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RESUMO

Durante o tratamento de canal, os instrumentos de niquel-titanio (NiTi) podem
fraturar e expor ao risco de insucesso do procedimento. Ainda nao ha relato na
literatura que contemple os efeitos da liga de NiTi sobre as células residentes do
ligamento periodontal em caso de extravasamento do fragmento para além do
apice. O objetivo deste trabalho foi avaliar a citotoxicidade e potencial pré-
inflamatorio das ligas de NiTi M-wire e memoria controlada dos instrumentos
ProDesign R (PDR), Reciproc R25 (RP), Reciproc Blue R25 (RPB) e WaveOne
Gold Primary (WOG). Além das propriedades mecanicas que oferecem maior
segurancga de trabalho para o endodontista. A caracterizagdo morfolégica mostrou
que houve diferenga nos didmetros e na conicidade dos instrumentos (p<0,05).. A
analise em Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) demonstrou rebarbas na
aresta lateral e marcas de usinagem ao longo eixo dos instrumentos. Os ensaios
de Microdureza Vickers, Flexdo em 45° e Flambagem e Fadiga demonstraram que
os instrumentos PDR sdo os mais flexiveis e mais resistentes a fadiga ciclica
(p=<0,05). Os ensaios de Torcao e Flambagem demonstraram que os instrumentos
RP s&o mais rigidos (p<0,05). Os ensaios de MTT e LDH demonstraram diminui¢ao
na viabilidade celular, porém sem rompimento de membrana plasmatica. A Analise
de Multiplos Mediadores demonstrou que os instrumentos PDR apresentam
potencial citotdxico (p<0,05). Esses resultados indicam que os instrumentos RP séo
mais indicados para canais mineralizados e para retratamento. Os instrumentos
PDR sao mais indicados para canais curvos, porém, diante de sua fratura,
recomenda-se a remocg¢ao dos fragmentos pelo seu potencial citotéxico e pro-

inflamatorio.

Palavras-chave: Instrumentos endodbnticos; fraturas de instrumentos

endodoénticos; Nitinol; M-wire; Memodria controlada; Citotoxicidade; Inflamacéao



ABSTRACT

During root canal treatment, nickel-titanium (NiTi) instruments can fracture and
expose to failure procedure risk. There is still no report in literature that
contemplates NiTi alloy effects on cells residing in periodontal ligament in case of
fragment leakage beyond apex. The aim of this study was to evaluate NiTi M-wire
alloys and controlled memory cytotoxicity and pro-inflammatory potential using
ProDesign R (PDR), Reciproc R25 (RP), Reciproc Blue R25 (RPB) and WaveOne
Gold Primary (WOG) instruments. In addition the mechanical properties that offer
greater job security to endodontist. Morphological characterization showed that
there was a difference in diameters and taper of the instruments (p<0.05). An
Scanning Electron Microscopy (SEM) analysis applied burrs on lateral edge and
machining marks along long axis of the instruments. Vickers Microhardness,
Cantilever bending test, Buckling test and Cyclic fatigue test demonstrated that PDR
instruments are the most flexible and most resistant to cyclic fatigue (p<0.05).
Torsion testi and Buckling test demonstrated that RP instruments are more rigid
(p=<0.05). The MTT and LDH assays demonstrated a decrease in cell viability, but
without rupture of plasma membrane. Multiplex analysis of secreted products
demonstrated that PDR instruments have cytotoxic potential (p<0.05). These results
indicate that RP instruments are more suitable for mineralized channels and for
retreatment. PDR instruments are more suitable for curved channels, however, in
view of their fracture, it is recommended to remove fragments due to their cytotoxic

and pro-inflammatory potential.

Keywords: Endodontic files; endodontic instrument fractures; Nitinol; M-wire;

Control Memory; Cytotoxicity and Inflammation
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1. INTRODUGAO

1.1 Tratamento endoddntico

O tratamento endodéntico consiste na eliminagao do tecido pulpar que
sofreu danos devido agcao microbiana ou traumas mecanicos, sendo realizada a
limpeza e modelagem, proposta por Schilder, em 1974, e o posterior selamento do
sistema de canais radiculares. Ele visa total desinfec¢cao e conformacao cénico-
progressiva atraveés do corte da dentina, permitindo seu selamento com materiais
obturadores (Schilder, 1974).

As técnicas empregadas neste tratamento tém sofrido diferentes avangos
nas ultimas décadas. Instrumentos de aco inoxidavel foram amplamente utilizados,
permitindo um trabalho seguro em porg¢des retas dos canais radiculares. Entretanto,
por serem menos flexiveis, era comum ocorrer iatrogenias durante a
instrumentacdo de canais curvos, como desvio na trajetoria original do canal,
perfuragdes radiculares, degrau apical e fratura do instrumento endodéntico. Diante
disso, com o objetivo de vencer a complexidade anatdémica dos canais radiculares
e diminuir o risco de fratura e deformagdes causadas por limas de aco inoxidavel,
iniciou-se uma busca por novas ligas metalicas com maior flexibilidade e resisténcia

para a confecgdo dos mesmos (Bergans et al., 2003).

1.2 As ligas de niquel-titanio (NiTi)

O desenvolvimento de uma nova liga metalica, de niquel-titanio (NiTi)
passou a ser utilizado na fabricacao de instrumentos endoddnticos, mais resistente
a fadiga e flexivel, capaz de vencer as limitagdes mecanicas da liga de ago
inoxidavel (Berutti et al., 2003). A primeira geracéo de instrumentos endodonticos
confeccionados em ligas de NiTi foi composta de 56% de niquel e 44% de titanio e
foi proposta por Walia et al, em 1988. Por permitirem acionamento a motor esses
instrumentos geram menor tempo de trabalho (Ferraz et al, 2001).

Sua maior resisténcia a fratura por fadiga € devido as suas propriedades
mecanicas de superelasticidade e memoéria de forma. O efeito memaria de forma é
a capacidade da liga metalica, apds aquecida, retornar a sua forma original (Civjan

et al., 1975). O NiTi apresenta estrutura cristalina unica (Cohen e Hargreaves,
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2007). Por outro lado, a superelasticidade ndo depende de aquecimento, basta a
aplicagao de uma carga que a liga transforma de fase por tensao (microestrutura
martensitica). Com a remogao da carga o objeto recupera sua forma inicial e a
microestrutura retoma a fase matriz (austenita), mesmo quando realizadas altas

deformagdes (Baumann, 2004).

1.3 Novas tecnologias de fabricacao das diferentes ligas de NiTi

Objetivando potencializar as propriedades mecanicas dos instrumentos
endodénticos, alteragbes na liga de NiTi foram realizadas através de tratamentos
térmicos. Isto modifica a estrutura cristalina da liga, favorecendo a propriedades de
impacto clinicamente, reduzindo as chances de fratura. Gambarini et al (2011),
comprovaram que a flexibilidade e a resisténcia a fadiga ciclica foram aumentadas
nos instrumentos de NiTi quando realizado um tratamento térmico.

As ligas de NiTi com tratamento M-wire foram desenvolvidas, patenteadas
e adotadas na fabricagao de instrumentos como Reciproc (RP) (VDW, Monique,
Alemanha). A liga é obtida por um processo termo-mecanico especial que faz com
que uma fragdo de martensita fique aprisionada na microestrutura da liga. Isto &
importante na melhoria dos resultados de flexibilidade e a fratura por fadiga
(Johnson et al.,2008; Kell et al., 2009; Larsen et al., 2009; Al-Hadlaq et al., 2010;
Gao et al., 2010; Peixoto et al., 2010).

