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RESUMO

Ligas de niquel-titanio (NiTi) apresentam propriedades de efeito de memdéria de forma
(EMF) e superelasticidade (SE), o que permite a fabricacdo de instrumentos
endodonticos considerados mais seguros e eficientes no preparo do canal radicular
gue instrumentos de aco inoxidavel. O EMF confere aos instrumentos a capacidade
de recuperar sua forma original apds solicitagdo mecanica ou térmica. A SE garante
um baixo modulo de elasticidade, proporcionando o preparo progressivo do canal,
mesmo em casos de grandes curvaturas radiculares. As propriedades mecanicas
destes instrumentos possibilitam o uso clinico acionado a motor, o que reduz o tempo
de instrumentacdo manual. Entretanto, a fadiga da liga metalica e a carga torcional
durante o preparo mecanico podem aumentar o risco de fratura do instrumento no
interior do canal, sobretudo quando os instrumentos sdo submetidos a ciclos de
aguecimento de repeticdo, como acontece em esterilizacdes sucessivas. A falha em
fadiga pode comprometer o sucesso do tratamento endoddntico, pois em caso de
extrusdo além do apice, a remoc¢do do fragmento é dificil e nem sempre possivel.
Desta forma, um material que foi desenvolvido para atuar por tempo limitado durante
o procedimento odontoldgico, pode se tornar residente no tecido perirradicular. O
impacto deste fragmento sobre as células presentes no ligamento periodontal ndo foi
relatado até o momento. Este trabalho utilizou de 4 grupos de instrumentos
endodonticos de NiTi: K3, RaCe, K3XF e HyFlex CM, com objetivo de caracterizar os
diferentes grupos, avaliar as alteracdes nas propriedades mecanicas, antes e apos
ciclagem térmica, e determinar o potencial citotéxico dos instrumentos por 2
metodologias distintas: o Contato Direto e o Contato Indireto, utilizando fibroblastos
L929, e ensaios de MTT e LDH. Como resultado, foi possivel observar que houve
reducao da flexibilidade e da resisténcia em fadiga em todos os instrumentos apos 0s
ciclos de autoclavagem, o que aumenta o risco de fratura durante o uso clinico
repetido. HyFlex CM, o instrumento testado mais flexivel quando n&o autoclavado,
chama atencéo pela reducgéo de 62% da vida em fadiga. Os ensaios de citotoxicidade
por Contato Direto permitiram avaliar o perfil citotoxico em exposi¢cdo aguda e cronica,
e os resultados sugerem que com 30 dias de exposicao, os instrumentos reduziram a
populacdo de células viaveis e aumentaram a secrecdo da enzima lactato-
desidrogenase, sendo o instrumento K3XF o mais citotéxico. Os ensaios por Contato

Indireto permitiram avaliar a exposi¢do aguda a extratos obtidos por diferentes tempos



de contato do instrumento com meio de cultura. Os resultados também apontam para
reducdo de viabilidade e aumento da secrecdo de LDH em todos os instrumentos
submetidos aos extratos obtidos com 30, 60 e 90 dias. Por esta metodologia, K3XF
foi capaz de reduzir a viabilidade celular em 56% e HyFlex CM, em 52%. Foi realizada
uma analise de mediadores secretados apds contato dos extratos com células THP-
1, onde se observou que todos os instrumentos induziram atividade pré-inflamatoria
em resposta a todos os extratos. O instrumento K3XF apresentou maior expressao de
citocinas pro-inflamatérias, seguido de HyFlex CM e RaCe. Desta forma, este estudo
conclui que a ciclagem térmica de repeticdo pode impactar no desempenho clinico
dos instrumentos endodénticos de NiTi testados, e a permanéncia do fragmento em
regido periapical pode alterar a dinamica de viabilidade celular a medida em que o
tempo de exposicao se torna maior.

