcia adesiva em MPa dos cimentos endodénticos avaliados nos tergos
apical, médio e cervical, durante 15 dias e 1 ano.

No terco apical, apés 15 dias, IR, RE, RO, AP e EM nao

apresentaram diferengas estatisticas. AH obteve a melhor resisténcia

adesiva e o ER foi o cimento que apresentou a menor resisténcia. Apos 1

ano, AH e AP nao apresentaram diferencgas estatisticas, assim como ER,

IR e RO. EM e RE nao apresentaram diferenca estatistica e foram os que

apresentaram maior resisténcia adesiva. RO foi o cimento que apresentou
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menor valor de resisténcia de unido. Comparando o desempenho dos
cimentos separadamente apos 15 dias e 1 ano, verifica-se que ER, IR e RO
apresentaram as menores médias de resisténcia adesiva apos 1 ano, e
juntos foram os cimentos com menor aderéncia as paredes dentinarias. RE
apresentou uma melhora em sua resisténcia apos 1 ano de avaliacdo. O
AP teve um decréscimo em sua média de valor da adesividade. EM teve
uma melhora nos niveis de resisténcia apés 1 ano. E AH teve um
decréscimo na sua resisténcia adesiva.

No terco médio, apos 15 dias EM, AH e RO nao
apresentaram diferencas estatisticamente. ER foi o que apresentou menor
resisténcia adesiva. Na avaliagdo apos 1 ano, AH e EM nao possuem
diferengas estatisticas, assim como o grupo RE e ER entre si. Os grupos
IR, RO e AP também n&o apresentaram resultados estatisticamente
diferentes. Na comparacao entre os cimentos pode-se observar que ER
teve uma melhora em sua resisténcia adesiva similar ao RE. RO teve
valores mais baixos apds 1 ano, assim como AP e IR. EM néo diferenciou
em seus valores de resisténcia. O AH obteve reducdo nos valores
significativamente apos 1 ano de avaliagao.

No terco cervical, apos 15 dias RE, RO e IR nao tiveram
diferencas estatisticas. AH obteve os melhores valores de resisténcia
enquanto que AP apresentou os menores valores de resisténcia adesiva.
Apods 1 ano, RE e ER foram estatisticamente semelhantes, assim como nos
grupos EM e AH e nos grupos RO, AP e IR. Na comparacgao entre os
diferentes grupos apés 15 dias e 1 ano, AH, EM, IR e RO tiveram valores
de médias inferiores apos 1 ano. AP, ER e RE obtiveram valores de médias

superiores ao longo de 1 ano.
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6 DISCUSSAO

6.1 Discussao da metodologia

A compatibilidade biolégica dos cimentos € de extrema
importancia na terapia endodbntica, uma vez que estes materiais
frequentemente estdo em contato com os tecidos periapicais por longos
periodos. A resposta bioldégica dos tecidos a esses materiais pode
influenciar o resultado final do tratamento endodéntico (Waltimo et al.,
2001). Um cimento endodéntico ndo deve dificultar a reparagdo dos
tecidos, mas ajudar ou estimular a reorganizagao das estruturas lesadas.

Para testar a biocompatibilidade dos diferentes cimentos
endodoénticos, varios métodos de pesquisa tém sido utilizados, podendo ser
eles in vitro ou in vivo. O teste de citotoxicidade in vitro para analisar a
viabilidade ou sobrevivéncia celular vem sendo empregado, pois permite o
emprego de tipos e linhagens celulares relevantes, usando condigbes
simples, controladas, reproduziveis e em conformidade com os principios
bioéticos (Scelza et al., 2012). Estudos de cultura celular fornecem
informacgdes toxicoldgicas em um sistema simplificado que minimiza o
efeito de variaveis externas, que muitas vezes representam problemas
significativos durante a realizagdo de experimentos in vivo (Mukhtar-
Fayyad, 2011).

Os testes in vitro sdo mais rapidos e mais baratos do que
os in vivo, mas tem sido criticado por sua baixa relevancia clinica,
provavelmente por utilizarem avaliagdes de curto prazo, sendo insuficientes
para prever as respostas bioldgicas dos materiais que permanecem em

contato direto com os tecidos perirradiculares por anos ou décadas



(Schwarze et al., 2002a; Brackett et al., 2010). Por isso, este estudo utilizou
um intervalo de tempo maior, até um ano de avaliacédo, para melhor simular
as condi¢des clinicas, usando o “envelhecimento” dos materiais pelo
meétodo in vitro.

Entretanto, precisa ser esclarecido que €& extremamente
importante para a analise bioldgica dos materiais endoddnticos combinar
os resultados dos estudos in vitro e in vivo para entender os efeitos dos
cimentos na regido dos tecidos apicais.

Neste estudo foram utilizados dois experimentos in vitro, a
citotoxicidade sobre fibroblastos do ligamento periodontal (PDLF) por meio
do teste de XTT, para analise da sobrevivéncia celular e a genotoxicidade
sobre fibroblastos de hamster chinés (V79) pela formagao de micronucleos
durante a fase de mitose do ciclo celular, para detecgdo de mutacdes
cromossOmicas e apoptoses.