Outro tratamento termo-mecanico empregado pela industria € o de
memoria controlada. A liga submetida a este tratamento é finalizada contendo maior
fragcdo da fase martensita, gerando grande flexibilidade e auséncia de memoria
elastica (superelasticidade), permitindo assim um melhor desempenho no preparo
de canais radiculares com curvaturas acentuadas (Gambarani et al., 2011;
Elgnaghy, 2014).

Posteriormente, a empresa Dentsply Sirona introduziu instrumentos com
tratamentos térmicos blue e gold, os quais séo repetidamente tratados com altas
temperaturas e posteriormente resfriados, resultando em uma cor de superficie de
acordo com a espessura da camada do instrumento de 6xido de titanio (Gavini et
al., 2018). Os tratamentos gold e blue nao deixam de ser um tratamento de memoaria

controlada, porém conferem para os instrumentos cores especificas externamente
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e fracdes diferenciadas de martensita no interior do material, o que acaba por
proporcionar propriedades mecanicas distintas.

Os trés sistemas mais comercializados e utilizados no Brasil séo
confeccionados com ligas de memodria controlada sao WaveOne Gold (WOG)
(Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suiga), Reciproc Blue (RPB) (VDW, Munique,
Alemanha) e ProDesign R (PDR) (Easy, Belo Horizonte, Brasil).

1.4Movimento reciprocante e evolugao da cinematica

Os instrumentos de NiTi possuem superelasticidade, menor médulo de
elasticidade, resisténcia a fadiga e a torcdo (Sereneet al., 1995), e por isso,
passaram a ser acionados a motor, promovendo um preparo quimico mais rapido,
seguro e coOnico progressivo (Walia et al., 1988). A utilizagdo da liga de NiTi
proporcionou a inser¢gdo no mercado de instrumentos acionados por motor (Es-
Souni et al., 2005; Testarelli et al., 2011; Vieira et al., 2011).

A maior capacidade de corte dos instrumentos de NiTi associados ao
movimento rotatério em 360° no sentido horario, permitiu o corte da dentina
simultaneamente ao avango do instrumento para o interior do canal radicular
(Pedulla et al., 2013). Entretanto, algumas desvantagens foram reportadas na
literatura e na pratica clinica sobre o movimento de rotacdo continua: canais
radiculares com alta complexidade, especialmente os curvos, ovais ou achatados,
nao eram devidamente instrumentados, principalmente na regido apical, istmos,
reentrancias e ramificagées (Sattapan et al., 2000; Prichard, 2012). Contudo, a
maior preocupacgao do endodontista era o elevado indice de fratura que ocorrera
com tais instrumentos.

Uma nova técnica de instrumentagao foi proposta por Yared, em 2008,
utilizando o instrumento F2 do sistema ProTaper (Dentsply, Maillefer, Ballaigues,
Suiga) acoplado a um motor que realizava movimento horario de avango e anti-
horario de alivio da ponta, assim, oscilando cinco vezes até completar 360°. Em
seguida, foram langados os instrumentos RP pela empresa VDW. O movimento
reciprocante ocorre inicialmente no sentido anti-horario cortando a dentina, e o
alivio no horario, evitando assim o efeito de “aparafusamento” dos instrumentos.
Mais recentemente foram langados os instrumentos também reciprocantes WOG e

PDR. O movimento reciprocante aumenta a vida em fadiga dos instrumentos
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(Lopes et al., 2014), reduz a extrusao de debris (Silva et al., 2014), reduz os defeitos
dentinario de instrumentac&odiminuindo a tendéncia de transporte do canal (Ahn et
al.,2016; Adorno et al., 2011).

1.5 Citotoxicidade do niquel

Estudos demostraram que o niquel esta associado ao cancer (Denkhaus e
Salnikov, 2002; Das et al., 2008), causa danos a microrganismos € ao meio
ambiente (Denkhaus e Salnikov, 2002; Das et al., 2008; Yusuf et al., 2011;
Macomber e Hausinger, 2011). Também pode sensibilizar individuos causando
dermatite de contato, uma hipersensibilidade tardia que se manifesta em um
segundo contato do individuo exposto ao metal (Sosroseno, 1995, Kerosuo et al.,
1996).

Na odontologia, diversos materiais feitos de ligas metalicas contendo niquel
permanecem em contato com os tecidos moles da cavidade bucal por tempo
prolongado e nos canais radiculares durante a instrumentacdo endoddntica
(Anusavice, 2005). No tratamento ortoddntico, os fios de NiTi, barquetes, bandas e
outros dispositivos sdo expostos a saliva e alimentagao diaria favorecendo o
processo de corrosdo, liberando ions de niquel e outros componentes metalicos
(Kim e Johnson, 1999, Kusy, 2000; Morais et al., 2007; Bradao e Gontijo, 2012).
Diversos estudos demonstraram manifestagdes bucais na presenca de liberagao
de ions na cavidade bucal, como queilites, gengivites, hipertrofia gengival e
estomatites que podem confundir o diagndstico com hiperplasias gengivais e
ulceragdes bucais (Skoglund et al., 1991; Rahilly, 2003; Pantuzo et al., 2007,
Pazzini et al., 2010; Bradao e Gontijo, 2012). Além do efeito alergénico existe o
carcinogénico, mutagénico e citotoxico desses ions (Jorge et al., 2004; Santos et
al., 2008; Westphalen et al., 2008; Menezes et al., 2009).

2. JUSTIFICATIVA

Embora os instrumentos de NiTi sejam mais seguros e mais eficientes no
preparo do canal radicular quando comparados ao acgo inoxidavel, também estao
suscetiveis a fratura. Seja fratura por fadiga a flexao rotativa que ocorre por ciclos

de contragao e tragcado do material no centro de curvatura do canal. Ou a fratura por
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torcao (Dias et al, 2017), que ocorre quando a ponta do instrumento € imobilizado
durante a instrumentagao, enquanto a rotagédo continua (Correia de Sousa et al.,
2013).

O estudo das propriedades mecanicas € importante, pois gera informagoes
que podem auxiliar o clinico na selegao de instrumentos endondénticos para
diversas afinidades como por exemplo: tratamento de canal com acentuada
curvatura, retratamento endodontico e tratamento de canal atrésico. A selegao
inadequada dos instrumentos para tais situagdes eleva o risco de fratura. Evitar a
fratura € a melhor opcédo devido as possiveis complicagbes. Entretanto, caso
ocorra, o entendimento do efeito da liga de NiTi no organismo € de suma
importancia para que seja tomada uma decisdo dando continuidade ao tratamento.

Devido a sua flexibilidade, os instrumentos de NiTi tendem a fraturar na
regido apical do canal, sendo mais dificeis de remové-los (Morais e Stanley, 2014).
Diante da fratura do instrumento, cabe ao endodontista avaliar a relagao
risco/beneficio da remocao do fragmento. Em algumas situagbes que ocorre a
fratura, a remogédo do fragmento é realizada através da cirurgia parendodéntica
(Bernabé e Holland, 2004), sendo um procedimento mais invasivo que o préprio
tratamento de canal.

A nao remocao do fragmento representa uma agcao mais conservadora.
Porém, ainda n&o ha relato na literatura que contemple de forma integral os efeitos
da liga de NiTi sobre as células do ligamento periodontal em caso de extrusado do
fragmento para além do apice. Os riscos de citotoxicidade pela corrosdo desses
metais quando os mesmos sao mantidos no interior do canal em longo prazo, nao
sao claros (Wefelmeier et al., 2015).

A fim de auxiliar a tomada de decis&o sobre o gerenciamento do fragmento
no canal radicular, torna-se relevante o estudo dos fatores que levam a fratura
destes instrumentos durante a utilizagao clinica, bem como as alteragdes sobre a
viabilidade celular quando em contato com os fragmentos.