Palavras-chave: Niquel-Titanio; fraturas de instrumentos endodénticos; vida em
fadiga,; flexibilidade; MTT; LDH; citocinas



ABSTRACT

Nickel-titanium (NiTi) alloys have properties of shape memory effect and
superelasticity, which allows the manufacture of endodontic instruments considered
safer and more efficient in preparing the root canal than stainless steel instruments.
The shape memory effect gives instruments the ability to recover their original shape
after mechanical or thermal stress. The superelasticity guarantees a low modulus of
elasticity, providing the progressive preparation of the canal, even in cases of large
root curvatures. The mechanical properties of these instruments allow clinical use
driven by motor, which reduces the time of manual instrumentation. However, the
fatigue of the metal alloy and the torsional load during mechanical preparation can
increase the risk of fracture of the instrument inside the channel, especially when the
instruments are subjected to repetitive heating cycles, as in successive sterilizations.
Failure in fatigue can compromise the success of endodontic treatment, since in case
of extrusion beyond the apex, the removal of the fragment is difficult and not always
possible. Thus, a material that was developed to act for a limited time during the dental
procedure, can become resident in the periradicular tissue. The impact of this fragment
on cells present in the periodontal ligament has not been reported so far. This work
used 4 groups of NiTi endodontic instruments: K3, RaCe, K3XF and HyFlex CM, with
the objective of characterizing the different groups, assessing changes in mechanical
properties, before and after thermal cycling, and determining the cytotoxic potential of
the instruments by 2 distinct methodologies: Direct Contact and Indirect Contact, using
L929 fibroblasts, and MTT and LDH tests. As a result, it was possible to observe that
there was a reduction in flexibility and fatigue resistance in all instruments after the
autoclaving cycles, which increases the risk of fracture during repeated clinical use.
HyFlex CM, the most flexible tested instrument when not autoclaved, draws attention
by the 62% reduction in fatigue life. Direct contact cytotoxicity assays allowed the
evaluation of the cytotoxic profile in acute and chronic exposure, and the results
suggest that with 30 days of exposure, the instruments reduced the population of viable
cells and increased the secretion of the lactate dehydrogenase enzyme, being the
instrument K3XF the most cytotoxic. The tests by Indirect Contact allowed to evaluate
the acute exposure to extracts obtained by different contact times of the instrument
with culture medium. The results also point to reduced viability and increased LDH

secretion in all instruments subjected to extracts obtained at 30, 60 and 90 days. By



this methodology, K3XF was able to reduce cell viability by 56% and HyFlex CM, by
52%. An analysis of secreted mediators was performed after contacting the extracts
with THP-1 cells, where it was observed that all instruments induced pro-inflammatory
activity in response to all extracts. The K3XF instrument showed greater expression of
pro-inflammatory cytokines, followed by HyFlex CM and RaCe. Thus, this study
concludes that the repeated thermal cycling can impact the clinical performance of the
tested NiTi endodontic instruments, and the permanence of the fragment in the
periapical region can alter the dynamics of cell viability as the exposure time becomes

longer.

Keywords: Nickel-Titanium; fractures of endodontic instruments; fatigue life; flexibility;
MTT,; LDH; cytokines
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1. INTRODUCAO

O emprego de instrumentos endoddnticos de Niquel-Titanio (NiTi) acionados a
motor proporcionou maior seguranca durante o preparo conico e progressivo de
canais radiculares. Isto porque estas ligas apresentam duas propriedades que as
permitem ser classificadas como “materiais funcionais inteligentes”: o efeito memaria
de forma e a superelasticidade. No primeiro caso, a propriedade confere capacidade
de recuperacdo da forma original do instrumento apos ser solicitado térmica ou
mecanicamente. A superelasticidade é observada pelo baixo valor de modulo de
Young, quando estas ligas sdo comparadas a outras, como aco inoxidavel,
favorecendo um preparo cénico e progressivo do canal, com bom progndéstico mesmo
em canais radiculares de curvaturas mais complexas (Es-Souni et al., 2005; Testarelli
et al., 2011).

Embora sejam materiais mais seguros e mais eficientes no preparo do canal
radicular quando comparados ao aco inoxidavel, os instrumentos rotatérios de NiTi
também estdo suscetiveis a fratura no interior do canal devido a fadiga, que ocorre
pela repeticdo de ciclos de tracdo e compressao durante o preparo mecanico de um
canal curvo, e pode ser precipitada de acordo com o numero de esterilizacdes ao
longo de sua vida util do instrumento, em funcdo de alteracdes fisico-quimicas
(Basrani et al, 2011; Dias et al, 2017).