Os fibroblastos sdao as células mais utilizadas para o
estabelecimento de linhagens de células permanentes, pois sdo estaveis,
com caracteristicas biolégicas bem definidas e podem ser obtidas a partir
de cultura celular (Schuster et al., 2001; Galler et al., 2006).

No estudo de genotoxicidade optou-se pela utilizagao de
fibroblastos de hamster chinés (V79), por serem células com uma
proliferagdo mais rapida, ja que seria necessario um alto numero de células
para o teste de micronucleos. Foram utilizados fibroblastos que pertencem
a uma linhagem de células previamente estabelecidas e estdo disponiveis
comercialmente. Estas células sdo comumente utilizadas em analise do
comportamento biolégico dos materiais dentarios (Tai et al., 2002; Camargo
et al., 2009; Silva GO, 2011; Bin CV, 2011).

Na literatura diversos estudos (Zhang et al., 2010;
Karapinar-Kazandag et al., 2011; Mukhtar-Fayyad, 2011; Bin CV, 2011;
Silva GO, 2011; Camargo et al., 2014) e no presente estudo utilizou-se
extratos obtidos a partir dos cimentos nas dilui¢des 1:1, 1:2, 1:4, 1:8, a fim

de que se possa mensurar as substancias liberadas pelos materiais durante
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os diferentes tempos de endurecimento (24 h, 72 h, 1 semana, 1 més, 3
meses, 6 meses e 1 ano). Depois dos cimentos endoddnticos endurecerem,
ainda é possivel que componentes toxicos possam ser liberados destes
materiais por longos periodos de tempo (Bin CV, 2011; Silva GO, 2011;
Camargo et al., 2009, 2014).

Quanto aos testes de citotoxicidade existem varios
meétodos de analise in vitro, como o Cristal Violeta, Azul de Tripan, MTT,
MTS e XTT. O ensaio com o MTT ([3-4,5-dimetil-tiazol-2-il] -2,5-difenil
brometo de succinato) vem sendo utilizado em larga escala por diversos
autores (Schwarze et al., 2002a; Lodiene et al., 2008; Brackett et al., 2010;
Zhang et al., 2010; Mukhtar-Fayyad, 2011; Ashraf et al., 2012) como teste
de escolha em cultura de células, pois avalia a atividade metabdlica
mitocondrial celular, ndo apenas fazendo uma classificagdo de célula viva
ou morta. Neste estudo utilizou-se o corante XTT (2,3-bis(2-metoxi-4nitro-5-
sulfofenil)-5-(fenilamnocarbonil-tetrazolium), de coloragcdo alaranjada por
ser uma evolugao ao teste MTT, pois além de ser extremamente confiavel,
e facilmente reproduzivel, reflete ndo somente o numero de células em
uma amostra, mas também o nivel de sua atividade metabdlica, pois
baseia-se na atividade de enzimas, como a succinil desidrogenase;
elimina o uso de timidina, um material radioativo, fornece resultados mais
rapidos sem a necessidade de utilizar-se medidas de estabilizagao das
células estudadas e é um teste recomendado para ensaios de alto
rendimento, reduzindo a perda de células e também de variagédo no
resultado celular .

Os sais de tetrazolium, componentes ativos dos corantes
MTT, MTS e XTT séo utilizados para distinguir as células vivas das células
mortas. Eles sdo reduzidos a formazana pelo sistema de citocromo das
células vivas e a cor resultante € uma medida direta da viabilidade celular.
As formazanas sao excessivamente insolUveis em agua e na tentativa de
driblar este inconveniente, foram desenvolvidos os derivados de MTT, os

corantes XTT e MTS que produzem formazanas mais intensamente
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coloridas e soluveis em agua, facilitando a leitura em espectofotémetro.

Existem muitos estudos na literatura que avaliam a
citotoxicidade dos cimentos obturadores, mas poucos trabalhos verificam o
dano causado ao DNA celular. Os testes de genotoxicidade sao
importantes na pesquisa na avaliagdo do potencial carcinogénico que
alguns componentes desses cimentos possam apresentar (Chang et
al.,1998; Ribeiro et al., 2005; Ribeiro, 2008).

Neste estudo a avaliagdo dos efeitos genotdxicos dos
materiais foi medido pelo teste MNT, verificando a formacdo de
micronucleos, que € utilizado na deteccdo de mutagdes cromossOmicas
durante a mitose no processo de divisdo celular (Ribeiro, 2008), também
foram contadas as células em apoptose e 0 niumero de células em mitose.

O micronucleo (MN) € um nucleo adicional e separado do
nucleo principal de uma célula, formado por cromossomos ou fragmento de
cromossomos que nao sao incluidos no nucleo principal durante a mitose
(Rieger, Green, 1968; Schmid, 1975; Ramirez, Saldanha, 2002). Sua
formacéao se deve a alteracdes estruturais cromossdmicas espontaneas ou
decorrentes de fatores ambientais (Rieger, Green, 1968) ou, ainda, a falhas
no fuso mitético, sendo, portanto, excluido do novo nucleo formado na
telofase. Os MNs podem ser unicos ou multiplos e segundo Tolbert et
al., 1992 devem preencher os seguintes critérios:1. Estrutura da cromatina
similar e intensidade de cor semelhante ou mais fraca do que a do nucleo
principal; 2. Borda evidente, sugerindo membrana nuclear; 3. Ter formato
arredondado; 4. Localizagao intracitoplasmatica; 5. Diametro menor do que
1/5 do nucleo principal. Uma desvantagem do teste de genotoxicidade in
vitro baseia-se em n&o serem levadas em conta a capacidade da resposta
imunolégica do organismo quando da exposicdo a esses cimentos
endodénticos (Schweikl et al., 2005), portanto a expressdo do efeito
genotoxico dos cimentos testados devem ser cuidadosamente analisados.