Os instrumentos precisam ser submetidos a ensaios mecanicos e de
citotoxicidade, para que hajam evidéncias e a conduta clinica seja pautada nas
mesmas. A investigacao de que tipos de citocinas sao induzidas por células em
contato com o biomaterial pode prever a possibilidade ou ndo do desencadeamento
de reacoes inflamatérias contra 0 mesmo sugerindo a remog¢ao ou a manutengao

do fragmento de um dado instrumento.
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3. OBJETIVOS

3.1

Objetivo geral

Avaliar as propriedades mecénicas e a citotoxicidade in vitro de

instrumentos endodénticos de NiTi com quatro tipos de tratamento termomecanicos

diferentes.

3.2 Objetivos especificos

Verificar se a geometria dos grupos de instrumentos estudados atende a norma
da ANSI/ADA n°101;

Determinar a microdureza Vickers das ligas M-wire e memaria controlada;
Avaliar através da microscopia eletrénica de varredura o tipo de fratura dos
instrumentos estudados;

Comparar a flexibilidade entre os instrumentos estudados;

Comparar o tempo em segundos para a fratura por fadiga entre os instrumentos
estudados;

Comparar a resisténcia a fratura por torgao entre os instrumentos estudados;
Investigar a possivel toxicidade induzida pelos dois tipos diferentes de ligas de
NiTi, seguindo os ensaios de MTT e LDH;

Investigar alteragdes na secregdo de mediadores inflamatérios apds o cultivo

com extrato produzidos com fragmentos dos diferentes instrumentos.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1

Instrumentos endodonticos

O estudo adotou quatro instrumentos das diferentes ligas, que estédo

apresentados na Figura 1.



19

WaveOne Gold Primary (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica)

Eﬁiii%ﬁm-ﬂ —

Reciproc Blue R25 (VDW, Munique, Alemanha)

-: - — AR TR TRt e e
h ]

Reciproc R25 (VDW, Munique, Alemanha)

- - .00

ProDesign R25 (Easy, Belo Horizonte, Brasil)

Figura 1 Instrumentos adotados no estudo (adaptada dos fornecedores)

Os instrumentos foram divididos em quatro grupos RP (n=42), WOG (n=42),
RPB (n=42) e PDR (n=42). Foram utilizados 168 instrumentos no total.

Tabela 1 Divisdo dos instrumentos nos grupos de trabalho, quantidade utilizada e

numero de lote

Grupo Tipo de liga do Quantidade de Lote dos
instrumento instrumentos instrumentos
utilizada
1 Reciproc M-wire 42 204657
2 Reciproc Blue  Memoria controlada 42 246201
3 WaveOne Gold Memoria controlada 42 1450443
4 ProDesign R Memdria controlada 42 0028/0418

4.2Fluxograma de ensaios

O estudo foi dividido em ensaios de caracterizagdo, mecanicos e bioldgicos.

Conforme apresentado na Figura 2.



Caracterizacao

Morfometria

Microdureza
Vickers

MEV

Ensaios Mecénicos

Flexao em 45°

Flambagem

Fadiga

Torcao

Figura 2 Fluxograma de ensaios
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Ensaios Bioldgicos

Citotoxicidade por
MTT

Citotoxicidade por
dosagem de LDH

Analise de multiplos
mediadores
secretados

A quantidade utilizada de cada instrumento para cada ensaio € a seguinte:

e Morfometria: 10 instrumentos de cada tipo e posteriormente utilizados em

outros ensaios

e Microscopia Eletrbnica de Varredura:

analisados apds o ensaio de torcéo

e Microdureza Vickers: 2 instrumentos de cada tipo

e Flexao em 45°: 10 instrumentos de cada tipo

e Flambagem: 10 instrumentos de cada tipo

e Fadiga: 10 instrumentos de cada tipo

e Torcao: 10 instrumentos de cada tipo

instrumentos de cada foram

e Para os ensaios biologicos foram utilizados os mesmos instrumentos apods

ensaios mecanicos

4.3 Caracterizagao

4.3.1 Morfometria

Foram utilizados 10 instrumentos de cada tipo para este ensaio. A

morfometria foi realizada em lupa binocular estereoscopica (Opticam, Sao Paulo,

Brasil) as imagens foram observadas através do software (Ts-View; Opticam, Sao
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Paulo, SP, Brasil), com escala ajustada em 0,51mm. Avaliou-se a base da ponta
(Do), com aumento de 5x, e os diametros a trés e seis mm da ponta,
respectivamente (D3 e Des), sendo os dois ultimos utilizados para o calculo de
conicidade (Equacao 1), de acordo com o item 6.3.3.2 da norma ANSI/ADA n°® 101,
2001.

Conicidade = De - D3
3

Equacao 1. Conicidade, onde Ds € o diametro medido a seis

mm da ponta e Ds, € o didmetro medido a trés mm da ponta

4.3.2 Microscopia Eletrénica de Varredura

Os instrumentos fraturados apds o ensaio de tor¢do foram analisados por
microscopia eletronica de varredura (MEV Quanta FEG FEI) (15 keV) para
determinar o tipo de fratura e a presenca de deformacgao plastica na haste helicoidal

coOnica.

4.3.3 Microdureza Vickers

Para determinar a Microdureza Vickers, dois instrumentos de cada tipo
foram utilizados como recebidos. Foram utilizadas as partes intermediarias,
proximas a Ds, visto que esta regido € onde ocorre o ponto e fratura por fadiga. As
amostras foram embutidas em baquelite em uma embutidora (Fortel - EFD 40, Casa
Verde, Sao Paulo, Brasil). O lixamento foi realizado com uma lixadeira (Fortel - PLF,
Casa Verde, Sao Paulo, Brasil) com lixas Norton (Norton, Penha, Rio de Janeiro,
Brasil) de granulagéo 200, 400, 600 e 1200, e alumina de granulagao 1 ym (Fortel,
Casa Verde, Sao Paulo, Brasil) para o polimento. Foi utilizado o microdurbmetro
Micromet 2003 Bueler (Waukegan Road, Lake Bluff, lllinois, EUA). As endentagbes
foram feitas com 100gf durante 15 segundos, e avaliadas em aumento de 40x.

4.4Ensaios mecanicos

441 Flexao em 45°
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O ensaio de flexdo em 45° foi realizado em 10 instrumentos de cada tipo
utilizando uma maquina de ensaio universal (EMIC DL 200 MF; Instron, Sdo José
dos Pinhais, PR, Brasil). Foi utilizada uma célula de carga de 20 N foi, seguindo a
normativa n°® 28 da ADA. Uma morsa de acgo projetada para o ensaio foi usada para
imobilizar os instrumentos a 3 mm da ponta, onde foi aplicada uma for¢a de carga
a uma velocidade de 15 mm/min. As hastes de fixagcdo dos instrumentos foram
mantidos a 45°, fixados em outra morsa (Figura 3). Os resultados foram analisados
por software (Tesc; Instron, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil), fornecendo a forga

maxima (gf) no angulo de 45°.

Figura 3 Aparato para ensaio de flexdao em 45°

4.4.2 Flambagem

O ensaio de flambagem foi realizado em 10 instrumentos de cada tipo
utilizando uma maquina de ensaio universal (EMIC DL 200 MF; Sao José dos
Pinhais, PR, Brasil). Foi utilizada uma célula de carga de 20 N para registrar a forga
do descolamento compressivo de 1 mm, medindo-se a variacdo da deformacéao
elastica com a carga aplicada. A velocidade do ensaio foi de 2 mm/min. A haste de
fixagdo de cada instrumento foi fixada na cabega da maquina de ensaio e a ponta
do instrumento foi apoiada no fundo de uma placa de aluminio contendo uma
cavidade com diametro de 1 mm e profundidade 0,5 mm, usinada com uma broca

esférica (Figura 4).
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Deslocamento
Compressivo

Figura 4 Esquema adaptado para o ensaio de flambagem (Elias et al., 2008)

4.4.3 Fadiga

Para o ensaio de fadiga foram utilizados 10 instrumentos de cada tipo, os
quais foram posicionados em um canal simulado confeccionado em tubo de aco
embutido em resina acrilica. Este canal foi fixado a uma morsa, de modo a permitir
ainsercéo do instrumento instalado no motor em um eixo coincidente com a direcéo

da parte reta do canal (Figura 5).

