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RESUMO

Objetivo: O objetivo deste estudo foi avaliar o pH, liberacdo de ions célcio,
radiopacidade e penetracdo nos tubulos dentinarios de uma nova medicacéo
intracanal a base silicato de calcio (Bio-C Temp) em comparacdo a pasta a
base de hidroxido de célcio (Ultracal XS) e verificar a citotoxicidade do Bio-C
Temp. Metodologia: Para avaliacdo do pH e liberacdo de ions célcio (1, 24,72
e 168 horas), cinco espécimes para cada tempo experimental de cada grupo

foram imersos em 10 ml de agua deionizada e armazenados a 37°C para

posterior avaliacio em um pHmetro digital e espectrofotometro,
respectivamente. Para avaliacdo da radiopacidade foi seguida a recomendacao
ISO 6876:2012. A citotoxicidade foi avaliada pela porcentagem de viabilidade
celular, utilizando o ensaio MTT. Imagens da penetracdo dos materiais nos
tubulos dentinarios foram obtidas por microscopia confocal de varredura a laser
(MCVL). Dados de pH e liberacdo de ions calcio e citotoxicidade foram
analisados estatisticamente por andlise de variancia uma via e teste post hoc
de Tukey. A radiopacidade foi analisada usando o teste t de Student. A
penetracdo nos tubulos dentinarios foi realizada através de uma analise
descritiva. Resultados: Os materiais apresentaram pH alcalino em todos os
tempos experimentais. Os valores de pH da pasta de hidroxido de célcio foram
maiores que a pasta bioceramica em 1, 24 e 72 horas (P< 0,05). A liberacao de
célcio do material bioceramico foi menor que a da pasta de hidroxido de calcio
somente em 24 horas (P< 0,05). A pasta bioceramica foi mais radiopaca do
gue a pasta de hidroxido de calcio (P<0,05). Os resultados do ensaio MTT
demonstraram que a pasta bioceramica apresentou dose e efeito citotdéxico
dependente do tempo. Imagens de MCVL mostraram o Bio-C Temp e o Ultracal
XS em torno da parede do canal radicular com auséncia de penetracéo tubular.
Conclusdes: O novo material & base de silicato de calcio apresentou as
propriedades fisico-quimicas estudadas compativeis para ser empregada como
medicacdo intracanal. O Bio-C Temp apresentou uma dose e efeito citotoxico

dependente do tempo, com auséncia de penetracdo no tubulo dentinario.

Palavras-Chave: Endodontia, bioceramico, silicato de calcio, citotoxicidade,
propriedades fisico-quimicas, medicacgéo intracanal.



ABSTRACT

Aim: This study aimed to evaluate pH, calcium ion release, radiopacity and
dentinal tubule penetration of a new calcium silicate-based intracanal dressing
(Bio-C Temp) to comparison a calcium hydroxide-based material (Ultracal XS)
and to verify the Bio-C Temp cytotoxicity. Methodology: For pH and calcium
ion release evaluation (1, 24, 72 and 168 hours), five specimens for each
experimental time from each group were immersed in 10 mL of deionized water
and stored at 37° C for further evaluation with a digital ph meter and
spectrophotometer, respectively. For radiopacity evaluation, followed I1SO
6876:2012 recommendation. Cytotoxicity was evaluated by the percentage of
cell viability, using MTT assay. lllustrative images of dentinal tubule penetration
were obtained using confocal laser scanning microscopy (CLSM). Data from pH
calcium ion release and cytotoxicity were statistically analyzed by one-way
analysis of variance and Tukey post hoc test. Radiopacity was analyzed using
Student t-test. The dentinal tubule penetration had a descriptive analysis.
Results: Both materials showed alkaline pH in all experimental times. The pH
values for calcium hydroxide paste were higher than bioceramic paste at 1, 24,
and 72 hours (P<0.05). The calcium release of bioceramic material was lower
than the calcium hydroxide paste at 24 hours only (P<0.05). The bioceramic
paste was more radiopaque than the calcium hydroxide paste (P<0.05). The
MTT assay results demonstrated that the bioceramic paste presented a dose
and time-dependent cytotoxic effect. CLSM images showed the Bio-C Temp
and the Ultracal XS surrounding the root canal wall with absence of tubule
penetration. Conclusions: The new calcium silicate-based material presented
physicochemical properties compatible with an adequate intracanal dressing.
Bio-C Temp presented a dose and time-dependent cytotoxic effect with

absence of dentinal tubule penetration.

Keywords - Endodontics, bioceramic, calcium silicate, cytotoxicity,

physicochemical properties, root canal dressing



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

% - porcentagem

ATCC - American Type Culture Collection

Co - graus Celsius

Caz+ - ion célcio

CLSM - Microscopia confocal de varredura a laser
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CO:2 - dioxido de carbono

DMEM -— Meio de Eagle modificado por Dulbecco

DMSO - dimetil Sulféxido

DNA - Acido desoxirribonucleico

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

Fluo 3 —indicador fluorescente de calcio

ISO — Orgéo Internacional de Padronizag&o
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MCVL - microscopia confocal de varredura a laser
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mm - milimetro

mmAl - milimetro de aluminio

MTA - mineral trioxide aggregate/mineral trioxido agregado
MTT - brometo de 3-(4,5 dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio
nm - nanometro

OH- - hidroxila

pH - potencial de hidrogénio, representacédo da escala na qual uma solugao
neutra é igual a 7

UFRGS - Universidade Federal do Rio Grande do Sul

uL - microlitro



APRESENTACAO

Esta dissertacdo de mestrado contém como estrutura principal um artigo

cientifico que esta formatado nas normas do International Endodontic Journal.

Este estudo foi aprovado na Comissdo de Pesquisa da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal do rio Grande do Sul (Anexo 1) e Comité
de Etica em Pesquisa da Universidade Federal do Rio Grande do Sul — CEP-
UFRGS (Anexo 2).

O Termo de Consentimento Livre e Esclarecido e o Termo de Doacéo de

Dentes se encontram como Apéndices 1 e 2 respectivamente.
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1. INTRODUCAO

Em infeccdes de origem endodbntica, o objetivo do tratamento € obter a
reducdo do numero de bactérias presentes no canal radicular e impedir que
novos microrganismos colonizem a regido periapical, proporcionando assim,
uma condicdo ideal para o reparo (NAIR et al., 2005). A presenca de
microrganismos no sistema de canais radiculares esta diretamente relacionada
ao estabelecimento da periodontite apical (SIQUEIRA; ROCAS, 2008; NAIR,
2014).

Sabe-se hoje que a presenca de complexidades anatémicas, 0 acesso
limitado dos instrumentos e das solucdes irrigadoras podem favorecer a
permanéncia de microrganismos organizados na forma de biofilme (NAIR et al.,
2005; VERA et al., 2012).

Ricucci et al. (2009) conduziram um estudo retrospectivo em que
examinaram histologicamente 24 dentes tratados endodonticamente com
evidéncia de lesdo periapical (12 dentes de pacientes assintomaticos e 12
dentes de pacientes sintomaticos) obtidos por extragdo ou cirurgia
paraendodontica. A presenca de contaminacdo bacteriana foi evidenciada em
todos os dentes, com excecdo de uma amostra do grupo assintomatico em que
a possivel causa da periodontite apical foi o extravasamento de material
obturador. Os autores relataram que a colonizacdo bacteriana intraradicular foi
maior em ambos 0s grupos; apenas 5 amostras evidenciaram a ocorréncia de
bactéria extrarradicular somado a contaminag¢do no conduto, indicando que a
persisténcia bacteriana no canal radicular em &reas nédo afetadas pelos
procedimentos quimicos e mecanicos € a principal causa de periodontite apical
pos-tratamento.