Além dos testes biolégicos, é imprescindivel fazer um

paralelo em relacéo as propriedades fisicas destes cimentos endodonticos.
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A adesédo de cimentos foi estudada sobre a base de um modelo
experimental simples proposta por Grossman em 1976 e melhorada por
Orstavik et al, 1983, que introduziu o uso de uma maquina universal de
ensaios a normalizagdo dos testes e assim produziu resultados mais
precisos.

A forca adesiva de cimentos endodénticos pode ser
avaliada por varios métodos, que incluem a resisténcia ao cisalhamento,
microtracao e forga push-out (Ersahan, Aydin, 2010). Neste estudo utilizou-
se o teste de Push-out que mede a resisténcia adesiva do cimento as
paredes do canal radicular. A adesio de cimentos endodénticos a dentina
do canal radicular tem sido regularmente avaliada por testes push-out
(Stiegemeier et al., 2010; Costa et al., 2010; Ersahan, Aydin, 2010; Ahmad
et al., 2013; Guiotti et al., 2014). Este teste & facilmente realizado e
interpretado, e fornece uma avaliagdo realista da resisténcia de unido do
cimento a dentina, mesmo em niveis baixos de unido (Ersahan, Aydin,
2010). No entanto, a distribuicdo ndo uniforme e a tendéncia de o material
se deformar quando uma carga compressiva € aplicada durante o teste é
uma grande desvantagem do teste de push-out. Afim de superar estas
limitacOes, este estudo adotou o método proposto por Sousa-Neto et al,
2005), em que o cimento é testado em contato com a dentina do canal
radicular, permitindo que este se adapte a forma do canal e penetre nos
tubulos dentinarios. Para melhorar a analise da adesdo do cimento as
paredes do canal, foram realizados cortes nos tergos cervical, médio e
apical, a fim de se obter fatias finas (Sousa-Neto et al., 2005; Ersahan,
Aydin, 2010; Stiegemeier et al., 2010; Guiotti et al., 2014).

Para simular melhor a situacao clinica dos cimentos dentro
do canal radicular, os cimentos foram colocados juntamente com cone de
guta-percha, realizando um selamento hermético por todo o sistema de
canais radiculares. Estes cimentos foram deixados por um periodo de um
ano a fim de se estudar se estes cimentos endoddnticos mantém suas

caracteristicas de vedamento por toda superficie interna da raiz.
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6.2 Discussao dos resultados

Na avaliacdo da citotoxicidade dos sete cimentos, RoeKo
Seal, Apexit Plus e Iroot SP, ndo apresentaram diferencas significantes
entre as diluicdes e nos periodos analisados, ndo apresentando
citotoxicidade sobre as células PDLF, mantendo um excelente padrao de
sobrevivéncia celular, sem diferenga significante comparado ao grupo
controle.

Iroot SP € um cimento bioceramico, pré-misturado, de uso
injetavel. Segundo seu fabricante é insoluvel, radiopaco, com excelentes
propriedades fisicas e quimicas. Nao sofre encolhimento durante seu
endurecimento, biocompativel e de excelente vedagdo. Os resultados
obtidos neste estudo em relagao ao cimento lroot SP concordam com os
de Zhang et al. (2010) que comparando este cimento com o AH plus
sobre a expressdo de genes relacionados com a mineralizacédo de
osteoblastos MG63, incluindo colagénio do tipo | (COL I), osteocalcina
(OCN), sialoproteina 6ssea (BSP) e osteopontina (OPN), nos dias 1, 3 e
6. Verificou que no ensaio de MTT, os extratos ndo diluidas de iRoot SP
nao foram citotdxicos, enquanto que os extratos nao diluidos de AH Plus
foram classificados como ligeiramente citotéxico. O iRoot SP regulou COL
I, OCN, e BSP na expressdo do RNA mensageiro apos 3 e 6 dias. No
experimento de ensaio imunoenzimatico ligado a enzimas, o iRoot SP
aumentou COL | e os niveis de proteina BSP em comparagao com AH Plus
o grupo controle no sexto dia. Com base nestes resultados, os autores nao
verificaram qualquer citotoxicidade deste cimento nas diluicdes 1:1, 1:2 e
1:4, entdo pode ser considerado como um material favoravel a interagao
com o material celular.

Em relagdo a genotoxicidade deste cimento, o IRoot SP
apresentou baixa formagao de micronucleos (1,5 a cada 1000 células) nas

primeiras 24 h de analise, mas apresentou um maior numero apos 1 ano
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(média de 8,5), o que ndo compromete a sua baixa toxicidade em relagéo
aos outros cimentos analisados. A resisténcia adesiva do Iroot SP mostrou
ser satisfatoria nos 15 dias iniciais no tergo apical, mas apresentou
diminuicdo ao longo de 1 ano. Ainda nos tercos médio e cervical houve
pouca adesao a dentina das paredes do canal radicular, demostrando ser
pouco eficiente na vedacado apical, o que vem em desacordo com as
indicacdes do fabricante. Mas ainda sdo necessarios outros estudos quanto
a sua propriedade fisico-quimica para poder concluir sobre este aspecto
estudado.