19mm

Figura 5 Ensaio de fadiga (a) Imagem do dispositivo (Moreira, 2006); (b) Canal
simulado utilizado no trabalho; (c) Representagdo do conjunto empregado no
ensaio de fadiga
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O centro de curvatura deste canal dista 4,75 mm da extremidade, portanto
o ponto critico para fratura do instrumento esta aproximadamente a 5 mm da ponta,
ou seja, préximo ao D5. O tempo da vida em fadiga dos instrumentos foi
determinado como o tempo maximo em rotagao para ocorrer a fratura e registrado
por meio de um cronédmetro. A velocidade do motor VDW Silver (Silver Reciproc;
VDW, Monique, Alemanha) foi ajustada de acordo com os parametros fornecidos

pelos fabricantes, utilizando o programa “Reciproc All”.

444 Torcao

Para o ensaio de tor¢ao foram utilizados 10 instrumentos de cada tipo. O
ensaio foi realizado de acordo com as recomendagdes da norma ISO 3630-1. Cada
instrumento foi afixado a 3 mm da ponta usando uma morsa conectada uma célula
de carga sensivel ao torque. O o eixo do instrumento foi preso em um mandril
acionado porum motor de passo (ODEME; Luzerna, SC, Brasil) (Figura 6). Todos
os instrumentos foram girados no sentido anti-horario a uma velocidade de 2 rpm
até a fratura. A carga de torque (Ncm) e a rotagédo angular (°) foram monitoradas
continuamente usando um torquimetro (ODEME; Luzerna, SC, Brasil) e a for¢a de
torcao e angulo de rotagao no momento da fratura foram fornecidos por um software
(ODEME Analysis TT; ODEME).

Figura 6 Aparato para ensaio de torgao
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4.5Ensaios biolégicos
4.5.1 Cultura celular

Os ensaios de citotoxicidade foram conduzidos utilizando fibroblastos de
camundongos da linhagem L929. Para ensaios de secre¢do de mediadores
inflamatérios, foram utilizadas células humanas THP-1, mondcitos diferenciados
em macréfagos. Cedidas pelo Banco de Células do Rio de Janeiro (Duque de
Caxias, RJ, Brasil), devidamente atestadas contra a presenga de micoplasma (Kit
de Deteccao de Micoplasma Myco Alert-Lonza, Bazel, Suiga).

As células L929 foram mantidas em meio de cultura completo DMEM Low
(Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) suplementado com soro fetal de bovino
(SFB) a 10% (Invitrogen, Carlsbad, Califérnia, EUA) de acordo com os laboratérios
da ATCC. Estas culturas de células foram mantidas em frascos de 75 cm? (Costar,
Corning Inc., Corning, NY, EUA) em estufa a 37 °C e 5% de CO2, mudando o meio
a cada 2 dias.

As células THP-1 foram cultivadas em meio RPMI suplementado com SFB
a 10% e tratadas 1 uyg/mL com PMA (Sigma Aldrich, San Luis, Missouri, EUA) por
24 horas. Apos esse periodo foram ressuspensas em 2mL de meio de cultura a
uma concentragédo de 5x10%, mantidas em frascos de 75 cm? (Costar, Corning Inc.,
Corning, Nova York, EUA) em estufa a 37 °C e 5% de COz por 24 horas.

4.5.2 Preparo dos extratos

Para os ensaios de citotoxicidade, adotou-se o método de contato indireto,
previsto na ISO 10993: 52009. Para isto, foram preparados os extratos, conforme
a I1ISO 10.993: 12 2012, na qual 0,2 g de cada instrumento foram adicionados a 1
mL de meio de cultura DMEM Low suplementado com 10% de SFB. Os
instrumentos foram cortados a uma determinada distancia da base da ponta, até
que atingissem a massa necessaria para atender a relagdo massa vs volume
descrita na norma (Figura 7). Também foram previamente autoclavados antes de
serem adicionados ao meio de cultura. Os extratos permaneceram em estufa a 37
°C e 5% de COz2, pelo tempo necessario dos ensaios (24 horas, 15, 30, 60 e 90

dias).
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Contato indireto Autoclavagem dos instrumentos

Estufa umida pelo tempo do
ensaio Extratos — DMEM Low + SFB 10% —

: Peso x volume (0,2g/mL)
(24h, 15, 30, 60, 90 dias)

Figura 7 Esquema representativo do preparo dos extratos seguindo a norma ISSO
10993:12 2009

4.5.3 Ensaio de Citotoxicidade

As células L929 foram contadas usando o método de exclusdo azul de
Trypan (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) quantificado em camera Newbauer. As
células foram plaqueadas para experimentos a 1,5 x 10 células/cm? em placas de
96 pocos usando uma pipeta e mantidas as condi¢des de cultura de 37°C e a 5%
de CO2 por 24 horas (dia 1). Apos esse periodo, as células foram tratadas com
extratos e também mantidas as condigcées de cultura de 37 °C e 5 % de CO2 por
mais 24 horas (dia 2). Apdés 24 horas de tratamento, os sobrenadantes foram
coletados e as células foram usadas em procedimentos experimentais (dia 3),

conforme representado na Figura 8.

Placa 96 pogos Tratamento com Retirada do sobrenadante
(D1) extrato (D2) (D3) para ensaio LDH e
leitura em MTT

DMEM Low + Estufa umida
SFB 10%

Estufa umida

Figura 8 Esquema representativo do plaqueamento das células para o ensaio de

citotoxicidade
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4531 MTT

Ap0bs a exposi¢ao ao extrato, as células foram incubadas em estufa a 37°C
e 5% de COz2com 100 uL de meio completo contendo 1,5 g/mL de MTT (brometo
de 3- (4,5-dimetil-2-tiazolil) -2,5-difenil-2H-tetrazolio, Sigma Chem Co., Saint Louis,
MO, EUA) foi adicionado. Apds 3 horas, os sobrenadantes foram descartados, e foi
adicionado aos pocos 100 yL de DMSO. O controle positivo para morte celular foi
realizado por incubacdo com 1% de Triton X-100 por 20 min. A absorbancia, a
fluorescéncia e a luminescéncia foram medidas em 24 horas, 15, 30, 60 e 90 dias
utilizando espectrofotdmetro (SynergyH4 Hibrid Reader, Biotek, EUA) a 490 nm
(Figura 9).

a Retirada dos MTT incubado em estufa imida (3h)
sobrenantes
490 nm - Synergy H4 Hibrid C+: Triton 1%
Reader Biotek®

C-: DMEM Low + SFB 10%

b PBS PBS PBS PBS PBS PBS
PBS CTRL RP PD CTRL+ PBS
PBS CTRL RP PD CTRL+ PBS
PBS CTRL RP PD CTRL+ PBS
PBS CTRL RP PD CTRL+ PBS
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS
PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS PBS

Figura 9 Ensaio de MTT (a) Esquema representativo do ensaio de MTT (b) Mapa
da placa de MTT

4.5.3.2 LDH

A liberacédo de LDH (lactatodesidrogenase) foi determinada usando o kit
colorimétrico CytoTox 96 Cytotoxicity Assay (Promega, Madison, WI, EUA). O
controle positivo para morte celular foi realizado por incubagdo com 1% de Triton
X-100 por 20 min. Apds os tratamentos com extrato, 30 yL de sobrenadantes
celulares foram transferidos para novas placas de 96 pogos, seguidos pela adi¢ao
de 30 pL de solugdo de substrato. Apdés 20 min de incubagdo no escuro a
temperatura ambiente, foram adicionados 30 pL de solugdo de parada a cada

amostra. O desenvolvimento da cor foi proporcional ao numero de células com
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ruptura da membrana plasmatica. A absorbancia, a fluorescéncia e a luminescéncia
foram medidas em 24 horas, 15, 30, 60 e 90 dias utilizando espectrofotdmetro
(SynergyH4 Hibrid Reader, Biotek, EUA) a 490 nm (Figura 10).