O preparo quimico-mecanico e a obturacdo tridimensional do canal
radicular promovem a reducdo desta microbiota (PEREIRA et al., 2018). A
utilizacdo de uma medicacdo intracanal reforca a ideia de otimizar a
desinfeccdo, suplementando o0s procedimentos anteriormente citados
(SIQUEIRA JR et al., 2007; ZANCAN et al., 2016; BARBOSA-RIBEIRO et al.,
2018; MARTINHO et al., 2018).
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1.1 Medicacéo intracanal

A microbiota endodéntica e seus subprodutos induzem uma resposta
imunoinflamatéria nos tecidos periapicais, promovendo reabsorcdo 6ssea,
formacdo e manutencdo de lesdo periapical (KAKEHASHI et al. 1965). Isto
explica porqué o preparo biomecéanico e o uso de uma medicagéo intracanal
sdo requeridos para reduzir a carga microbiana e, portanto, favorecerem o0s
mecanismos de defesa do hospedeiro e promovendo um ambiente favoravel
para o reparo (SIQUEIRA; UZEDA, 1996).

A medicacao intracanal tem um papel fundamental na obtencdo da
sanificacdo dos canais radiculares, colaborando para eliminar os
microrganismos e inativar seus subprodutos (SAFAVI et al.,1990; SIQUEIRA,
2001; SAATCHI et al.,, 2014). Nesse sentido, varios medicamentos foram
propostos ao longo dos anos para serem utilizados como medicagéo intracanal,

sendo o hidroxido de calcio o mais amplamente empregado.

1.2 Hidréxido de célcio

O hidroxido de célcio é um agente que possui diversas indicacfes e foi
introduzido na Odontologia por Hermann, no ano de 1920 (FARHAD;
ESFAHAN, 2005). Na categoria de medicagdo intracanal, € a mais comumente
utilizada devido as suas propriedades antimicrobianas e biologicas
(MOHAMMADI; DUMMER, 2011). Além disso, no intervalo entre as sessdes do
tratamento endoddntico, atua como uma barreira fisico-quimica contra infeccéao
e reinfecg&o por microrganismos da saliva (KUMAR et al., 2019). As qualidades
desse material tém sido atribuidas a sua alcalinidade, com o pH do p6 puro
proximo a 12,5 e a liberacdo de ions calcio e hidroxila em meio aquoso
(SIQUEIRA; LOPES, 1999).

A sua atividade antimicrobiana esta relacionada com a liberagéo de ions
hidroxila, caracterizados por serem radicais livres de extrema reatividade frente
a varias biomoléculas; estes, provocam danos a membrana citoplasmatica
bacteriana, desnaturacdo proteica e por fim, danos no DNA da célula
(SIQUEIRA; LOPES, 1999). O grupo hidroxila proporciona um ambiente
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alcalino que estimula o reparo e a calcificacdo (MOHAMMADI; DUMMER,
2011). De acordo com o estudo de Estrela et al. (1995), a alcalinidade do meio
neutraliza o acido latico dos osteoclastos e ativa as fosfatases alcalinas que
participam na formagéo de tecidos duros. Somado a isto, este material quando
combinado com determinados veiculos, demonstra a capacidade de inibir o
mecanismo de reabsorcéo radicular (DUARTE et al., 2012).

Leonardo et al. (2006) compararam o reparo periapical apds realizacao
de tratamento endodontico em dentes de cdes com leséo periapical em que foi
utilizado o hidroxido de calcio como medicacao intracanal por determinados
periodos (15, 30 e 180 dias) ou realizado a obturagdo em sessdo Unica. De
acordo com os resultados encontrados, no grupo em que foi realizado sesséo
Unica, ndo foi observado em nenhuma amostra formagédo de barreira apical e
ficou evidenciada severa inflamacdo periapical. Nos grupos tratados com a
medicacdo intracanal houve evidéncias de reparo tecidual periapical e o
infiltrado de células inflamatdrias mostrou-se menor (LEONARDO et al., 2006).

Corroborando com os resultados encontrados por Leonardo et al.
(2006), Vera e colaboradores (2012) também observaram melhor status
microbiolégico do canal radicular quando utilizado o hidréxido de célcio como
medicacdo em relacdo a sessédo Unica e estenderam seus achados relatando a
presenca de bactérias residuais comumente observadas e também em maior
namero em istmos, ramificacdes e tubulos dentinarios de dentes tratados sem
medicacao.

Somado a estas propriedades fisico-quimicas e biolégicas ja analisadas,
a radiopacidade da pasta é uma caracteristica também estudada pois permite
verificar o correto preenchimento do canal radicular e a manutengdo da
mesma. Nas medicacbes a base de hidroxido de célcio encontramos
radiopacificadores tais como o 6xido de zinco, sulfato de bério e iodoférmio;
além da importancia anteriormente citada, esta caracteristica merece atencao
devido ao fato de que estes compostos quimicos adicionados a pasta podem
reagir com o hidréxido de célcio, modificando propriedades fisicas ou
antimicrobianas (ORDINOLA-ZAPATA et al., 2015). Além disso, a
citotoxicidade do hidréxido de célcio tém sido avaliada ao longo dos anos e

demonstrado resultados compativeis com o uso clinico, sendo mais ou menos



14

citotoxico de acordo com o veiculo e radiopacificador utilizado (ANDOLFATTO
etal., 2012; SIMI JUNIOR et al., 2015 ;SILVA et al., 2019).

1.3 Materiais bioceramicos

Em um passado muito recente surgiram 0s materiais bioceramicos
utilizados como cimento reparador (ProRoot MTA (Dentsply Sirona, York , PA,
USA), MTA-Angelus (Angelus, Londrina, Parana, Brasil), Biodentine
(Septodont, Saint-Maur-des-Fossés, France), Generex A (Dentsply Tulsa
Dental Specialties, Tulsa, OK, USA) e como cimentos obturadores do canal
radicular (IRoot SP (Innovative Bioceramix Inc, Vancouver, Canada), IRoot BP
Plus (Innovative Bioceramix Inc, Vancouver, Canada), Endosequence BC
Sealer (Brasseler USA, Savannah, GA, EUA), Sealer Plus BC, (MK Life, Porto
Alegre, RS Brasil) . Esses materiais provém do resultado da combinagao entre
silicato de célcio e fosfato de calcio. Em sua composicdo estd descrito na
literatura a aluminia, zircénia, vidro bioativo, ceramica de vidro, hidroxiapatita e
fosfato de célcio.

Materiais bioceramicos sao ceramicas designados para reparo e
reconstrucdo nas areas medica e odontolégica (HENCH, 1991). De acordo com
a ceramica utilizada e a sua interacdo com o0 meio, esses materiais podem ser
categorizados como bioinertes ou bioativos, sendo que os ultimos podem ser
reabsorviveis ou ndo reabsorviveis (BEST et al., 2008). Bioatividade é a
capacidade do cimento durante o processo de presa de formar hidroxiapatita e
assim, influenciar na ligagdo entre a dentina e o cimento endoddntico
(LOUSHINE et al., 2011).