Roeko Seal, um cimento a base de silicone, e que segundo
o fabricante é extremamente biocompativel, expande-se ligeiramente
(0,2%), com 6tima aderéncia mecanica da parede do canal, devido a
expansdo e porque nao contém eugenol. Neste estudo ndo apresentou
citotoxicidade sobre as células PDLF em nenhum dos periodos e diluicbes
testadas. Estes resultados sdo semelhantes aos de Karapinar-Kazandag
et al. (2011) em que avaliaram os cimentos AH Plus, RoekoSeal,
EndoREZ, Epiphany e Activ GP sobre fibroblastos de rato L929 e células
pulpares humanas primarias. Os extratos das amostras foram colocados
em contato com as células nos tempos 1, 4 e 7 dias. Apos foi realizada a
filtracdo dos extratos e diluidos em 50% e 25%. Os extratos diluidos foram
incubados com as células cultivadas durante 24 h e 72 h. Os extratos
diluidos de Activ GP e Epiphany foram geralmente menos toxico do
que os nao diluidos. Nenhuma ou minima citotoxicidade foi observada
com RoekoSeal, AH Plus e EndoREZ. Os cimentos exibiram varios graus
de citotoxicidade dependente de sua composi¢cao quimica.

Ainda, Silva EJNL et al. (2013), investigou os efeitos de
oito cimentos endodonticos sobre a citotoxicidade de células de
fibroblastos Balb/c 3T3 durante 5 semanas. Utilizaram os cimentos AH
Plus, Epiphany, Endomethasone N, EndoREZ, MTA Fillapex, Pulp Canal
Sealer EWT, Roeko Seal e Sealapex. O Roeko Seal foi o unico cimento

qgue nao demostrou quaisquer efeitos citotéxicos em qualquer tempo. Todos
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0s outros cimentos exibiram toxicidade grave inicialmente (semana 0). Este
resultado concorda com os encontrados neste estudo Portanto,
RoekoSeal teve nenhum efeito citotéxico quando comparado com os
outros cimentos endododnticos testados.

Em relacdo a genotoxicidade o Roeko Seal foi capaz de
aumentar o numero de micronucleos sobre células V79. Nas primeiras 24
h obteve uma média de (16 micronucleos a cada 1000 células) e apods 1
ano (15 a cada 1000 células). Em relagdo ao grupo controle positivo EMS
(média de 31,5 a cada 1000 células) demostrou ser genotéxico, ja que se
manteve como o segundo maior indutor de micronucleos quando
comparado aos outros cimentos avaliados, estando de acordo com
Camargo et al. (2014), que avaliando o cimento RekoSeal por teste de
cometa, também verificou genotoxicidade para este material. Estes dados
mostram que mesmo nao apresentando ser citotoxico ele € capaz de gerar
algum dano no DNA celular. Ha pouco estudo sobre o poder genotdxico
deste cimento, sendo necessario estudos complementares para saber qual
0 mecanismo ou que substancias liberadas por este cimento podem
ocasionar danos ao DNA celular.

Ao teste fisico de push-out, Roeko Seal apresentou uma
baixa resisténcia adesiva as paredes dentinarias do canal radicular, nos
tercos apical médio e cervical, tanto nas analises de 15 dias como nas de
1 ano. Provavelmente por se tratar de um cimento a base de silicone, é
elastico e pode assim se desprender das paredes do canal radicular. Estes
resultados talvez tenham como razdo sua caracteristica borrachoide por
ser a base de silicone, o que macroscopicamente é perceptivel quando
sondado com um explorador.

Em relagdo ao cimento Apexit Plus, os resultados deste
estudo foram semelhantes aos de Yilmaz et al. (2012), em que avaliando
os cimentos Endomethasone N (En N), e o Apexit Plus (AP) em cultura de
células de fibroblastos de rato L929, utilizou extratos dos cimentos nas

diluicdes (1:2,1:4,1:8,1:16 e 1:32), por um periodo de 1 h, puderam
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verificar que o Apexit Plus ndo mostrou citotoxicidade em qualquer
diluicdo testada.

Apexit Plus obteve baixa taxa de indu¢cdo de micronucleos
comparado ao controle EMS, apresentando uma média de (7,5 a cada 1000
células) nas 24 h de analise e de 5,5 apds 1 ano. Demostrou ser um cimento
pouco genotoxico. Mesmo assim, ainda sdo necessarios outros estudos em
relagcdo aos seus componentes. Ja em relagdo a sua propriedade fisica, no
terco apical apresentou melhores resultados de adesao comparados com
os tercos médio e cervical. Assim demonstra ser um cimento com
capacidade de vedacao apical.