30 pL do sobrenadante incubado Kit 20min/ 37°C
Cyto Tox® 96 Nom-Radio

490 nm - Synergy H4 Hibrid
Reader Biotek®

Figura 10 Esquema representativo do ensaio de LDH

4.5.4 Anadlise de multiplos mediadores secretados

ApoOs exposicdo com os extratos, para foi utilizado o kit multiplex de
(Luminex Xmap, EUA) para determinar a secregao dos seguintes analitos: IL-1(3,
IL-1ra, IL-2, IL-4, IL-5, IL-6, IL-7, IL-8, IL-9, IL-10, IL-12 (p70), IL-13, IL-15, IL-17,
eotaxina, bFGF, GCSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, MCP-1 (MCAF), MIP-1a, MIP-1,
PDGF-BB, RANTES, TNFa, VEGF). O procedimento experimental foi realizado
como recomendado pelo fabricante e a leitura foi feita no equipamento Bio-Plex
Magpix (LuminexXmap, Califérnia EUA). A concentracdo de cada produto
secretado foi quantificada com o software (XPONENT versdo 4.2, Biorad
Laboratories Inc., Hercules, Califérnia, EUA). Analise FACS (separador celular

ativado por fluorescéncia) foi realizada no BD FACSDiva v8.0.

4.6 Analise estatistica

Para calcular a média e desvio padrdo foi utilizado o GraphPad Prism 8
(GraphPad software Inc., La Jolla, CA, EUA). Para teste de normalidade foi usado
o teste de Shapiro-Wilk em todos os grupos ensaiados. Quando constatada
normalidade, adotou-se o teste de analise de variancia (ANOVA). Todos os testes
foram complementados com o teste de comparagbes multiplas de Student-
Newman-Kells (SNK). Para todos os testes o nivel de significancia adotado foi de
5%.
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5. RESULTADOS

5.1 Caracterizagao

5.1.1 Morfometria

A Figura 11 mostra os didametros reais dos instrumentos obtidos a partir de
retas tangentes as cristas superiores e inferiores da parte ativa dos mesmos,

observados através da lupa binocular estereoscopica Opticam.

Figura 11 Microscopia 6ptica dos instrumentos em escala de 0,51mm. (a) PDR; (b)
WOG; (c) RP (d) RPB. Observou-se as medidas obtidas pelas retas tangentes

(linhas vermelhas) as cristas superiores e inferiores da parte ativa dos mesmos
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A dimensao Do do instrumento é determinada pelo didmetro da base da

ponta e serve como referéncia durante a instrumentacao do canal, pois o seu valor

e a conicidade nominal do instrumento permitem determinar o didmetro de trabalho

em cada segmento do canal (Vieira et al., 2011). Dez instrumentos de cada tipo

foram igualmente mensurados para que se pudesse determinar a conicidade, e os

dados podem ser observados na Tabela 2. Houve diferenca estatisticamente

significante do didmetro nominal entre os instrumentos PDR e os demais.

Tabela 2 Valores médios de diferentes didmetros dos instrumentos avaliados e

suas respectivas conicidades

DO
Reciproc
MEDIA 0,28 + 0,022
cv 0,07
Reciproc Blue
MEDIA 0,24 + 0,012
cv 0,04
WaveOne Gold
MEDIA 0,27 £ 0,01°
cv 0,07
ProDesign
MEDIA 0,25+ 0,01°
cv 0,06

D3

0,47 + 0,01
0,02

0,42 + 0,01
0,03

0,46 + 0,01
0,03

0,43 £ 0,01
0,04

D6

0,66 + 0,02
0,02

0,60 + 0,01
0,04

0,64 + 0,01
0,03

0,61+ 0,01
0,07

CONICIDADE

0,06 = 0,01
0,09

0,06
0,06

0,06
0,07

0,06 + 0,01
0,02

*letras sobrescritas iguais indicam ndo que houve diferenga estatisticamente significante entre os

5.1.2 MEV

grupos (p < 0,05)

As Figuras 12 e 13 mostram a superficie de fratura por tor¢do dos

instrumentos em diferentes ampliagdes. A Figura 14 mostra a superficie de

acabamento dos instrumentos.



31

1 @ pm

100 pm

Figura 12 Secédo reta transversal dos instrumentos fraturados por torgéo.
Ampliacédo de 500x. (a) WOG; (b) PDR; (c) RP (d) RPB
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Figura 13 Superficie de fratura dos instrumentos apds ensaio de torgdo. Ampliagcéo
de 1600x. (a) WOG; (b) PDR; (c) RP (d) RPB
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Figura 14 Superficie de acabamento dos instrumentos. Ampliacao de 300x.(a)

WOG,; (b) PDR; (c) RP (d) RPB. Podem-se observar marcas de usinagem ao longo
eixo do instrumento. Setas indicam rebarbas remanescentes na aresta lateral do

instrumento devido ao acabamento inadequado

5.1.3 Microdureza Vickers

Os resultados foram registrados em forca e podem ser observados na
tabela 3. Houve diferenca estatisticamente significante da microdureza Vickers

entre os instrumentos PDR e os demais.
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Tabela 3 Valores da microdureza Vickers dos instrumentos

Instrumentos MHV
Reciproc 412 + 22,062
Reciproc Blue 316 + 36,152
WaveOne Gold 387 + 14,952
ProDesign R 261 +9,19P

*letras sobrescritas iguais indicam ndo que houve diferenga estatisticamente significante entre os

grupos (p < 0,05)

Os resultados apresentaram a seguinte ordem, de maior para a menor
microdureza: RP = RPB = WOG > PDR.

5.2Ensaios mecanicos
5.2.1 Flexao em 45°

Os resultados foram registrados em forca e podem ser observados na
tabela 4. Houve diferenga estatisticamente significante da forca empregada para

flexao entre todos instrumentos.

Tabela 4 Valores de forga (gf) determinados pelo ensaio de flexdo em 45°

Instrumentos Forga (gf)
Reciproc 329,9 £ 21,222
Reciproc Blue 213 £ 11,16°
WaveOne Gold 391 £ 16,7°
ProDesign R 220,2 +9,7°

*letras sobrescritas iguais indicam n&o que houve diferencga estatisticamente significante entre os

grupos (p < 0,05)

O ensaio demonstrou que os instrumentos apresentaram a seguinte ordem
do mais flexivel para o menos flexivel: RPB = PDR > RP > WOG.
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5.2.2 Flambagem

Os resultados foram registrados em forca e podem ser observados na
tabela 5. Houve diferenga estatisticamente significante da forca empregada para

flambagem entre todos instrumentos.