Na endodontia, destacam-se quando empregados como cimento a base
de silicato de calcio nos seguintes procedimentos: obturacédo do canal radicular
(OLTRA et al.,, 2017; EL HACHEM et al., 2018); apicificacdo (VIDAL et al.,
2016); revascularizacdo pulpar (BAKHTIAR et al., 2017; CHANIOTIS et al.,
2018); fratura radicular (CHANIOTIS, 2014); obturacdo retrégrada (CARON et
al.,, 2014); tratamentos conservadores da polpa (MARTENS et al.,, 2015;
TULOGLU; BAYRAK, 2016); perfuracdes e reabsorcdes (TORABINEJAD et al.,
2018).
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Os materiais bioceramicos apresentam excelente biocompatibilidade
devido a similaridade com a hidroxiapatita, sdo capazes de formar uma ligacéo
guimica com a estrutura dentaria, podem ser aplicados em ambientes Umidos
promovendo um selamento adequado e apresentam uma boa radiopacidade
(PRATI; GANDOLFI, 2015).

Dentre os materiais bioceramicos o Agregado Triéxido Mineral (MTA) é
considerado um material bioceramico com uma base soélida de evidéncias
cientificas. O MTA foi introduzido na odontologia por Mahmoud Torabinejad no
ano de 1993 e aprovado somente no ano de 1998 para uso endodéntico pela
Food and Drug Administration (LEE et al., 1993). Seus principais componentes
séo o silicato tricalcio, aluminato tricalcio, oxido tricalcio e 6xido de silicato,
tendo também outros 6xidos responsaveis por suas propriedades.

O crescente interesse nesses materiais evidencia-se também pelo
desenvolvimento de uma nova medicacdo intracanal a base de silicato de
calcio, ainda nao disponivel comercialmente. O Bio-C Temp (Angelus Industria
de produtos odontolégicos S/A), segundo o fabricante, € uma medicacao
intracanal empregada no tratamento endodontico de dentes com necrose
pulpar, retratamentos, lesdes refratarias, exsudato e fistulas persistentes. Em
sua composicdo quimica se faz presente o éster glicol salicilato, 6xido de
tithnio, aluminato de célcio, 6xido de calcio, tungsténio de célcio e silicato de
calcio.

Com o intuito de investigar algumas propriedades referentes a este
material inédito, o estudo tem por objetivo avaliar o pH, liberacdo de ions
célcio, radiopacidade, e penetracdo nos tubulos dentinarios de uma nova
medicacao intracanal a base silicato de calcio (Bio-C Temp) em comparagao a
uma pasta a base de hidroxido de célcio (Ultracal XS) e verificar a

citotoxicidade do Bio-C Temp.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste estudo é comparar as propriedades fisico-
guimicas e penetracdo nos tubulos dentinarios de duas pastas utilizadas como
medicacéo intracanal (Ultracal XS e Bio-C Temp) e investigar a citotoxicidade

de uma nova medicacao a base de silicato de célcio intitulada Bio-C Temp.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar o pH das pastas Ultracal XS e Bio-C Temp nos periodos
experimentais de 1, 24, 72 e 168 horas.

e Avaliar a liberacdo de ions célcio das pastas testadas nos periodos de 1,
24, 72 e 168 horas através de um espectrofotdbmetro colorimétrico.

e Comparar a radiopacidade das pastas Ultracal XS e Bio-C Temp.

e Avaliar através da Microscopia Confocal de Varredura a Laser a
penetracdo nos tubulos dentinarios das duas medicacdes.

e Verificar a citotoxicidade da nova medicacao intracanal (Bio-C Temp)

pela porcentagem de viabilidade celular utilizando o ensaio de MTT.
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3. ARTIGO CIENTIFICO

N. Villaz, V. V. Santos2, U. M. Costas, A. T. Mendess, J. R. Pereiras, M. V. R.
S61. A new calcium silicate-based root canal dressing: physical and chemical
properties, dentinal tubule penetration and cytotoxicity. (Formatted according to

the rules of the International Endodontics Journal).
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A new calcium silicate-based root canal dressing: physical and chemical
properties, dentinal tubule penetration and cytotoxicity.
N. Villaz, V. V. Santosz, U. M. Costas, A. T. Mendesz, J. R. Pereiras, M. V. R.
SO1.

Abstract

Aim: This study aimed to evaluate pH, calcium ion release, radiopacity and
dentinal tubule penetration of a new calcium silicate-based intracanal dressing
(Bio-C Temp) to comparison a calcium hydroxide-based material (Ultracal XS)
and to verify the Bio-C Temp cytotoxicity. Methodology: For pH and calcium
ion release evaluation (1, 24, 72 and 168 hours), five specimens from each
group were immersed in 10 mL of deionized water and stored at 37° C. For
radiopacity evaluation, followed ISO 6876:2012 recommendation. Cytotoxicity
was evaluated by the percentage of cell viability, using MTT assay. lllustrative
images of dentinal tubule penetration were obtained using confocal laser
scanning microscopy (CLSM). Data from pH and calcium ion release were
statistically analyzed by one-way analysis of variance and Tukey post hoc test.
Radiopacity was analyzed using Student t-test. The statistical tests for
cytotoxicity results were the one-way analysis of variance and the Tukey’s
multiple comparison test. The dentinal tubule penetration had a descriptive
analysis. Results: Both materials showed alkaline pH in all experimental times.
The pH values for calcium hydroxide paste were higher than bioceramic paste
at 1, 24, and 72 hours (P<0.05). The calcium release of bioceramic material
was lower than the calcium hydroxide paste at 24 hours only (P<0.05). The
bioceramic paste was more radiopaque than the calcium hydroxide paste
(P<0.05). The MTT assay results demonstrated that the bioceramic paste
presented a dose and time-dependent cytotoxic effect. CLSM images showed
the Bio-C Temp and the Ultracal XS surrounding the root canal wall with
absence of tubule penetration. Conclusions: The new calcium silicate-based
material presented physicochemical properties compatible with an adequate
intracanal dressing. Bio-C Temp presented a dose and time-dependent

cytotoxic effect with absence of dentinal tubule penetration.
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Introduction

The presence of microorganisms in the root canal system is directly
related to the setting up of an apical periodontitis (Siqueira Jr. & R6¢as 2008).
The chemical and mechanical preparation and the three-dimensional root canal
filling promote the reduction of this microbiota (Pereira et al. 2019). However,
the presence of anatomical complexities may limit the access of instruments
and irrigation solutions, which favors the permanence of microorganisms
organized in biofilms (Vera et al. 2012). The employment of intracanal
medication helps to optimize disinfection, supplementing the previously
mentioned procedures (Zancan et al. 2016, Martinho et al. 2018).

Calcium hydroxide is the most commonly used medication. It has an
alkaline pH (approximately 12.8), low solubility and adequate flow (Farhad &
Mohammadi 2005). In an aqueous solution, this medication dissociates into
calcium and hydroxyl ions; this mechanism is responsible for several biological
properties which are attributed to this medication, such as antimicrobial action,
induction of hard tissue deposition and inhibition of tooth reabsorption (Farhad
& Mohammadi 2005). An adequate radiopacity is essential for verifying the
correct placement and maintenance of the root canal dressing into the root
canal and is achieved by the addition of substances such as zinc oxide,
iodoformium and barium sulfate (Verma et al. 2018).