Endomethasone N é um cimento endodontico a base de
Oxido de Zinco, acetato de hidrocortisona(anti-inflamatério) e Timol
lodado(Antisséptico), Sulfato de Bario e Estearato de Magnésio. Ao teste
de citotoxicidade apds 72 h e 1 semana de avaliagdo na diluicdo 1:1
apresentou-se severamente citotoxico, conseguindo nas subsequentes
diluigbes recuperar a viabilidade celular. Em 1 més na diluicdo 1:1 manteve-
se citotoxico, ndo apresentou efeito citotoxico na diluigdo de 1:4 e em 1:2.
Quanto a genotoxicidade apresentou uma média de (3,5 micronucleos a cada
1000 células) em 24 h e de (2 a cada 1000 células) apds 1 ano de avaliagao,
mostrando ser um cimento de baixa citotoxicidade comparado aos demais
cimentos analisados. A resiténcia adesiva apds 1 ano de analise demonstrou ter
boa adesao as paredes do canal radicular.

O EndoRez é um cimento a base de metacrilato, o UDMA
(dimetacrilato de uretano) um agente téxico, que com sua degradacao
pode liberar monémeros e particulas resultando na citotoxicidade deste
cimento. A presenca deste composto e a liberacdo de mondmeros podem
explicar a alta citotoxicidade encontrada neste estudo na primeira diluicao
1:1 em todos os periodos de avaliagdo. Mesmo apds 3 meses € 6 meses
de avaliacdo ainda se mostra citotoxico na diluicao 1:1, mas recupera sua
viabilidade conforme diluido. Ja no periodo prolongado de avaliagdo, 1 ano

este cimento apresentou uma queda brusca nos seus valores de
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viabilidade, tornando-se exageradamente citotoxico nas quatro diluigbes. O
que pode ser confirmado por Brackett et al. (2012) que numa avaliagao
durante um ano dos cimentos AH Plus (AHP), Epiphany (EPH), EndoREZ
(ER), GuttaFlow (GF), InnoEndo (IN), e Pulp Canal Sealer (PCS),
observou que a atividade SDH em células expostas a alguns cimentos
melhorou significativamente ap6és 1 ano, mas o ER permaneceu
citotéxico. Quando os materiais apds 1 ano foram novamente testados,
AHP, ER, GF, e IN ndo apresentaram mudangas. EPH e PCS foram mais
téxicos.

Nas primeiras 24 h com excecédo do EndoRez nas diluicbes

1:1 e do Endomethasone N 1:1 e 1:2, todos os outros cimentos mantiveram
a viabilidade celular proxima do grupo controle, demostrando ndo serem
citotoxicos nas primeiras horas apds seu endurecimento. Estes resultados
concordam com os obtidos por Lodiene et al. (2008), onde os autores
verificaram que tanto o AH Plus quanto o Roeko Seal ndo se mostraram
citotoxicos nas primeiras 24 h. Ja em relagdo ao EndoRez os autores nao
verificaram toxicidade em 24 h e neste estudo foi verificada somente na
diluicdo 1:1 deixando de ser citotoxico conforme 0 aumento da sua diluigao.

Ja apo6s 72 h e 1 semana de avaliagdo os cimentos

EndoRez e Endomethasone N na diluicdo 1:1 apresentaram-se
severamente citotoxicos, conseguindo nas subsequentes diluigbes
recuperar a viabilidade celular. Em 1 més na diluigdo 1:1 tanto EndoRez
como Endomethasone N mantiveram-se citotoxicos, mas ER né&o
conseguiu na diluicdo 1:2 recuperar a viabilidade das células PDLF.

AH Plus é um cimento que contém resina epodxi (pasta A) e
aminas (pasta B). Na avaliacdo de 1 més o cimento AH Plus teve um
comportamento diferente dos outros, pois foi severamente citotdéxico nas
diluicbes 1:1, 1:2 e 1:4. Somente na diluigdo 1:8 ele comega a permitir o
aumento da sobrevivéncia das células, provavelmente devido a liberacao
tardia de formaldeido presente em sua composigao (Leonardo et al., 1999,
Merdad et al., 2007).
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Brackett et al. (2010) também comprovaram sua
citotoxicidade, quando avaliaram in vitro cinco cimentos endoddnticos
durante 12 semanas usando trés linhagens de células: fibroblastos de
rato L929, células osteoblasticas de rato (ROS) 17/2.8, e osteoblastos de
rato MC3T3-E1. Foram utilizados o AH plus (AHP), duas versées de Endo
Rez (ER, e Rx), Epiphany (EPH) e Pulp Canal Sealer (PCS). Inicialmente,
todos os cimentos suprimiram a atividade SDH de fibroblastos L929.
Depois de 12 semanas de imersdo em solugdo salina, AHP exibiu a
atividade SDH acima de Tf (120%), seguido por Rx (78%), ER (58%), PCS
(38%), e EPH (28%), todos estatisticamente diferentes (p <0,05). Em
geral, as trés linhas celulares responderam de forma semelhante para
os cimentos. No entanto, AHP causou respostas unicas: células ROS
foram inicialmente menos sensivel, e AHP foi severamente citotoxica
para células MC3T3 (<35% de Tf) ao longo de 8 semanas. Os dados
sugerem que o "envelhecimento", em solugcdo salina, dos cimentos
endoddnticos atuais diminuem a citotoxicidade destes em diferentes
periodos.