Cabe ao endodontista avaliar a relacdo risco versus beneficio na remoc¢éo do
fragmento fraturado, pois a retirada pode indicar a necessidade de um novo
procedimento invasivo, como a cirurgia paraendodoéntica. A localizacédo do fragmento
pode impactar de forma significativa no tratamento. Caso esteja posicionado de
maneira a limitar a desinfeccdo quimico-mecénica do sistema radicular, a
permanéncia do instrumento pode resultar no insucesso do tratamento. Outro
parametro que pode influenciar na tomada de decisdo é o fato de que ainda ndo ha
relato na literatura que contemple de forma integral os efeitos da liga de NiTi sobre as
células residentes do ligamento periodontal em caso de extrusao do fragmento além
do &pice e, portanto, os riscos de citotoxicidade pela corrosao natural desses metais
guando os mesmos sdo mantidos no interior do canal, ndo estao elucidados (Shen et
al., 2004; Wefelmeier et al., 2015).

A fim de auxiliar a tomada de decisdo sobre o gerenciamento do fragmento no

sistema radicular, torna-se relevante o estudo dos fatores que levam a fratura dos
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instrumentos durante a utilizacdo clinica, bem como o conhecimento dos efeitos
gerados pelo processo de esterilizagcdo por autoclavagem sobre as propriedades
mecanicas das ligas NiTi, e as alterac6es sobre a viabilidade de células quando
expostas a liga metalica.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O tratamento endoddntico tem como objetivo a desinfeccdo e modelagem de
canais radiculares, a fim de permitir uma obturacdo adequada do sistema,
promovendo controle do processo infeccioso e da periodontite apical. E para que o
tratamento tenha sucesso, o preparo do canal radicular € uma fase crucial, implicando
no uso de instrumentos endodoénticos com capacidade de penetracéo, alargamento,
corte e remocdo mecanica do tecido dentinario (Dias et al., 2017), como mostra a

Figura 1.
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Figura 1. Sequéncia de instrumentacdo de um canal endoddntico: Elemento acometido
(1), Acesso endodbntico (2), Instrumentacéo (3), Obturacdo (4) (Aboud, 2012)

A utilizacéo de instrumentos endoddnticos fabricados a partir de ligas metélicas
de NiTi é relativamente recente, com primeiros relatos na década de 80. A
implementagdo da liga impactou de forma expressiva na seguranca de utilizagao
clinica. Isto se deve as propriedades de efeito memoéria de forma (EMF) e
superelasticidade (SE) encontradas na mistura binaria equiatbmicas dos metais. Estas
propriedades estao relacionadas a transformacdes cristalograficas reversiveis entre a
fase matriz, a austenita cubica de corpo-centrado (B2), para martensita monoclinica
(B19"), originando um material com capacidade de recuperar a forma original apés ser
solicitado térmica ou mecanicamente, como observado na Figura 2, e com menor

modulo de elasticidade, quando comparado aos instrumentos fabricados a partir de
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aco inoxidavel de mesmo diametro. A maior flexibilidade favorece um preparo cénico
e progressivo do canal, com bom progndstico mesmo nos casos com grandes

curvaturas radiculares (Es-Souni et al., 2005; Vieira et al., 2011; Peres et al., 2012,

Sgambitterra et al., 2019).
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Figura 2. Transformacé&o de fases cristalinas da liga NiTi a partir da solicitagdo térmica ou
mecanica: superelasticidade (Adaptado de Castilho & Silva, 2011)

Além das fases B2 e B19", a fase R ou romboédrica pode ser encontrada no
sistema NiTi (Tabela 1). Os instrumentos que contém a fase R séo fabricados pela
empresa SybronEndo, que patenteou um tratamento térmico da liga de NiTi capaz de
estabilizar esta fase a temperatura ambiente, permitindo até mesmo a sua torcao
durante a fabricagdo. Para isso, foi necessario enriquecer a liga com Ni (Vieira et al.,
2011). A fase R é metaestavel na liga NiTi convencional e pode ocorrer

transitoriamente entre as fases B2 e B19°.
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Tabela 1. Estruturas cristalinas presentes no sistema NiTi: B2 (Fase matriz), B2'ou R e B19’

Fases presentes nas ligas do sistema NiTi

' _ Lo
) o ; L
Célula unitéaria : H
J S B
Fase Austenita Martensita Martensita
Simetria Cubica Romboédrica Monoclinica
Nomenclatura B2 B2ou R B19”