The bioceramic materials are designated for repair and reconstruction in
the medical and dental areas (Hench 1991). They are widely recognized in
Endodontics because they are employed as calcium silicate cement in
procedures of root canal filling (El Hachem et al. 2019), apecification (Vidal et
al. 2016), revascularization therapy (Chaniotis 2018), root end filling (Caron et
al. 2014), conservative pulp treatments (Martens et al. 2015), perforations and
resorptions (Torabinejad et al. 2018). They have excellent biocompatibility
because of the similarity with hydroxyapatite. Furthermore, bioceramic materials
are able to form a chemical bond with the dental structure and to be employed
in humid environments. Besides, they promote hermetic sealing and present
adequate radiopacity (Prati & Gandolfi 2015). The cytotoxicity of bioceramic
endodontic sealers has been evaluated in some studies, showing different

results from one type of material to another (Bin et al. 2012, Silva et al. 2013)
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and different research are still contradictory even when referring to the same
cement (Damas et al. 2011, Ma et al. 2011, Leal et al. 2013).

The growing interest regarding these materials is evidenced by the
development of new bioactive calcium silicate-based medications. Bio-C Temp
(Angelus Industria de produtos odontolégicos S/A) is a new intracanal dressing
to be used in the endodontic treatment of teeth with pulp necrosis, retreatment,
refractory lesions, persistent exudate and fistulas as described by the
manufacturer. The chemical composition includes glycol salicylate, titanium
oxide, calcium tungsten, calcium aluminate, calcium oxide and calcium silicate.

This study aims to evaluate pH, calcium ion release, radiopacity and
dentinal tubule penetration of a new calcium silicate-based intracanal dressing
(Bio-C Temp) to comparison a calcium hydroxide-based material (Ultracal XS)
and to verify the Bio-C Temp cytotoxicity. The tested hypothesis was that the

materials tested would present similar properties at the evaluations.

Material and Methods

A calcium silicate-based intracanal dressing (Bio-C Temp - Angelus
IndUstria de Produtos Odontolégicos S/A) and a calcium hydroxide-based
intracanal dressing (Ultracal XS - UltraDent Product, Inc.) were tested and
compared regarding some physicochemical properties. The calcium hydroxide-
based material was used as the control group. Both pastes were presented in a
pre-filled multidose syringe with specific tips. An analytical balance (BEL
Engineering — Milano, Italy) was employed to weigh each paste according to the

test to be performed.

pH

In order to determine the pH and calcium ions release of the studied
intracanal dressings, five specimens for each experimental time of each group
(n=5) were produced at polyethylene tubes (length of 10 mm and an internal
diameter of 1.0 mm) with a closed end (Candeiro et al. 2012). The pastes were
inserted into the tubes using 1 mL syringes up to the complete fulfillment. Each
specimen was placed in a flask containing 10 mL deionized water and stored at

37° C. The pH assessment was performed after 1, 24, 72, and 168 hours of
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immersion. Previous to the readings, the paste samples were removed from the
flasks, and the solutions were manually agitated for 5 seconds. The pH was
measured with a digital pH meter (Digimed DM-22, Sado Paulo, SP, Brazil)
previously calibrated with solutions whose pH is already known. The control for
this method was performed by a reading of the pH values of deionized water in

which no samples were immersed.

Calcium ion release

The evaluation of calcium ion release was performed at the same
experimental periods used for pH analysis (1, 24, 72, and 168 hours). The
calcium levels contained in the collected samples were analyzed with a

colorimetric method employing the arsenazo Ill (Vogel et al. 1993).

Radiopacity

Following the International Standard Organization (ISO) 6876:2012
recommendation, three specimens (n=3) were produced for each group. The
medications were introduced into a matrix of 10 mm of diameter and 1 mm of
height for sample production. Following that, the samples were laterally
positioned on both sides of a digital sensor (RVG 5200 — Carestream Health,
NY, USA) close to an aluminum scale which was centrally placed. This scale
thickness ranged from 0.5 mm to 5 mm. The next step was the radiography
procedures using a Timex 70E X-ray device (Saevo, Ribeirdo Preto, SP, Brazil)
with an exposure time of 0.1 seconds. Images were analyzed with ImageJ
software (Research Services Branch, National Institutes of Mental Health,
Bethesda, MD, EUA). The gray levels (pixel densities) of the aluminum scale
and a 1.5 mmz standardized area in the center of the samples were calculated
regarding their mean values and standard deviations. The radiopacity value
was determined according to the radiographic density, which was also

converted into millimeters of aluminum (mm Al).

Cytotoxicity
VERO Cell lines, from American Type Culture Collection (ATCC), were
maintained in DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium, Sigma-Aldrich)

supplemented with 10% fetal bovine serum (Invitrogen) and antibiotics (1%
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penicillin-streptomycin-gentomycin - Invitrogen) in 75-cmz2 culture flasks in a
humidified atmosphere at 37°C and 5% COo..

Extract preparation

The extract was prepared as recommended by ISO 10993-5 where 100
mg of Bio-C Temp was added to 1mL of DMEM medium with 5% of fetal bovine
serum. The material was vortexed until completely suspended, then incubated
for 24 hours at 37°C. The solution was filtered in a 0.22 yL M, and a serial
dilution was performed in DMEM with serum for final concentrations of
50mg/mL, 25mg/mL, 12.5mg/mL, 6.25 mg/mL, 3.125 mg/mL and 1.5625
mg/mL.

Cytotoxicity measurements by the MTT technique

The cytotoxicity of Bio-C Temp was evaluated by the percentage of cell
viability, using the 3-(4,5-dimethylthiazolyl-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide
(MTT) assay. The cells 1x10s cells/well were seeded in a 96-well plate with 100
puL DMEM complete medium. After 24 hours of incubation, the supernatant was
replaced by different concentrations of Bio-C Temp extract (100 pyL) and
incubated in standard culture conditions for 8 or 24 hours. Negative control cells
were incubated only with DMEM complete medium. After this period, the
medium was removed, and 50 yL MTT (5 mg/mL in DMEM) was added to each
well and incubated for 2 hours at 37 °C. Then, 100 uL dimethyl sulfoxide
(DMSO) was added to each well to dissolve formazan crystals. The optical
absorption was read at 490 nm wavelength, and the graph confection was
performed using GraphPad Prism version 7.0 for Windows (GraphPad
Software). All experiments were conducted in triplicate.