Ainda de acordo com os resultados deste estudo, Ashraf et
al. (2012), avaliaram a citotoxicidade de trés cimentos a base de resina,
ou seja, AH Plus, EndoREZ e Epiphany em células L929. Os cimentos
foram divididos em dois grupos, puro e diluido. As diluicbes dos materiais
foram preparadas separadamente e foram incubados com fibroblastos
L929, nos periodos de 1 h, 24 h e 72 h. Apds 24 h, todos os materiais
foram significativamente mais citotoxicos do que o grupo controle
negativo, e foram menos citotoxicos do que o grupo controle positivo.
Apos 72 h, as amostras puras e as diluicbes de todos os materiais foram
tdo citotoxicas quanto o grupo controle positivo. Em cada momento,
nenhuma diferenga significativa foi percebida entre os diferentes
materiais em termos de viabilidade celular. Portanto, concluiram que as
diferencas observadas entre a citotoxicidade de AH Plus, EndoREZ e

Epiphany n&o atingiram um nivel significativo nos periodos comparados.
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Real Seal € composto pelo cimento resinoso (a base de
resina plastica uretano dimetacrilato). Esse cimento apresenta dupla
polimerizagdo e segundo o fabricante formagcdo de uma estrutura em
monobloco, com o intuito de formar um sistema de material obturador com
mesma natureza quimica, de forma com que eles possam se aderir e formar
um compacto de natureza unica, assim os cones, estariam aderidos ao
cimento, e estes a parede do canal, formando um compacto inacessivel a
infiltracao, teoricamente, na tentativa de diminuir a infiltracio bacteriana e
o risco de fratura radicular por aumentar a adesao as paredes de dentina.
Porém na literatura os resultados demonstram que o sistema Real Seal é
resistente a infiltracdo, mas nao a previne completamente, ou seja, ndo ha
essa formagao do monobloco.

Em todos os periodos de anteriores a 6 meses o cimento
Real Seal demonstra uma alta viabilidade celular, mas na diluigdo 1:1 em 6
meses houve uma queda da sobrevivéncia das células PDLF, somente
recuperando-se na diluicao 1:4. Real Seal ndo mostrou ser genotéxico nos
periodos analisados. Em relagao a resisténcia adesiva apds a analise de 1
ano mostrou boa adesao nos tercos apical, médio e cervical. Scelza et al.
(2012), compararam a citotoxicidade de quatro cimentos endoddnticos
(Sealapex, Pulp Canal Sealer EWT, ReaSeal e MTA Fillapex) 1 e 7 dias
apods a preparacao dos extratos, assim, todos os cimentos endodénticos
tiveram forte citotoxicidade em 24 h. Em um periodo mais longo (7 dias),
a viabilidade para Sealapex teve um aumento significativo e Pulp Canal
Sealer alcangou niveis de citocompatibilidade semelhantes aos do grupo
controle. A analise de variancia indicou uma correlagdo geral entre a
citotoxicidade dos materiais e o tempo apds a mistura, com algum grau de
dependéncia no ensaio de viabilidade celular. Todos os materiais tinham
altos niveis citotoxicos para células primarias humanas, e em sua maioria
de forma dependente do tempo, como mostrado por trés diferentes testes
de viabilidade celular. Este estudo ndo apresenta-se de acordo com os

resultados verificados para o cimento Real Seal.
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Mutoh et al. (2013) com seu estudo em ratos, evidencia a
importancia de uma complementagao do estudo in vivo. Eles avaliaram a
biocompatibilidade de cimentos endododnticos a base de resina (RCSs)
nos tecidos periapicais de ratos. Os ratos foram submetidos a reimplante
dentario para reproduzir a resposta dos tecidos periapicais com RCSs.
Foram utilizados o cimento resinoso Epiphany SE ™ AH Plus Jet ™,
o cimento a base de eugenol (Canals) e um grupo de controle.
Observaram uma inflamagdo leve no tecido periapical no cimento
Epiphany e AH Plus Jet no sétimo dia, enquanto o cimento Canals
induziu uma inflamagdo severa a moderada. As analises estatisticas
monstraram que foram observadas diferengas significativas entre Canals e
os outros grupos no dia 7 sobre a resposta inflamatéria. No dia 14, as lesées
induzidas por todos os selantes foram curadas e predominantemente
substituido por tecido conjuntivo fibroso. Os resultados sugerem que
Epiphany SE e AH Plus Jet sdo bons materiais biocompativeis.

Por fim, os resultados apresentados neste estudo estao
compativeis com os encontrados na literatura até o momento. Por ser um
estudo de um longo periodo de avaliagéo (1 ano), vem a acrescentar dados
relevantes em relagdo ao comportamento bioldgico e fisico dos cimentos
endodoénticos. Ainda existem poucos trabalhos na literatura em que a
andlise seja prolongada, sendo necessario mais estudos em relagdo ao
comportamento destes materias, ja que estes permacem em contato com

os tecidos apicais por anos ou décadas.
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7 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada pode-se concluir

que:

a) IRooot SP n&o apresentou citotoxicidade em
células PDLF em nenhum dos periodos, baixa
formagdo de micronucleos e a resisténcia adesiva
mostrou ser satisfatoria;

b) Roeko Seal ndo foi citotoxicidade sobre as
células PDLF em nenhum dos periodos e diluicbes
testadas, foi genotoxico, e apresentou uma baixa
resisténcia adesiva em todos os tergos e periodos de
analise;