(Adaptado de Vieira, 2013)

As propriedades mecanicas das ligas NiTi favoreceram a utilizacdo clinica dos
instrumentos acionados a motor. Desta maneira, os instrumentos sao acoplados a um
motor elétrico, onde sdo configurados a velocidade e o torque, minimizando a
necessidade da instrumentagcdo manual pelo endodontista. Estes instrumentos
rotatérios ficam suscetiveis a fratura no interior do canal devido a fadiga da liga
metalica durante o preparo mecanico, ou a carga torcional. Pode ocorrer também uma
falha mista, com a combinacdo de componentes de fadiga e tor¢éo. A fadiga em flexao
rotativa ocorre pela acdo do movimento rotatério livre no centro da curvatura de um
canal, submetendo o instrumento a ciclos de tensdo e compressao no ponto maximo
de flexdo, quando o mesmo trabalha de forma continua. Nesta situacdo, ocorrem
mudanc¢as microestruturais cumulativas (discordancias) inerentes da deformacao
plastica, que levam a nucleacgéo, crescimento e propagacao de trincas. A falha por
torcdo ocorre quando a carga de torque rotacional aplicada excede o limite de torque
do instrumento. Um exemplo ocorre quando o mesmo é aprisionado no interior do
canal radicular e o motor continua exercendo o giro, levando a fratura (Basrani et al.,
2011; Dias et al., 2017; Sgambitterra et al., 2019; Souza et al., 2015).

Novas técnicas de fabricacdo sédo desenvolvidas com objetivo de melhorar a
performance e seguranca dos instrumentos de NiTi, como por exemplo, o uso de
tratamentos termomecanicos especiais, gerando o0s atualmente conhecidos
instrumentos com Memoaria Controlada (CM) ou mesmo instrumentos martensiticos,
capazes de proporcionar maior flexibilidade e melhor resposta a fadiga. Os

tratamentos térmicos sdo de dominio patentario de cada fabricante (Shen et al., 2011).
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Comumente os fabricantes recomendam a esterilizacdo dos instrumentos antes
da utilizacdo clinica, o que é endossado pela American Dental Association para o
controle de infeccdo (ADA, 1996). Entretanto, a integridade aparente desses
instrumentos apds o0 uso e a auséncia de regulamentagéo sobre 0 nimero maximo de
esterilizacGes, fomenta a reutilizacdo em novos procedimentos e, portanto, ciclagem
térmica de repeticdo. Sabe-se que o aquecimento das ligas NiTi poderia impactar em
alteracOes na rede cristalina original do instrumento, implicando em risco de fadiga ao
longo do uso clinico (Casper et al., 2011; Hifler et al., 2011).

A fratura dos instrumentos endoddnticos constitui uma preocupacdo comum para
os profissionais endodontistas e, embora as técnicas atuais tenham melhorado as
chances de remocdo do fragmento, nem sempre 0 processo é bem sucedido,
implicando na necessidade de acompanhamento pés-procedimento. Além disso, nao
existem protocolos universais que auxiliem a decisdo do profissional em remover ou
nao o fragmento. Em geral, observa-se as condi¢c6es de ocorréncia, como localizacéo
anatdmica e possibilidade de acesso, tamanho do fragmento, e técnicas disponiveis
para a remocao. Essas questdes sao particulares e devem ser tratadas caso a caso,
considerando-se o equilibrio entre as possiveis complicacdes e a taxa de sucesso.
Por exemplo, se um fragmento estiver posicionado de maneira a limitar a desinfec¢ao
do sistema radicular, pode desfavorecer o progndstico. Em contrapartida, a remocao
de um fragmento na por¢ao apical pode implicar em riscos de extrusado além do forame
e/ou necessidade de uma cirurgia parendodontica (Parashos & Messer, 2006;
Wefelmeier et al., 2015).

Um estudo retrospectivo avaliou 8460 pacientes submetidos ao tratamento de
canal entre os anos de 1990 a 2003, e constatou a presenca de um ou mais
fragmentos em 277 pacientes, sendo 78% instrumentos rotatorios de NiTi. Os
resultados ndo apontam para a periculosidade de utilizacdo dos instrumentos, mas
para um reflexo direto da alta adesdo das ligas NiTi frente ao aco inoxidavel, cuja
prevaléncia de fratura antes da década de 80 se mostrava ainda mais alarmante (Spili
et al., 2005).