For cytotoxicity evaluation the parameters described by Dahl et al. (Dahl
et al. 2006) were applied in which cell viability was compared with control, and
the result was defined in different categories as non-cytotoxic (>90% cell
viability); slightly cytotoxic (60—90%); moderately cytotoxic (30-59%); and
strongly cytotoxic (<30%).
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Dentinal Tubule Penetration

The dentinal tubule penetration was evaluated through confocal laser
scanning microscopy (CLSM). Fourteen mandibular human incisors were
selected. The access cavities were performed with #1012 diamond burs, the
working length was stablished, and root canal preparation was carried out with
WaveOne Gold # 35.06 reciprocating system. During the preparation, the root
canal was irrigated with 5 mL of 2.5% sodium hypochlorite using a syringe with
30 diameter needle (Navitip; Ultradent Products Inc.). After that, the final
irrigation protocol was done: the root canal was irrigated with 5 mL of 2.5%
sodium hypochlorite using a syringe with 30 diameter needle (Navitip; Ultradent
Products Inc.); next, the root canal was rinsed with 5 mL of 0.9% saline solution
and 2 mL of 17% EDTA (Maquira, Maringa, Parand, Brazil). The EDTA was
stirred for 3 minutes with a size 20 K-file (Dentsply-Sirona, Ballaigues,
Switzerland). Final rinse with 2 mL of 0.9% saline solution was performed one
more time. The canals were dried with WaveOne # 35.06 sterile paper points
and the access cavities were then filled with CAVIT (ESPE, Seefeld, Germany).
The roots were randomly distributed in two groups: Ultracal XS (n=7) and Bio-C
Temp (n=7). Fluorescent calcium indicator (Fluo 3 - Thermo Fisher Scientific,
USA) was added to the intracanal dressings in order to provide fluorescence in
the CLSM. The Ultracal XS and Bio-C Temp were inserted into the canals with
a Lentulo spiral. Finally, the specimens were transversally sectioned at 2mm,
7mm and 12 mm from the root apex. The illustrative images of dentinal tubule

penetration were obtained through CLSM.

Statistical Analysis

Data from the pH, calcium release, radiopacity, and MTT assay were
analyzed using SPSS version 22.0 statistical software (SPSS, Inc., Chicago, IL,
USA). The pH and calcium ion release values along the experimental times
were statistically compared using one-way analysis of variance and Tukey post
hoc test. The pairwise comparison of pH and calcium ion release values
between both pastes in each experimental time was performed using Student-T
test. Radiopacity was analyzed using Student-T test. Cytotoxicity results were

statistically compared using one-way analysis of variance and Tukey’s multiple
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comparison test. The significance level was set at 5%. The dentinal tubule

penetration had a descriptive analysis.

Results

The pH values for calcium silicate-based material increased over the
experimental period, with differences in relation to the calcium hydroxide paste
at the period of 1, 24, and 72 hours (P < 0.05). In the intra-group analysis, the
Bio-C Temp showed similar pH values only at 72 and 168 hours, while the
Ultracal paste presented a difference at 72 hours when compared to the other
experimental periods (P < 0.05). Table 1 presents the means and standard

deviation of the pH values.

Table 1 — Means and standard deviation of the pH values and calcium ion release (mg/L).

1 hour 24 hours 72 hours 168 hours

Ultracal XS pH 10.23 a2t 0.27 10.694Ba* 0.18 11.60ca* 0.1 11.01sa + 0.50
Ultracal XS Ca- 221.97 A2+ 7352  314.098at 2.72 308.33Ba+ 6.83  313.898a * 2.46
Bio-C Temp pH 8.57a0 £ 0.60 9.668b = 0.32 10.69cb + 0.16 10.79ca £ 0.11

Bio-C Temp Ca+ 152.08aa £ 52.11 298.40Bb + 11.56  312.94Ba+ 557 313.898at 4.81

Footnote: Equal capital letters in the row do not differ statistically by One-Way ANOVA and
Tukey’s post-hoc. Same lowercase letters in the column do not differ statistically by Student's T
Test. The significance level of 5%.

The Bio-C Temp presented an increasing calcium release pattern and, at
1 hour, a significant difference had occurred in relation to the other
experimental periods (P < 0.05). At the intergroup analysis, the calcium release
of bioceramic material was lower than the calcium hydroxide paste only in 24
hours (P < 0.05). The values of calcium ion release are presented in Table 1.
Additionally, the bioceramic material was significantly more radiopaque than the

calcium hydroxide paste (P < 0.05) (Table 2).
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Table 2 — Means and standard deviation of the radiopacity (mm/Al).

Radiopacity
Ultracal XS 5.1233A + 0.5408
Bio-C Temp 7.15008 + 0.7502

Footnote: Different capital letters in the column are statistically
different at the Student’s T-Test. The significance level of 5%.

The MTT assay results showed that Bio-C-Temp presented a cytotoxic
effect in a dose and time-dependent manner (Figure 1 A and B). After 8 hours
of treatment, the doses of 100 mg/mL (51.85 + 3.80) and 50 mg/mL (42.27 £
0.67) presented a moderate cytotoxicity, and the doses of 25 mg/mL (68.58 +
3.04) and 12.5 mg/mL (79.44 = 2.70) a slightly cytotoxic effect (P< 0.05).
Moreover, cells treated with Bio-C-Temp after 24 hours of incubation presented
a strong cytotoxic effect at the doses of 100 mg/mL (14.58 + 0.35), 50 mg/mL
(10.49 £ 0.30), and 25 mg/mL (19.42 + 0.78) (P < 0.05). In contrast, the
concentration of 12.5 mg/mL (60.66 + 0.51), 6.5 mg/mL (70.52 +0.12), 3.12
mg/mL (83.87 £ 2.01) demonstrated a slight cytotoxic effect (P < 0.05).

CLSM images showed the bioceramic material surrounding the root

canal wall with absence of tubule penetration (Figure 2 A, B, C).
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Figure 1 A and B: The viability of VERO cells exposed to 8 and 24-hours extracts of
Bio-C Temp. Cytotoxicity was determined by the MTT assay, and the data represent
the average percentage of cell viability in three independent experiments conducted in
triplicate. (** P < 0.0001 and * P < 0.01)



Figure 2 A, B and C: absence of tubule penetration.
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Discussion

The materials tested in this study represent two types of root canal
dressing of different bases, namely Bio-C Temp and Ultracal XS. Calcium
hydroxide, the main base of Ultracal XS, was included in this study as a control
group because it was considered the most commonly employed medication to
complement the chemical-mechanical preparation of the root canal. The
bioceramic materials were developed to set and harden into a cohesive whole
in the presence of moisture. On the other hand, Bio-C Temp, which also
contains bioceramic particles, is a temporary material, intended to be removed
after a period of time. In this sense, according to the manufacturer, the calcium
silicate particles will hydrate in the presence water forming the hydrated calcium
silicate on the particle surface, however, polymeric chains present in the
product will hinder the connectivity of the hydrated particles, thus restricting the
hardening of the material.

This material contains tricalcium silicate, dicalcium silicate and calcium
oxide. These components when hydrated in the oral environment form calcium

hydroxide according to the following equations:

tricalcium silicate + water = hydrated calcium silicate + calcium hydroxide
dicalcium silicate + water = hydrated calcium silicate + calcium hydroxide

calcium oxide + water = calcium hydroxide

Calcium hydroxide formation occurs and rapidly it dissociates into
Caz+ and OH-ions increasing the pH of the medium. Nevertheless, the low
solubility of calcium hydroxide is of clinical importance, as it is responsible for
the slow release of OH-ions and the very low resorption of the material. The
released hydroxyl ions are the most important species of calcium hydroxide, as
they are responsible for a significant increase in the pH levels in the
surrounding tissue and therefore acting as a disinfectant agent against bacteria

proliferation.
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Calcium silicate-based materials, after contact with the dentin wall
dampness, generate calcium hydroxide as the product. This calcium hydroxide
when dissociated will react with the phosphate ions from the dentin, and they
form a mineral zone infiltration (Khalil et al. 2016).