Tabela 5 Valores da forga no ensaio de flambagem

Instrumentos Forga (gf)
Reciproc 449,6 + 33,432
Reciproc Blue 313,8 +41,17°
WaveOne Gold 235,5 + 8,37°
ProDesign R 187,7 + 15,56¢

*letras sobrescritas diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos (p < 0,05)

O ensaio demonstrou que os instrumentos apresentaram a seguinte ordem

do menos ao mais resistente a flambagem: PDR > WOG > RPB > RP.

5.2.3 Fadiga

Os valores referentes ao tempo em segundos para fratura dos instrumentos
diferentes instrumentos s&o mostrados na Tabela 6. Houve diferenca

estatisticamente significante para o tempo de fratura entre todos instrumentos.

Tabela 6 Tempo em segundos para fratura dos instrumentos

Instrumentos Tempo para fratura
Reciproc 160,25 + 18,482
Reciproc Blue 237 £ 34,12
WaveOne Gold 68,8 + 8,29¢°
ProDesign R 770,17 + 148,05¢

*letras sobrescritas diferentes indicam que houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos (p < 0,05)
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Os resultados apresentaram a seguinte ordem, do maior para o menor
tempo para fratura: PDR > RPB >RP> WOG.

5.24 Torgao

Os valores referentes ao torque e angulo de rotacado para a fratura dos
diferentes instrumentos s&o mostrados na Tabela 7. Houve diferenca
estatisticamente significante do angulo de rotagdo entre os instrumentos RP e os
demais instrumentos e houve diferenga estatisticamente significante do torque

entre os instrumentos RP, PDR e os demais.

Tabela 7 Torque e angulo de rotagao (°) dos instrumentos para fratura

Instrumentos Angulo Torque
Reciproc 348,2 + 174,9° 0,019 £ 0,005
. b b
Reciproc Blue 503,5 + 47,01 0,018 £ 0,004
b b
WaveOne Gold 489,2 + 51,26 0,014 + 0,009
. b
ProDesign R 565,2 + 67,35 0,010 £ 0,002

*letras sobrescritas iguais indicam n&o que houve diferenca estatisticamente significante entre os

grupos (p < 0,05)

Os resultados demonstraram a seguinte ordem, de valor maximo de forga:
RP > RPB = WOG > PDR.

5.3Ensaios bioldgicos

531 MTT

A viabilidade celular esta proporcionalmente relacionada ao grau de
reducdo do MTT em formazana realizado por enzimas mitocondriais viaveis e a
mudanca de coloragao do meio reflete diretamente a atividade celular, podendo ser
medida em termos de absorbancia (Mosmann, 1983). a viabilidade das células

L929 foi estudada avaliando a densidade Optica das placas onde continham células
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viaveis. Os testes foram realizados com a incubacgao de 24 horas das células com
extratos de 1, 15, 30, 60 e 90 dias. A Figura 15 mostra os valores de densidade
Optica obtidos apds os respectivos tempos de incubacgao das células com extratos

dos diferentes instrumentos.
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Figura 15 Efeitos do contato indireto com os instrumentos de NiTi na viabilidade
celular de L929 por conversao de MTT em formazana. Densidade Optica das placas
apods incubacao com extratos dos instrumentos RP, PDR, WOG, RPB em 1, 15, 30,
60 e 90 dias. Teste one-way ANOVA com multiplas comparagdes do teste de SNK
em comparagao ao respectivo grupo controle (letras diferentes sobrescritas indicam
que houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos com o controle p
< 0,05, letras iguais indicam que n&o houve diferenga estatisticamente significante)

Em 24 horas ndo houve redugdo do MTT em formazana dos grupos em
comparacgao ao controle. Em 15 dias foi possivel observar redugao na concentracio
de MTT em todos os grupos, sendo PDR o que mais reduziu a viabilidade celular.
Em 30 dias também houve reducao na concentragdo de MTT em todos os grupos,
sendo RPB o que menos reduziu a viabilidade celular. Em 60 e 90 dias também
houve reducao na concentracdo de MTT em todos os grupos, sendo RP e WOG os

que mais reduziram a viabilidade celular.
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5.3.2 Liberagao de LDH

A enzima lactato desidrogenase (LDH) é um marcador de integridade de
membrana, sua concentracdo é inversamente correlacionada com a viabilidade
celular. Esta enzima esta presente em todo o citoplasma celular, e quando a
membrana é danificada ha liberacdo no meio externo, neste caso, o sobrenadante.
A viabilidade das células L929 também foi estudada avaliando a atividade de LDH
no sobrenadante das culturas. Os testes foram realizados com a incubacéo de 24
horas das células com extratos de 1, 15, 30, 60 e 90 dias. A Figura 16 mostra os
valores de densidade 6ptica obtidos apds os respectivos tempos de incubagao das
células com extratos dos diferentes instrumentos. Nao houve atividade significante

de LDH de todos os grupos em comparagao ao controle, em todos os tempos.
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Figura 16 Efeitos do contato indireto com os instrumentos de NiTi na viabilidade
celular de L929 por dosagem de LDH. Densidade optica das placas apés incubagao
com extratos dos instrumentos RP, PDR, WOG, RPB em 1, 15, 30, 60 e 90 dias.
Teste one-way ANOVA com multiplas comparagbes do teste de SNK em
comparagao ao respectivo grupo controle (letras diferentes sobrescritas indicam
que houve diferenca estatisticamente significante entre os grupos com o controle p
< 0,05, letras iguais indicam que n&o houve diferenca estatisticamente significante)
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5.3.3 Analise de miultiplos mediadores inflamatérios

A liberagao de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento incluindo:
fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), RANTES (Regulada por Ativagéo,
Normal T Expressa e Secretada), MIP-1a/B (proteina inflamatéria de macrofago),
G-CSF (fator estimulador de colonias de granuldcitos), IFN-y (interferon gama),
TNF-a (fator de necrose tumoral) e interleucinas 8, 10 e 13 (IL-8, IL-10, IL-13) est&o

apresentadas na Figura 17.
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Figura 17 Impacto do contato indireto com os instrumentos de NiTi na secregéo de
mediadores inflamatorios por THP-1. Concentracdo da secrecao se citocinas,
quimiocinas e fatores de crescimento apés incubacao com extratos dos instrumentos
RP, PDR, WOG, RPB em 1, 15, 30, 60 e 90 dias. Teste one-way ANOVA com
multiplas comparagdes do teste de SNK em comparagdo ao respectivo grupo
controle (letras diferentes sobrescritas indicam que houve diferenca estatisticamente
significante entre os grupos com o controle p < 0,05, letras iguais indicam que nao
houve diferenca estatisticamente significante)
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A analise de multiplos mediadores secretados das células THP-1 apds

tratamento com os extratos, em 15 e 90 dias, comparadas ao controle, mostrou:

e VEGF: Sua expressao foi aumentada em contato com os extratos de PDR em
15 dias e em 90 dias. Também foi aumentada em contato com extratos de RPB
em 15 dias.

¢ RANTES: Sua expressao foi aumenta em contato com os extratos de RP, WOG
e RPB em 15 dias e foi menor em contato com extratos de PDR em 15 dias.
Em 90 dias, ndo houve aumento de sua expressao.

e MIP-1[3: Sua expressao foi aumenta em contato com os extratos de PDR em
15 dias e foi menor em contato com extratos de RP e WOG em 15 dias. Em 90
dias, ndo houve aumento de sua expressao.

e G-CSF: Sua expressao foi aumenta em contato com os extratos de PDR e RPB
em 15 dias. Em 90 dias, ndo houve aumento de sua expressao.

e |FN-y: Sua expressao foi aumenta em contato com os extratos de PDR e RPB
em 15 dias. Em 90 dias, ndo houve aumento de sua expressao.

e TNF-a: Sua expressao foi aumenta em contato com os extratos de PDR em 15
dias. Em 90 dias, ndo houve aumento de sua expressao.

e |L-8: Sua expressao foi aumenta em contato com os extratos de PDR em 15 e
90 dias.

e |L-13: Sua expressao foi aumentada em contato com os extratos de PDR em
15 dias e foi menor em contato com extratos de RP e WOG em 15 dias e RPB
em 90 dias.

e |L-10: Sua expressao foi aumentada em contato com os extratos de PDR em
15 dias e 90 dias. Também foi aumentada em contato com extratos de RP em
90 dias.