Os achados de Spili e colaboradores (2005) podem ainda sugerir gue 0 numero
real de fraturas seja maior, pois 0 estudo apenas contemplou os casos em que 0s
fragmentos foram observados por meio de radiopacidade, excluindo os casos em que
a remocdo do instrumento foi o procedimento adotado. Desta forma, estudar os

mecanismos que levam a fratura dos instrumentos se torna relevante para a
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seguranca de uso clinico, sobretudo quando estes instrumentos sdo submetidos a
esterilizacdo em autoclave, pois a acdo térmica pode impactar em alteracbes
significativas na natureza fisico-quimica das ligas, tornando-as mais susceptiveis a
fratura.

Um outro fator a ser considerado € a possibilidade de extrusdo da parte fraturada
pelo forame apical durante a tentativa de remocéo do fragmento. Isto vai promover o
contato direto da liga metalica com células residentes do tecido periapical. O contato
pode ser de curto prazo, pelo tempo necessério para a finalizagdo do procedimento
de remocao, ou de longo prazo, em casos de ndo remocdao. Entretanto, pouco se sabe
sobre os efeitos desta liga metalica sobre as células do ligamento periodontal.

As ligas NiTi sdo extensamente investigadas para aplicacbes na industria
biomédica, sobretudo em implantes de natureza cardiovascular, e por este motivo, 0s
estudos sobre o tema abordam testes in vitro utilizando linhagens celulares afins para
determinar a biocompatibilidade e, mais recentemente, para estimar a
hemocompatibilidade. Entretanto, os mesmos estudos mostram que a compatibilidade
dessa liga pode ser reduzida em fungéo de determinadas condi¢des, dentre as quais,
a liberacdo de grandes concentracbes de ions, sobretudo de niquel, durante o

processo de corrosdo, acarretando reducédo da viabilidade celular (Armitage, 2003).

3. JUSTIFICATIVA

Apesar do grande numero de estudos e de todo conhecimento gerado a respeito
das propriedades mecanicas dos instrumentos endodonticos de NiTi acionados por
motor, o risco de fratura é uma realidade na clinica. Este evento acontece por um
defeito importante na superficie do instrumento, por fadiga do material, ou mesmo por
torcdo. Portanto, o comportamento mecéanico dos instrumentos nas diferentes ligas
deve ser investigado na tentativa de gerar conhecimento capaz de aumentar a
seguranca de utilizag&o clinica.

Na ocorréncia de fratura do instrumento, a remocao do fragmento no interior do
canal nem sempre é um procedimento simples. Em alguns casos so6 é possivel através
de um novo procedimento cirdrgico, podendo causar danos significantes a estrutura
radicular. Por esta razdo, quando a avaliagao preliminar do procedimento indica que

0s riscos néo justificam a remocéo, o fragmento € sepultado no interior do canal.
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A escassez de estudos voltados ao comportamento de células do ligamento
periodontal frente a residéncia dos fragmentos de NiTi na porcao apical, foi a principal
motivacdo para a realizacao deste trabalho, que busca ainda contribuir para a tomada
de decisao do endodontista e aumentar a taxa de sucesso do tratamento de canal.

4. OBJETIVOS

4.10BJETIVO GERAL

O presente trabalho tem como objetivo a avaliacdo de propriedades mecéanicas
apos ciclagem térmica e a citotoxicidade de instrumentos endodénticos fabricados em

ligas NiTi com diferentes tratamentos térmicos: RaCe®, HyFlex CM®, K3®, K3XF®.