We highlight that the test material of this study has not yet been
studied and it is the first calcium silicate-based material presented as a root
canal dressing. This demonstrates the novelty of the work as well the need to
study its physical and chemical properties.

The tested hypothesis was rejected since significant differences were
observed for pH, calcium release, and radiopacity between the medications
studied. Bio-C Temp presented pH values that were increasing over the
experimental period, differing from calcium hydroxide with lower values at the
periods of 1, 24, and 72 hours (P < 0.05). The pH results for Ultracal XS in this
study were similar to the findings of other research (S6 et al. 2005). At all
experimental periods, both medications were alkaline. The alkaline pH may
favor the elimination of several microbial specimens commonly found in infected
root canals (Siqueira Jr & Uzeda 1998, Zancan et al. 2016). It is also suggested
that the alkaline pH, together with the calcium ion release capacity, promotes
the mechanism of repair stimulation by deposition of mineralized tissue (Okabe
et al. 2006).

The calcium silicate-based paste presented an increasing release of
calcium hydroxide ion at all experimental periods and exhibited a significant
difference at 1 hour (P < 0.05). When compared with the control group, calcium
silicate-based paste demonstrated a lower release pattern at 24 hours (P <
0.05). It may be inferred that the calcium release of the materials is very
important for their microbiological and biological properties (Duarte et al. 2000).
The calcium reacts with the carbon dioxide, reducing the respiration source of
anaerobic bacteria (Kontakiotis et al. 1995). According to Parirokh and
Torabinejad (Parirokh & Torabinejad 2010), the presence of calcium may favor
alkaline pH, providing a biochemical effect which is responsible for accelerating
the healing process.

Radiopacity is an essential feature for intracanal dressings because it
allows the visualization of the root canal filling and of the paste solubilization

over time. As there is no ISO standard to verify the intracanal medication
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radiopacity, the protocol of the tests was based on ISO 6876:2012 for the
present study, designed for root canal filling materials. In this research, the
calcium silicate-based paste showed to be significantly more radiopaque than
the calcium hydroxide paste, with values equivalent to 7.15 mmAl and 5.12
mmAl, respectively. The difference can be explained by the titanium oxide used
as radiopacifier in Bio-C Temp.

Several studies focused on a calcium silicate formulation to be part of
the composition of bioceramic root canal sealers. These researches
demonstrated several positive properties and promising clinical results (Leal et
al. 2013, Prati & Gandolfi 2015, Torabinejad et al. 2018). Tricalcium silicate-
based sealers have been recently used in direct pulp capping, to perform partial
pulpotomies and to promote root formation in young teeth with open apex (Prati
& Gandolfi 2015). In previous studies, it was demonstrated that MTA is not
genotoxic or cytotoxic to dental pulp cells, apical papilla cells, or human
mesenchymal cells (Bortoluzzi et al. 2015, Peters et al. 2016).

Different methods have been proposed to estimate in vitro cytotoxicity of
endodontic materials. In the present study, the reduction of MTT by active cells
showed a cytotoxic effect of Bio-C Temp. This toxicity could be a response to
the high alkalinity since the calcium ion produces a positive effect on cell
proliferation (Badole et al. 2013). The calcium ions release and the alkalization
of the medium contribute for antibacterial properties (Mendes et al. 2018).

According to the MTT results, Bio-C Temp presented higher cytotoxicity
at higher concentrations and slight cytotoxicity at lower concentrations in both
periods (8 and 24 hours). Therefore, the Bio-C Temp cell viability was dose
time-dependent. The results of this study cannot be compared with other
studies because the calcium silicate-based root canal dressing used in our
study is new and was not yet tested by other research.

Fluo 3 is a non-fluorescent compound, even though fluorescence
significantly increases after binding to calcium (Paredes et al. 2008). The
calcium present in the calcium silicate intracanal dressing binds to Fluo 3 and,
consequently, the fluorescence observed at microscopy belongs bioceramic
material. The present study investigated the penetrability of Bio-C Temp and the
Ultracal XS inside dentinal tubule from human mandibular incisors. To our

knowledge, only one study (Jeong et al. 2016) has used Fluo 3 associated with
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calcium silicate-based sealers and posterior assessment at CLSM. Therefore,
Fuo 3 may be the fluorophore of choice when the chemical element calcium is present. CLSM
produces light at a specific wavelength (488-600nm); the fluorophore is capable
of increasing its fluorescence up to 6 times depending on calcium quantity
(Paredes et al. 2008). Furthermore, it was initially created to detect gradients of
intracellular calcium ions through CLSM and for flow cytometry in biochemistry
(Kao et al. 1989, Minta et al. 1989). It is worth emphasizing that Fluo 3 is not
able to detect calcium ions from dental structure; therefore, the obtained results
consist only from calcium on bioceramic material composition (Jeong et al.
2016). In this study, it was not observed dentinal tubule penetration of the
calcium silicate-based intracanal dressing and of the Ultracal XS, only its

presence at the periphery of the root canal (arrows in the Figure 2).

Conclusions

In terms of the physicochemical properties studied, the new calcium
silicate-based material (Bio-C Temp) presented results which are compatible
with an adequate intracanal dressing to be employed. Moreover, it presented a
dose and time-dependent cytotoxic effect. Finally, CLSM showed Bio-C Temp
and Ultracal XS surrounding the canal perimeter but with no tubule penetration.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

Diante das condi¢des experimentais, os resultados deste estudo no que
concerne as propriedades fisico-quimicas analisadas nos permitem concluir
gue o novo material a base de silicato de calcio (Bio-C Temp) apresentou
resultados compativeis com uma adequada medicacao intracanal.

Apesar de ter havido diferencas entre os grupos no pH, liberacdo de
célcio e radiopacidade, rejeitando assim a hip6tese nula, destaca-se que
ambos o0s materiais se apresentaram alcalinos em todos o0s tempos
experimentais; dessa forma, as duas medicacées possuem condicbes de
eliminar um conjunto de microrganismos encontrados no canal radicular. Da
mesma forma, no teste de liberacdo de calcio, a diferenca foi observada
apenas no tempo de 1 hora. Considerando que a medicag¢do intracanal
permanece por vezes, um periodo de 15 dias para se obter bons niveis de
desinfeccdo, o Bio-C Temp apresentou condicbes favoraveis para
aplicabilidade clinica.

A radiopacidade da nova pasta foi significativamente superior a
apresentada pelo Ultracal XS; sabe-se que o hidroxido de célcio combinado
com diferentes veiculos ndo apresenta radiopacidade adequada, fazendo-se
necessario adicionar substancias radiopacificadoras. Estes compostos
guimicos podem modificar propriedades fisicas e antimicrobianas do material.
Sendo assim, o material ideal deve equilibrar os tépicos relatados,
apresentando uma radiopacidade aceitdvel para que se possa avaliar o
preenchimento do canal radicular e a solubilidade da pasta interferindo o
minimo possivel nas qualidades objetivadas pela medicacéo.