c) Apexit Plus ndo mostrou citotoxicidade em
qualquer diluicdo testada, pouco genotdxico, e no
terco apical apresentou melhores resultados de
adesao comparados com os ter¢cos médio e cervical;
d) EndoRez mostrou ser citotdoxico em todos os
periodos de avaliagdo, assim como genotoxico,
pouca adesao as paredes dentinarias;

e) Endomethasone N apresentou-se severamente
citotoxico nos periodos iniciais e deixou de ser
citotoxico; nao apresentou genotoxicidade e
apresentou boa resisténcia adesiva apos 1 ano;

f) AH plus nao foi citotoxico antes de 1 més de
avaliacdo, mas apresentou alta citotoxicidade neste

periodo, normalizou nos periodos seguintes, nao



mostrou ser genotdxico e obteve otima resisténcia
adesiva tanto em 15 dias como em 1 ano, em todos
tercos de analise;

g) Real Seal ndo apresentou-se nem citotoxico,
nem genotoxico, quanto a resisténcia adesiva foi

satisfatéria apos 1 ano em todos os tergos.
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ANEXO A - Certificado do Comité de Etica em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Citotoxicidade, Genotoxicidade, Resisténcia Adesiva e Microdureza de
sete cimentos endod6nticos, um ano de avaliagio Pesquisador: Monique Franca Area
Tematica:

Versao: 2

CAAE: 34241014.4.0000.0077

Instituicao Proponente:instituto de Ciéncia e Tecnologia de S3o José dos Campos -
UNESP

Patrocinador Principal: Instituto de Ciéncia e Tecnologia de S3do José dos Campos -
UNESP

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 831.145
Data da Relatoria: 14/10/2014

Apresentagdo do Projeto:

Titulo Publico da Pesquisa: Citotoxicidade, Genotoxicidade, Resisténcia Adesiva e
Microdureza de sete cimentos endodénticos, um ano de avaliacdo: Na tentativa de avaliar
alguns materiais disponiveis no mercado quanto a propriedades bioldgicas e fisico-
quimicas, este estudo determinara in vitro a citotoxicidade e a genotoxicidade através do
ensaio de XTT e da formag¢do de micronucleos, respectivamente, dos cimentos
endoddnticos Apexit Plus, Real Seal, Endo Rez, Roeko Seal, AH Plus, Endomethasone, e do
cimento bioceramico iRoot SP. Os cimentos serdo avaliados apds 24 horas de espatulacdo
e também depois de longos periodos de endurecimento dos mesmos (72 h, 1 semana, 1,
3, 6 meses e apds um ano) sobre cultura de fibroblastos do ligamento periodontal humano
(hPDLF). A resisténcia adesiva dos cimentos as paredes do canal radicular sera avaliada
por meio do ensaio de push-out, além disso, a microdureza dos materiais sera
determinada através de microdurémetro (ambos em 2 periodos de avaliagdo:15 dias e 1
ano apds a manipulagdo).

Objetivo da Pesquisa:
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Devido a procura por um material com caracteristicas adequadas tanto fisicas quanto
bioldgicas, este estudo tem como objetivo avaliar a biocompatibilidade por meio de
ensaios de citotoxicidade (teste de XTT) e de genotoxicidade (ensaio de micronucleos) dos
sete cimentos citados, além de avalid-los quanto as propriedades fisicas e mecanicas
através do teste de microdureza e de “push-out”, respectivamente. A hipdtese deste
estudo é de que os cimentos endoddnticos a base de resina e de 6xido de zinco e eugenol
possuem maior potencial cito e genotdxico, sobre as células do ligamento periodontal do
gue os cimentos a base de silicone. Contudo é complicado saber qual o comportamento
bioldgico e fisico-quimico dos cimentos por longos periodos apds a manipulagado.
Avaliacao dos Riscos e Beneficios:

FOI REELABORADO

Comentarios e Considerag6es sobre a Pesquisa:

1-Deve ser reformulado o texto Riscos e Beneficios.

2-Como serd trabalhado com o paciente?

3-Que outro material humano sera utilizado?

4-Qual a procedéncia das células (Fibroblastos do ligamento periodontal humano), foi
coletada em cirurgia (se sim, qual o numero do processo de aprovacdo do CEP?) ou
adquirida em banco de célula

5-Descrever detalhadamente a necessidade de um numero t3o expressivo de dentes (no
protocolo e doagdo constam 140 dentes)

Recomendagdes:
Deve ficar pendente, pois em uma pesquisa que utiliza material humano, o pesquisador

deve saber diferenciar riscos e beneficios

Venho através desta carta responder as perguntas referente ao parecer do comité de
ética de numero 34241014.4.0000.0077

Primeiramente, respondendo ao item riscos e beneficios o presente estudo ndo oferece
riscos por se tratarem de dentes extraidos por indicacbes diversas, como a doenca
periodontal. Ndo operaremos com seres humanos. Os beneficios sdo estudar melhor as
variaveis propostas trazendo importantes observag¢&es do ponto de vista cientifico e/ou
clinico. Busca-se saber qual o comportamento bioldgico e fisico-quimico dos cimentos
por longos periodos apds a manipulagdo auxiliando aos clinicos quanto o melhor

material a ser utilizado quanto a longevidade das propriedades fisicas e bioldgicas. Ndo
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serdo utilizados pacientes no estudo proposto e nenhum outro material humano além
das células e dos dentes extraidos serdo utilizados. As células PDLF (Fibroblastos do
ligamento periodontal humano) foram compradas da empresa LONZA Clonetics™
Human Periodontal Ligament Fibroblast Cell Systems HPdLF, Lonza Walkersville, Inc.,
www.lonza.com scientific.support@lonza.com Scientific Support: 800-521-0390
Document # TS CC-7049-3 11/10 Walkersville, MD 21793-0127 USA © 2010 Lonza
Walkersville, Inc.