4.2 0BJETIVOS ESPECIFICOS

e Verificar se a geometria dos instrumentos atende a norma ANSI/ADA n° 101, 2001
(American National Standard Institute/ American Dental Association);

e Determinar a(s) fase(s) cristalinas e a microdureza para cada tipo de liga;

e Determinar diferenca de flexibilidade entre os grupos;

e Determinar a resisténcia em fadiga e tipo de fratura;

e Verificar se a esterilizacao interfere na microdureza, flexibilidade e vida em fadiga,

e Estudar de forma comparativa o potencial citotoxico da liga NiTi, através da
viabilidade de células L929, por meio de duas metodologias distintas de exposi¢ao:
via Contato Direto e via Contato Indireto, ambas previstos pela 1ISO 10993-5:2009
(International Organization for Standardization);

¢ Analisar mediadores secretados por células do tipo THP-1, através da metodologia
de Contato Indireto, a fim de relacionar a presenca de importantes proteinas ao

carater citotoxico.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1INSTRUMENTOS ENDODONTICOS

O estudo adotou 4 tipos de instrumentos fabricados a partir de ligas NiTi e com
tratamentos térmicos distintos e mesma geometria (0,25mm de diametro da ponta e

conicidade 0,06mm/mm):

» RaCe® (FGK Dentaire SA, La Chaux-de-Founds, Suica): produzido com liga
NiTi tradicional

» Kz®(SybronEndo, Califérnia, EUA): produzido com liga NiTi tradicional

»  Ks3XF® (SybronEndo, Califérnia, EUA): produzido com liga NiTi em fase-R

» HyFlex CM® (Contene/ Whaledent Inc., Ohio, EUA): produzido com liga CM

O desenho da seccéo transversal esta representado na Figura 3, como diametro
da base da ponta, conicidade e seccéo reta transversal. Os instrumentos foram
categorizados em grupos: Grupo 1 - RaCe, Grupo 2 — HyFlex CM, Grupo 3 - Kz e
Grupo 4 - KsXF.

Figura 3. Secao reta transversal dos diferentes instrumentos de NiTi: RaCe (A), HyFlex
CM (B), K3XF (C), K3 (D) (Lopes & Siqueira Junior, 2004)
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5.2 CARACTERIZACAO

5.2.1 Anélise Morfométrica

A morfometria foi realizada em lupa binocular estereoscopica Opticam®, e as
imagens foram observadas através do software TS-View®, com escala ajustada em
0,51mm, como mostra a Figura 4. Avaliou-se a base da ponta (D0), com aumento de
5%, e os didametros D3 e D9 (a 3 e 9 mm da ponta, respectivamente), em aumento de
2x. Para calculo de conicidade, empregou-se a equacdo exposta na Figura 5, de
acordo com o item 6.3.3.2 da norma ANSI/ADA n° 101, 2001.

Figura 4. Medidas obtidas por microscopio 6ptico da lima K3XF.

Escala ajustada em 0,51mm

C=D9-D3
d

Figura 5. Equagéo de célculo de conicidade, onde: C = conicidade, D9 = diametro a 9mm

da ponta do instrumento, D3 = didmetro & 3mm da ponta do instrumento,

d = distancia entre D9 e D3

5.2.2 Difracédo de Raio X

Para a difracdo de raio X (DRX), os instrumentos foram fixados em uma placa
de vidro com auxilio de uma fita adesiva dupla-face. Utilizou-se o difratbmetro
PANalytical X Pert Pro®, em configuracéo foco de linha, feixe de Cobalto e filtro de Fe,
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em tensdo de 45kV e corrente elétrica de 40mA. O difratograma foi gerado no
programa HighScore Plus® 4.7.0 e os picos dos planos cristalograficos foram
comparados com as fichas correspondentes as ligas NiTi, para que fossem detectadas
as possiveis fases (B2 — austenita, B19’ — martensita e R — romboédrica).

5.2.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

A microscopia eletrébnica de varredura (MEV) foi realizada em microscépio
Quanta FEI 250® em dois momentos distintos: instrumentos como recebidos, e
instrumentos apods ensaio flexdo rotativa, a fim de verificar o acabamento, possiveis

distor¢des e a natureza da fratura.

5.3ESTERILIZACAO DOS INSTRUMENTOS PARA ENSAIOS MECANICOS

Os grupos foram divididos em 3 subgrupos (n=10/ grupo): instrumentos néo
esterilizados, esterilizados 2 vezes e esterilizados 4 vezes, como mostra a tabela 2,
com intervalo de aproximadamente 60 minutos entre esterilizacdes, em temperatura
ambiente. Foram utilizados os seguintes parametros: T=136+2°C, t = 60min,
P=0,22MN/m?2. Estes parametros sdo pré-programados nas autoclaves de utilizagcdo

em consultério odontolégico (autoclavagem).
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Tabela 2. Distribuicdo dos instrumentos em grupos em funcdo do namero de ciclos de esterilizacao