As pastas de hidroxido de calcio induzem uma reacéo inflamatoria nos 7
primeiros dias, com areas de necrose superficial. Com o passar do tempo, o
processo inflamatério reduz e as células necréticas induzem a migracdo de
células que favorecem o reparo. No caso, a alcalinidade do material é
responsavel por esse mecanismo. Ainda ndo existem testes de
biocompatibilidade com o Bio C Temp. O Bio-C Temp apresentou um efeito
citotoxico dependente da dose e do tempo, e os resultados desse estudo

mostraram que a citotoxicidade diminuiu com o passar do tempo.
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Ambas as medicacfes intracanal ndo apresentaram penetrabilidade no
tibulo dentinario. Esta caracteristica visa a maior redugdo microbiana,
especialmente de bactérias residuais. Outros estudos ja haviam demonstrado a
penetracdo limitada do hidroxido de célcio, porém, utilizando metodologias
diferentes. E relevante lembrar que caso ocorresse a penetracdo intratubular
da medicacdo o processo de remocdo da pasta possivelmente ficaria
dificultado e este é indispensavel para que, no momento da obturacdo do
contudo, possa ocorrer a penetrabilidade do cimento endodéntico no tubulo
dentinario e o selamento hermético do canal radicular.

Este trabalho ndo pde fim ao estudo dessa nova formulacdo de
medicacédo intracanal, sendo necessario muitos estudos complementares, mas
descortina um amplo campo de investigacdo para que se possa indicar
clinicamente, como curativo de demora, esse produto a base de silicato de

céalcio.
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APENDICE 1 — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

$
porio cranebosot  UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
BANCO DE DENTES HUMANOS

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Prezado Sr.(a),

Como €é de seu conhecimento, existe a indicacdo para a extracdo do(s)

dente(s) com o proposito de melhorar sua

saude, conforme registro no prontudrio. Estamos realizando uma pesquisa com
dentes extraidos com o titulo: “REMOCAO DE DOIS TIPOS DE MEDICACAO
INTRACANAL POR MEIO DE DIFERENTES PROTOCOLOS DE
IRRIGACAO: PUI E XP-ENDO FINISHER”. Tal pesquisa tem por objetivo
avaliar a remocédo de dois tipos diferentes de medicamentos que serdo
inseridos dentro do dente, apds utilizacao de trés maneiras de irrigar o canal do
dente. Este trabalho podera nos fornecer dados para uma melhor conduta de
tratamento, uma vez que ajudard na decisdo de escolha para uma adequada

limpeza do interior do canal do dente.

Todas as informacdes obtidas a partir deste estudo poderdo ser
publicadas, com finalidade de tornar publica os resultados do trabalho, de

forma an6nima.

Essa pesquisa ndo |he trara beneficios diretos. O beneficio desta
pesquisa ao(a) Sr.(a) se dard de forma indireta, pois essa pesquisa ir4 gerar
maiores conhecimentos acerca do desempenho e influéncia do instrumental
utilizados na remocéo de dois tipos de materiais usados como medicamento

dentro do canal.
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O risco desta pesquisa ao(a) Sr.(a) é a perda do sigilo e
confidencialidade de seus dados pessoais, porém isso sera evitado através
deste Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, que garante que qualquer
publicacdo dos resultados dessa pesquisa ocorrera de forma anénima, o qual
sera assinado pelo pesquisador responsavel. Além disso, este termo ficara
retido, sobre responsabilidade do pesquisador responsavel, por um periodo de

cinco anos.

O risco da extracdo dentaria dos dentes doados a pesquisa ndo esta
associado a esta pesquisa, visto que os dentes foram indicados para a

extracao por outros motivos e nao pela prépria pesquisa a ser desenvolvida.

Pelo presente instrumento que atende as exigéncias legais, o(a) Sr.(a)

, ciente dos

procedimentos a que sera submetido, ndo restando quaisquer duvidas a
respeito do lido e explicado, firma seu CONSENTIMENTO LIVRE E
ESCLARECIDO concordando em doar o(s) referido(s) dente(s) a pesquisa
informada. Informamos que este(s) sera(do) utilizado(s) exclusivamente na
pesquisa a ser realizada na Faculdade de Odontologia da UFRGS somente

apos certificacdo do Comité de Etica responsavel.

Caso tiver novas perguntas sobre este estudo e/ou sobre o(s) dente(s)
doado(s), podera solicitar informagdes ao Prof. Marcus Vinicius Reis SO
(pesquisador responsavel) no telefone (51) 33085357 ou para o Comité de
Etica e Pesquisa em Seres Humanos da UFRGS no telefone (51) 3308-3738.

Finalmente, ressaltamos que caso o(a) Sr.(a) ndo concorde em doar o(s)
dente(s) para a pesquisa, ndo haverd qualquer interferéncia em seu

atendimento odontolégico.
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Declaro ter lido - ou me foi lido - as informac¢des acima antes de assinar
este formulario. Foi-me dada ampla oportunidade de fazer perguntas,
esclarecendo plenamente minhas duavidas. Por este instrumento, tomo parte,

voluntariamente, da doacdo do(s) meu(s) 6rgao(s) (dente(s)) para o presente

estudo.
, de de 201__.
Assinatura do doador ou responsavel
Assinatura do pesquisador responsavel
Prof. Marcus Vinicius Reis Sé
Assinatura e niumero do CRO do CD responsavel pelo atendimento
ATENCAO:

- A sua participagcdo em qualquer tipo de pesquisa € voluntaria. Em caso de
duvida quanto aos seus direitos, Sr(a) pode entrar em contato com o Comité de
Etica em Pesquisa UFRGS, localizado a Av. Paulo Gama, 110 - 7° andar -
Porto Alegre/RS - CEP: 90040-060 - Fone: (51) 3308.4085. E-mail:
ética@propesq.ufrgs.br

- Esse termo de consentimento sera impresso em duas cépias, sendo uma de
propriedade do participante da pesquisa e a outra de propriedade dos

pesquisadores.
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APENDICE 2 - TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS

$
porio cranebosut  UNIVERSIDADE FEDERAL DO RIO GRANDE DO SUL
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
BANCO DE DENTES HUMANOS

TERMO DE DOACAO DE DENTES HUMANOS

Eu, )
aceito doar o meu dente e concordo em doa-lo a pesquisa intitulada
REMOCAO DE DOIS TIPOS DE MEDICACAO INTRACANAL POR MEIO DE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE IRRIGAC;AO: PUI E XP-ENDO FINISHER”.

Estou ciente de que o dente foi extraido por indicacdo terapéutica para a

melhoria da minha saude, como documentado no prontuario da Faculdade. A
pesquisa citada anteriormente devera ter sido previamente aprovada pela
Comisséo de Pesquisa (COMPESQ) da Faculdade de Odontologia e, a seguir,
pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFRGS, sendo preservada a identidade

do doador na divulgacgéo dos resultados.

Porto Alegre, de de 20 .