6. DISCUSSAO

Através da morfometria foram obtidas informacbes sobre a precisao
dimensional dos instrumentos que puderam ser confrontadas com as
especificagcdbes nominais de fabricagcdo. Os instrumentos atenderam a
recomendacgao da norma ANSI/ADA n°101, 2001. Somente os instrumentos PDR

apresentaram preciséo de fabricagdo do didmetro da base da ponta (D0O) com 0,25
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mm de acordo com a especificagdo nominal. O Unico instrumento que apresentou
conicidade de acordo com a nominal foi o PDR (0,06). Os demais apresentaram
conicidade abaixo da esperada: RP e RPB (0,08) e WOG (0,07). Estes valores
juntamente com o tipo de tratamento térmico da liga de NiTi, possuem influéncia
nas suas propriedades mecanicas de flexdo, flambagem, torgéo e fadiga. O unico
ensaio que nao é afetado pela geometria do instrumento é o de microdureza.

Os instrumentos PDR apresentam menor microdureza, indicando maior
flexibilidade.

Em relacdo ao modo de fratura, os instrumentos apresentaram fratura
caracteristica do tipo ductil compativel com diversos trabalhos encontrados na
literatura (Figura 13) (Moreira, 2006; Lopes et al., 2010; Lopes et al. 2011). Foi
possivel observar a presenga de deformagao plastica nas arestas dos instrumentos
WOG, PDR e RPB (Figuras 14a, 14b e 14d) e somente o instrumento RP apresenta
fio de corte adequado com aresta evidente para o trabalho clinico (Figura 14c). Este
estudo nao visou estudar a capacidade de corte, porém esta evidéncia leva crer
que este instrumento poderia apresentar melhor desempenho de corte. A presenca
de deformacgéo plastica nos instrumentos de liga de memdéria controlada ocorreu,
pois estes instrumentos n&o sao superelasticos e permitem deformacgao, diferente
da liga M-wire predominantemente austenitica.

A presenca de rebarbas encontrada nos instrumentos PDR pode influenciar
no preparo mecanico e proporcionar desprendimento de material do corpo do
instrumento durante a instrumentagao. Mesmo que o instrumento nao seja fraturado
no interior do canal, remanescentes metalicos podem ficar residentes juntamente
com debris de instrumentagdo. A existéncia das rebarbas pode ser atribuida ao
processo de usinagem no momento da fabricagdo e ao acabamento superficial
proporcionado pelo fabricante. Outro fato importante é que estes defeitos podem
reduzir a capacidade de corte dos instrumentos, contribuindo para que o operador
aumente carregamento no sentido apical a fim de atingir o limite de instrumentacao
desejado. Isto aumenta o risco de fratura, seja ela por torgdo ou por fadiga, pois
induz maiores niveis de tenséo no instrumento.

A flexibilidade de um instrumento pode ser definida como a deformacgao
elastica sofrida quando é aplicada uma forgca perpendicular na sua extremidade
(Serene et al., 1995). Ela estd associada a composigao quimica, ao tratamento

termomecanico, comprimento, geometria e secg¢ao transversal (Al-Hadlaq et al.,
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2010; Gao et al., 2010; Tripi et al., 2006; Turpin et al., 2000). Os instrumentos com
tratamento térmico blue e gold apresentam maior fragdo de martensita na sua
composigado e possuem menor modulo de elasticidade (Thompson, 2000),
proporcionando menor rigidez estrutural. Devido a secg¢do reta transversal
quadrangular, o instrumento WOG mostrou menor flexibilidade (Figura 12a).

A flexibilidade apresenta relacdo inversa tanto com a conicidade quanto
com o diametro nominal (DO). Todos os instrumentos apresentaram mesma
conicidade medida, portanto, os fatores que influenciaram foram a secéo reta
transversal e o didmetro em DO0. Os instrumentos de maior DO (RP e WOG)
apresentaram menor flexibilidade.

Em geral, quanto maior a flexibilidade do instrumento, menor sera a
possibilidade de ocorréncia de desvio apical durante o tratamento do sistema de
canais radiculares (Elias e Lopes, 2007). Além de influenciar a capacidade do
instrumento em modelar adequadamente canais curvos. Alguns estudos mostram
que instrumentos mais flexiveis produzem preparos mais centralizados (Esposito e
Cunningham, 1995; Short et al., 1997; Gergi et al., 2010).

Flambagem é a deformacgéo elastica apresentada por um instrumento
endodéntico quando submetido a uma forga compressiva na direcdo de seu eixo
(axial) (Elias e Lopes 2007). Assim, o instrumento empregado no tratamento
endodéntico deve resistir ao encurvamento elastico, ou seja, deve apresentar
resisténcia a flexocompressao (flambagem). Quanto mais rigido o instrumento
endodéntico, maior é a forgca empregada, ou seja, mais resistente a flambagem. Os
instrumentos RP apresentaram maior DO, ou seja, maior area para resistir a
flambagem e menor flexibilidade. A menor resisténcia a flambagem dos
instrumentos PDR se deve ao menor médulo de elasticidade da liga, o quociente
entre a tensao de tracdo aplicada a um corpo e a deformacgao elastica que ela
provoca (Serene et al., 1995; Lopes e Siqueira Junior, 2004; Elias e Lopes, 2007).
Os instrumentos que apresentaram melhores propriedades de flambagem foram os
RP, portanto eles sédo indicados para utilizacdo em canais atrésicos e de
retratamento.

Os instrumentos do PDR apresentaram uma vida de fadiga maior que os
demais, pela sua alta flexibilidade e menor didmetro da ponta, corroborando com
resultados ja encontrados na literatura (Silva et al., 2018). Quanto maior a

flexibilidade, menores sido os niveis de tenséo no interior do canal simulado, o que
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tera consequéncias na nucleagao e propagacgéao das trincas. Os instrumentos RPB
apresentaram maior vida de fadiga quando comparados aos instrumentos WOG e
RP, corroborando com outro estudo (Keskin et al., 2017). A secgao reta transversal
quadrangular do WOG (Figura 9a) possui maior area do a do RPB e sabe-se que
instrumentos com maior massa metalica no nucleo apresentaram resisténcia a
fadiga ciclica reduzida (De-Deus et al., 2014). A vida em fadiga é o quanto o
instrumento endoddntico € capaz de resistir a fratura em uma determinada
condicao tensdo (Tobushi et al.,1998). Estudos mostram que a flexdo rotativa € o
principal motivo de fratura dos instrumentos endoddnticos, correspondendo até
90% das falhas mecéanicas que ocorrem na pratica clinica (Parashos et al., 2014).

Os instrumentos RP sao mais resistentes a fratura por tor¢gao do que outros
instrumentos testados e requerem maior torque para a fratura. O torque pode ser
definido como o efeito rotatério criado por uma forga distante do eixo de rotagdo de
um objeto (Let al., 2011). Isso pode implicar em uma menor chance de ruptura, em
uma situacao clinica, quando a ponta do instrumento fica imobilizada no canal
radicular e o instrumento continua a ser acionado. Além da maior resisténcia a
flambagem, estes instrumentos estariam indicados em casos de canais
mineralizados e desobstru¢do para retratamento também por este motivo. Outro
achado do ensaio de torcdo é que RP apresentou rotagdo angular
significativamente menor quando comparada aos outros intrumentos, isso se deve
ao fato que a liga M-wire € menos flexivel que a liga de memaria controlada. A maior
deflexdo angular dos instrumentos com memdéria controlada pode servir como fator
de seguranga durante o preparo quimico-mecanico pois a deformagao plastica
indica visualmente a fratura iminente.