Nome Tipo de liga do Subgrupo Numero de ciclos
comercial instrumento (a=K0)) de esterilizacao
A 0
1 Ks® NiTi convencional B 2
C 4
A 0
HyFlex .
2 Memoria controlada B 2
CM®
C 4
A 0
3 RaCe® NiTi convencional B 2
C 4
A 0
4 KsXF® Fase-R B 2
C 4

5.4ENSAIOS MECANICOS

5.4.1 Microdureza Vickers

Para determinar a Microdureza Vickers, foi utilizada a porcéo intermediaria dos
instrumentos como recebido e apdés serem esterilizados. As amostras foram
embutidas em baquelite, com embutidora Fortel® — EFD40. O lixamento foi realizado
com lixadeira Fortel® — PLF, com lixas Norton de granulagéo 200, 400, 600 e 1200, e
alumina de granulacdo 1 ym (Fortel®) para o polimento. Foi utilizado o microdurdémetro
Micromet 2003 Bueler®. As indentacdes foram feitas com 100gf durante 15s, e

avaliadas em aumento de 40x.

5.4.2 Flexdo em 45°

Os ensaios de flexdo em 45°, ou cantilever, foram realizados em maquina de
ensaio universal EMIC DL200 MF®, com uma célula de carga de 20N, seguindo a
norma n° 28 da ANSI/ADA, 2001 (Figura 6).
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Figura 6. Aparato para ensaio de flexdo em 45°

Uma morsa de aco projetada para o ensaio foi usada para imobilizar os
instrumentos a 3mm da ponta. Neste ponto, aplicada a forca de carga a uma
velocidade de 15mm/min. Os cabos dos instrumentos foram mantidos a 45°, fixados

em outra morsa (Figura 7).

Figura 7. llustragdo do dispositivo para ensaio de flexdo em 45° a 3mm da ponta, uma
forca de é aplicada, a uma velocidade constante de 15mm/min, até que o instrumento

esteja a 45°. Ao final do curso da ponta, a forca € registrada (Soares, 2012)

Os resultados foram analisados por software Tesc®, fornecendo a forca maxima
(of), as forcas em trés angulos, 21°, 37° e 45°, com deslocamentos respectivos de
5mm, 10mm e 13mm, e a deformacao na forca maxima (mm) de instrumentos como

recebidos e esterilizados.
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5.4.3 Flexdo Rotativa

O ensaio de flex&do rotativa foi realizado nos grupos e respectivos subgrupos,
com emprego de um dispositivo proprio, que buscou simular a condi¢éo clinica da
instrumentacdo de um canal curvo. Para isso, um canal artificial confeccionado em
tubo de aco foi fixado a morsa do aparelho, de modo a permitir a insercdo do
instrumento instalado no motor em um eixo coincidente com a direcao da parte reta
do canal (Figura 8A). O canal artificial apresentou centro de curvatura distando de
4,75mm da saida do canal (ponto critico para fratura dos instrumentos), em

aproximadamente 5mm da ponta, representada por D5 (Figura 8B).

Figura 8. Aparato para ensaio de flexao rotativa: posicionamento do contra angulo do

motor elétrico e do canal artificial no aparato utilizado (A); ilustragédo do canal (B)

O tempo da vida em fadiga dos instrumentos foi determinado como o tempo
méaximo em rotacdo para ocorrer a fratura. Este tempo foi registrado, e com a
velocidade ajustada no motor (300rpm) calculou-se o nimero de ciclos para a

fratura (NCF), como mostra a Figura 9.

NCF =300 x t

Figura 9. Equacao para estabelecer o niumero de ciclos para fratura, onde: 300
representa o nimero de rota¢des por minuto e t, o tempo, em minutos, para a fratura do

instrumento
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5.5PREPARACAO DOS INSTRUMENTOS PARA ENSAIOS BIOLOGICOS

Os instrumentos foram mantidos imersos em solugéo de Extran 2%, durante 30
minutos, e enxaguados sucessivamente em banhos de 20 minutos, onde 3 foram
realizados em agua comum e 2 em agua destilada. Em seguida, secaram em estufa

a 60°C, por 2h, e foram autoclavados a 120°C, por 30min.