Assinatura do doador ou responsavel

Testemunha

Assinatura do pesquisador responsavel

Prof. Marcus Vinicius Reis S6

ATENCAO: Este termo é referente apenas a uma unidade dentaria doada
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ANEXO 1 - Aprovacio da Comissao Cientifica e Etica (COMPESQ) da
Faculdade de Odontologia da UFRGS

Este estudo tem comao objetive avaliar as propriedades fisico-guimicas (pH, lioerago de
iens cdlcio ¢ radiopacidade) de duas pastas utilizadas como medicagdo intracanal
(Ultracal e Bio C Temp). Para a avaliagdo do pH e liberagdo de cdlcio, tubos de
polietileno de 1mm de diimetro interno e 10 mm de comprimento serfio preenchidos
icom as pastas e imersos em 10 ml de dgua deionizada. Apds os periodos experimentais
de 1, 24, 72 e 168 horas as amostras serdo avaliadas guanto ao pH e a liberagdco de
cdlcio em um medidor de pH e espectrofotdémetro colorimétrico, respectivamente. Na
andlise da radiopacidade, serdo confeccionados anéis com 10mm de diimetro & Tmm de
espessura das pastas. O valor da radiopacidade sera determinado de acordo com a
densidade radiografica (mm Al). Serdo analisados através do teste T de Student
relacionande valores iniciais, minimo e maximo. Todas as andlises serfo realizadas com
um nivel de significincia de §%.

O projeto fol avaliado quanto ao mérito cientifico e foi aprovado.
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ANEXO 2 — Parecer de aprovacéo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP)
da UFRGS

UFRGS - PRO-REITORIA DE
(;,) PESQUISA DA UNIVERSIDADE Pl%u’cformo
CEP FEDERAL DO RIO GRANDE DO %‘

SUL / PROPESQ ¢, UFRGS

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DA EMENDA

Titulo da Pesquisa: REMOGAO DE DOIS TIPOS DE MEDICAQA_O INTRACANAL POR MEIO DE
DIFERENTES PROTOCOLOS DE IRRIGAGAO: PUI E XP-ENDO FINISHER

Pesquisador: Marcus Vinicius Reis S6

Area Tematica:

Versao: 5

CAAE: 03668018.1.0000.5347

Instituicao Proponente: Universidade Federal do Rio Grande do Sul
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.618.105

Apresentacao do Projeto:

Trata-se de uma emenda ao projeto "Remocao de dois tipos de medicacao intracanal por meio de diferentes
protocolos de irrigacao: PUl e XP-Endo Finisher", coordenado pelo Prof Marcus Vinicius Reis S6, da
Faculdade de Odontologia, da Universidade Federal do Rio Grande do Sul. O objetivo da emenda é
adicionar uma nova etapa experimental ao projeto. Na proposta anterior, os autores avaliariam trés
protocolos de irrigacéo (irrigagdo convencional, PUl e a XP-Endo Finisher) e sua capacidade de remover
duas pastas utilizadas como medicacéo intracanal (Ultracal XS e Bio C Temp). Nesta etapa, as amostras
serdo contaminadas com Enterococcus faecalis previamente a limpeza, e sera determinada a capacidade
antimicrobiana das pastas Ultracal XS e Bio-C Temp, por meio de cultivo bacteriano. Foi apresentada
justificativa. Nao ha alteragdo no nimero de participantes que serdo convidados a integrar o estudo e que
irdo doar os dentes.

Objetivo da Pesquisa:

O objetivo principal ndo foi modificado. Foi incluido novo objetivo secundéario que sera "Investigar se alguma
das pastas utilizadas como medicagéo intracanal (Ultracal XS e Bio C Temp) é mais dificil de ser removida
do interior do canal ap6s os protocolos de irrigacao aplicados."

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
N&o foram alterados.

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br
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SUL / PROPESQ ¢, UFRGS

Continuagéo do Parecer: 3.618.105

Comentarios e Consideracdes sobre a Pesquisa:
Vide apresentacdo do projeto. Serdo convidados a integrar o estudo 60 participantes.

Consideracoes sobre os Termos de apresentacao obrigatoria:
N&o houve alteragéo.

Recomendacoées:

Caso a metodologia do projeto seja extensa, os pesquisadores podem apresenta-la de forma sintetizada no
Formulario de Submissdo a Plataforma Brasil. No projeto ela deve ser apresentada de forma completa, em
detalhes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:
A proposta de emenda esta em condi¢gdes de aprovagdo, conforme o estabelecido nas Resolugdes
466/2012 e 510/2016 do Conselho Nacional de Saude.

QUESTIONAMENTOS ENCAMINHADOS EM PARECER ANTERIOR:

- Adequar as informagdes presentes no Formulario de Submissao a Plataforma Brasil e também no projeto
original (resumo, metodologia, objetivo secundario, hipétese, cronograma, revisédo do orgamento).
ATENDIDO. Os pesquisadores informam que "Nao foi possivel colocar todas as informacdes referentes a
metodologia no Formulario de Submissao devido ao limitado nimero de caracteres". As informagées quanto
a metodologia foram apresentadas de forma correta no projeto.

- Os pesquisadores informam que nao sera alterado o numero de dentes. Porém, deve-se indicar que nao
sera alterado o numero de participantes convidados a integrar o estudo, e consequentemente ndo sera
alterado o nimero de dentes.

ATENDIDO.

- Néo fica claro em que momento sera inserida a nova etapa experimental. Solicita-se aos autores que
apresentem fluxograma do estudo, indicando aonde ser4 inserida a etapa experimental (parece ser anterior
a remogédo da medicagdo intracanal).Solicita-se aos pesquisadores incorporar a nova etapa experimental no
projeto completo.

ATENDIDO.

Endereco: Av. Paulo Gama, 110 - Sala 317 do Prédio Anexo 1 da Reitoria - Campus Centro

Bairro: Farroupilha CEP: 90.040-060
UF: RS Municipio: PORTO ALEGRE
Telefone: (51)3308-3738 Fax: (51)3308-4085 E-mail: etica@propesq.ufrgs.br
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- Informar a origem da cepa de Enterococcus faecalis. Em caso de cepa clinica, h4 necessidade de registro
na Plataforma SISGEN.
ATENDIDO. Sera empregada cepa de Enterococcus faecalis ATCC 29212.

- Adequar descricao de critérios de inclusao na Plataforma Brasil e no Projeto. Devem ser descritos aqueles

relacionados aos participantes e ndo apenas aos dentes. Informar a idade dos participantes. Em caso de

participantes menores de 18 anos, incluir Termo de Assentimento Livre e Esclarecido para o participante e

TCLE para o responsavel.

ATENDIDO. Seréo convidados a participar do estudo apenas individuos com mais de 18 anos.

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Aprovado.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_141661 19/09/2019 Aceito
do Projeto 1_E1.pdf 10:57:09
Outros carta.docx 19/09/2019 [Marcus Vinicius Reis | Aceito
10:56:21 _|S6

Projeto Detalhado / | proejto_emenda.docx 19/09/2019 |Marcus Vinicius Reis | Aceito

Brochura 10:29:20 [So6

Investigador

Outros E_versao4.docx 16/08/2019 [Marcus Vinicius Reis | Aceito
15:12:09 |S6

Projeto Detalhado / | projeto_protocolosirrigacao.pdf 28/02/2019 |Marcus Vinicius Reis | Aceito

Brochura 19:05:18 |So6

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_MIC.pdf 28/02/2019 |Marcus Vinicius Reis | Aceito

Assentimento / 19:03:37 [So6

Justificativa de

Auséncia

Outros PARECER.pdf 28/11/2018 |Marcus Vinicius Reis | Aceito
14:20:01 _|S6

Folha de Rosto folha_de_rosto_ok.pdf 28/11/2018 [Marcus Vinicius Reis | Aceito
14:06:24 |S6
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