O numero de dentes se faz necessdrio visto que estamos estudando 7 cimentos
endoddnticos de uso clinico, recém espatulados e 1 ano apds o endurecimento, com um
n de 10 espécimes temos 10 x 7 = 70 x 2 = 140 dentes, pois serdo avaliados dois
periodos.Segundo a literatura o nimero de amostras utilizados neste tipo de estudo é de
um n=10, mas alguns estudos utilizam um n superior a 10 amostras.Costa et al., em 2010,
para avaliar a resisténcia adesiva através do teste de push-out uitlizou sessenta raizes de
caninos distribuidos em seis grupos (n = 10). Ja Ersahan e Aydin, 2010, utilizaram sessenta
caninos superiores humanos para obter 120 discos de 4 mm de espessura de dentina que
foram divididos aleatoriamente em quatro grupos (n = 30) para otratamento com um dos
guatro cimentos diferentes (iRoot SP, AH Plus, Sealapex, EndoREZ ). (Ersahan S & Aydin C.
Solubility and apical sealing characteristics of a new calcium silicate-based root canal
sealer in comparison to calcium hydroxide-, methacrylate resin- and epoxy resin-based
sealers. Acta Odontologica Scandinavica, 2013; 71: 857-862) Ghoneim et al.,, 2011,
utilizaram cinqlienta pré-molares inferiores unirradiculares. As raizes foram divididas de
acordo com o sistema de obturacdo em 4 grupos (n= 10). (Ghoneim GA, Reem A. Lutfy,
Nihal E. Sabet e Dalia M. Fayyad. Resistence to fracture of roots obturated with novel
canal-filling systems. J Endod 201;37(11):1590-1592). SASEN et al., em 2012, Cinquenta e
cinco incisivos centrais superiores humanos foram selecionados e divididos
aleatoriamente em cinco grupos n=15. (SASEN , Yakup USTUN, Kanad PALA, e Sezer
DEMRBUA Resistance to fracture of roots filled with different sealers.Dent Mater J. 2012;
1(4): 528-32). Guiotti et al, 2014, utilizaram sessenta caninos humaos divididos em seis
grupos (n = 10). (Guiotti FA, Kuga MC, Duarte MAH, Sant’Anna Junior A, Faria G. Effect of
calcium hydroxide dressing on push-out bond strength of endodontic sealers to root canal
dentin. Braz Oral Res. 2014;28(1):1-6).

Consideracoes sobre os Termos de apresentagdo obrigatdria:
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TERMO DE DOAGAO DOS 140 DENTES ESTA OK

Recomendagoes:

1-Deve ser reformulado o texto Riscos e Beneficios: [TEM CONTEMPLADO

2-Como sera trabalhado com o paciente? NAO SERA TRABALHADO COM PACIENTES AS
CELULAS SERAO COMPRADAS

3-Que outro material humano seré utilizado? SO OS DENTES

4-Qual a procedéncia das células (Fibroblastos do ligamento periodontal humano), foi
coletada em cirurgia (se sim, qual o numero do processo de aprovagdo do CEP?) ou
adquirida em banco de célula (CELULAS SERAO COMPRADAS)

5- Descrever detalhadamente a necessidade de um numero tdo expressivo de dentes (no
protocolo de doacdo constam 140 dentes): FOI EXPLICADO E REGISTRADO COM ARTIGOS
CIENTIFICOS

Conclus6es ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes: Nd

Situac¢ao do Parecer:Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:N3o Consideragdes Finais a critério do CEP:

O Colegiado concorda com o parecer da relatora.SAO JOSE DOS CAMPOS, 14 de Outubro
de 2014

Assinado por:

Denise Nicodemo

(Coordenador)
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ANEXO B - Declaracao de doacao de dentes humanos

DECLARACAO

Declaro, para os fins que se fizerem necessarios, que
os 140 dentes unirradiculados humanos recolhidos com a finalidade de pesquisa,
para trabalho de Dissertagdo de Mestrado da aluna Monique Costa Moreira
Franca , orientanda do Professor Adj. Carlos Henrique Ribeiro Camargo , foram
extraidos dc pacientes atendidos no ambulatério da Clinica de Cirurgia da
Faculdade de Odontologia do Campus de S30 José dos Campos — UNESP, por
motivos periodontais e que seriam descartados apds a extragio, caso ndo fossem
de utilidade para a referida aluna.

Declaro, ainda, ter sido solicitado e obtido o
consentimento esclarecido do paciente quanto & doagfo do material para pesquisa

cientifica.

mpos, 23 de julho de 2014.
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