Materiais citotoxicos normalmente comprometem a integridade da
membrana celular e estruturas celulares como as mitocéndrias, induzindo a morte
por apoptose ou necrose (Mosmann, 1983). Em 24 horas de contato com os
extratos, como preconiza a norma ISO 10993:5 2009, ndo houve redugédo
significativa da viabilidade celular quando comparados ao controle. J4 em 15, 30,
60 e 90 dias houve reducgdo significativa da viabilidade celular avaliada pela
atividade mitocondrial, em comparagéo ao controle. Entretanto, em nenhum dos
tempos houve reducao significativa da viabilidade celular em comparacédo ao
controle, avaliando a integridade da membrana, o que sugere uma possivel morte

celular por apoptose.
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A presenga de um biomaterial no ambiente in vivo contribui para uma
superestimulagéo a longo prazo do sistema imunoldgico, o que leva a inflamagao
cronica e ma cicatrizagao de feridas. Essa reagcéo desequilibrada é conhecida como
reacao de corpo estranho (Anderson et al., 2007), que pode ser dividida em quatro
etapas principais: (1) adsor¢cdo de proteinas do plasma sanguineo no corpo
estranho; (2) recrutamento de mondcitos e diferenciagdo para macrofagos; (3)
ativacao e fusao de macrofagos para formar células gigantes; (4) recrutamento e
ativacao de fibroblastos para formar tecido fibrético. Independentemente do tecido
em que se encontra o biomaterial, a resposta inflamatadria inicial € ativada por lesao
no tecido conjuntivo vascularizado (Mariani et al., 2019).

Alguns segundos apés a leséo, o sangue dos vasos danificados envolve o
biomaterial, iniciando assim a interacdo com este. Em questdo de minutos, os
componentes plasmaticos do hospedeiro, sao rapida e espontaneamente
adsorvidos na superficie do implante (Tang e Eaton, 1993; Wilson et al., 2011),
desenvolvendo de uma matriz provisoria transitoria que se forma no biomaterial e
ao redor dele. A presenga de mitdgenos, quimioatraentes, citocinas, fatores de
crescimento e outros agentes bioativos na matriz proviséria fornece um meio rico
de substancias ativadoras e inibidoras capazes de atrair mondcitos circulantes, que
passam a expressar fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) e promovem
a angiogénese (Mariani et al, 2019). Os mondcitos entdosao ativados e
diferenciados em macréfagos (Anderson et al., 2007).0s macrofagos ativados sao
capazes de secretar uma ampla gama de citocinas e quimiocinas, como IL-1, IL-6,
IL-8, IL-10, IL-12, IL-13 (interleucinas), TNF-a (fator de necrose tumoral), IFN-y
(interferon gama), G-CSF (fator estimulador de colbnias de granuldcitos), TGF-3
(fator de transformacdo do crescimento), MCP-1 (proteina quimiotaxica de
mondcitos 1), MIP-1 a/p (proteina inflamatdria de macrofago), RANTES (Regulada
por Ativacao, Normal T Expressa e Secretada) (Fujiwara e Kobayashi, 2005;
Mesure et al., 2010).0s macrofagos aderentes a superficie do biomaterial se
fundem para formar células gigantes de corpo estranho (FBGCs), na tentativa de
fagocitar o biomaterial (Anderson et al., 2007). A secregcdo subsequente de
citocinas, quimicocinas e fatores de crescimento, direciona a resposta inflamatoria
e cicatrizante ao biomaterial.

A expressao de VEGF foi significativamente aumentada em contato com os

instrumentos PDR e RPB em 15 dias e em contato com PDR em 90 dias, indicando
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inflamacéao e cicatrizagao, respectivamente. MIP-13 e RANTES sao quimiocinas
responsaveis por atrair monécitos/macrofagos. Sua expressdao em 15 dias foi
significativamente aumentada em contato com os instrumentos PDR e
significativamente aumentada em contato com todos os instrumentos, exceto PDR,
respectivamente. Ja em 90 dias ndo houve expressao significativa destas
quimiocinas. TNF-a, IFN-y, IL-8 e G-CSF sao proteinas responsaveis por mais
recrutamento e ativacdo de mais macrofagos. A expressao de todas essas
proteinas foi significativamente aumentada em contato com os instrumentos PDR
em 15 dias e a expressao de G-CSF também foi significativamente aumentada em
contato com os instrumentos RPB em 15 dias. IL-13 é responsavel por regular
positivamente a fusdo de macréfagos e sua expressdao em 15 dias foi
significativamente aumentada em contato com os instrumentos PDR. IL-10 é uma
importante citocina anti-inflamatéria e sua expressao foi significativamente
aumentada em contato com os instrumentos PDR, em 15 dias e significativamente
aumentada em contato com os instrumentos RP em 90 dias. Esses achados
indicam que houve processo inflamatério cronico induzido pelos instrumentos PDR

e tentativa de cicatrizacao de ferida.

7. CONCLUSAO

Os instrumentos atenderam a recomendagao da norma ANSI/ADA n°101,
2001 apresentando diametros e conicidades adequadas. A microscopia eletrénica
de varredura revelou que os instrumentos possuem bom acabamento em geral,
exceto pela presencga de rebarbas de usinagem nos instrumentos PDR. Os ensaios
de microdureza Vickers, flambagem e flexdo em 45° revelaram que os instrumentos
PDR s&o os mais flexiveis, e consequentemente menos propensos a fratura por
flexdo rotativa, sendo adequados para instrumentacido de canais curvos. Os
instrumentos RP necessitam de maior torque para fraturar sob tor¢cédo e
apresentaram maior resisténcia a flambagem, o que os torna adequados para
instrumentacao de canais mineralizados e para retratamentos. Os intrumentos de
memoria controlada (RB, WOG e PDR) apresentam maior deflexdo angular, o que
permite descarte do instrumento mediante a uma deformacdo plastica severa

durante o uso evitando a fratura.
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A anadlise da viabilidade celular através do método de contato indireto
revelou potencial nocivo a fibroblastos da linhagem L929, a partir de 15 dias de
estudo, entretanto, o tipo de morte sugerido seria por apoptose. Para confirmar
resultados através do ensaio de LDH, o tempo de incubagdo das células com os
extratos poderia ser mais de 24 horas, como foi realizado. Sugere-se repeticao dos
ensaios com tempo de 48 e 72 horas de incubacéo.

Na analise mediadores secretados, os resultados demonstraram que o
instrumento PDR induz resposta inflamatéria em 15 dias, em comparagao aos
controles nos tempos especificos, tendo elevada secrecdo dos fatores troficos
analisados. Os resultados indicam que houve processo inflamatoério cronico e
tentativa de cicatrizagao de ferida.

Dessa forma, identificou-se que os instrumentos RP sdo os mais
adequados para instrumentagao de canais mineralizados e para retratamentos. Os
instrumentos PDR por apresentarem maior flexibilidade sdo mais adequados para
instrumentacao de canais curvos. Caso haja fratura destes instrumentos no interior
do canal, eles apresentardo citotoxicidade e inducdo de inflamacao, portanto,
podendo auxiliar na tomada de decisao do profissional endodontista diante da sua
fratura, e melhorar o nivel de seguranga do paciente, evidencia-se a necessidade

da remocéao do seu fragmento do interior do canal.
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