5.6 ENSAIOS BIOLOGICOS

Os ensaios bioldgicos buscaram observar a viabilidade celular, através das
técnicas de MTT e liberacdo de LDH, via Contato Direto e indireto com células L929,
e avaliar a liberacéo de citocinas, através de Contato Indireto com células THP-1. Os
ensaios de Contato Direto e Indireto séo previstos para avaliacdo de citotoxicidade de
biomateriais pela Internacional Organization for Standardization (ISO 10993-5:2009).

Para o presente estudo, foram utilizados fragmentos dos instrumentos, em
funcdo da necessidade de atender a relacdo de Massa versus Volume descrita 1ISO
10993-5:2009 para dispositivos sélidos com formato irregular (Tabela 3), obtidos
através do corte a uma determinada distancia da base da ponta, até que atingissem a

massa necessaria em relacao a capacidade volumétrica do poco de cultura.
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Tabela 3. Padrdes de area de superficie e volume de extrato liquido
Proporcado de extragcédo

Espessura (area de superficie ou _
Formas do material

mm massa/volume)
+10%

<05 6 cm2/ml Filme, folha, estrutura
tubular
05a1,0 3 em2ml estrutura tubular, placa,
pequenos itens moldados
>10 1,25 cm?ml ltens grandes moldados
Dispositivos sélidos po, pellets, espuma, ndo
de forma irregular 0.2 g/ml absor:]voelggzsc;sltens
Dispositivos porosos
de forma irregular
0,1 g/ml membranas

(materiais de baixa
densidade)
(Traduzido de 1SO 10993-5:2009)

Os ensaios foram conduzidos utilizando linhagem L929, oriunda de fibroblastos
de camundongo, e THP-1, linhagem celular monocitica humana, cedidas pelo Banco
de Células do Rio de Janeiro, devidamente atestadas, para auséncia de bactérias ou

micoplasma, executados em triplicata, e em trés experimentos independentes.

5.6.1 Manutencao da Linhagem L929

As células do tipo L929 foram mantidas em cultura, utilizando-se meio DMEM
Low (Dulbecco’s Modified Eagle Medium), enriquecido com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB), em estufa a 37° C e 5% de CO2. Parte da cultura foi designada ao ensaio de
Contato Direto, onde ocorreu exposicao direta da monocamada ao instrumento, e
outra parte, designada ao ensaio por Contato Indireto, onde a monocamada é exposta
ao extrato obtido pela permanéncia do instrumento com meio de cultura. A morfologia
da linhagem L929 pode ser observada na Figura 10, em aumento de 20x, cuja imagem

foi obtida por microscépio éptico Primo Vert Zeiss® equipado com Axio Cam Erc5s®.
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Figura 10. Morfologia das células da linhagem L929 em cultura: as setas apontam

algumas células em crescimento (aumento de 20x)

5.6.2 Manutencéao da Linhagem THP-1

As células monociticas do tipo THP-1 foram mantidas em cultura, utilizando-se
meio RPMI-1640 (Roswell Park Memorial Institute), enriquecido com 10% de SFB, em
estufa & 37° C e 5% de CO.. Para a realizagdo da analise de citocinas secretadas, as
células foram induzidas a diferenciagdo em macrofagos com uso de PMA (Phorbol 12-
myristate 13-acetate), conforme Schutte e colaboradores, 2009. Apdés 72 horas do

processo de indugédo, a monocamada subconfluente, foi exposta ao extrato.

5.6.3 Estudos preliminares ao Ensaio de Contato Direto: Proliferagao Celular e
Integridade da Monocamada

Antes de realizar o ensaio de Contato Direto, se mostrou importante estabelecer
o volume inicial de células por poco a ser empregado, a fim de garantir a morfologia
da cultura pelo tempo maximo de exposi¢do do instrumento, evitando que qualquer
impacto sobre a viabilidade celular pudesse ser atribuido ao efeito de inibicdo de
proliferacdo por contato.

Desta maneira, diferentes concentracdes iniciais de células foram cultivadas em
meio DMEM Low contendo diferentes concentracdes de SFB, como representado na

Tabela 4, em placas de 24 pocgos, e a viabilidade celular foi aferida apés 1, 7, 15 e 30
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dias de cultivo, utilizando Synergy H4 Hibrid Reader Biotek®, em absorbancia de

630nm e interfaceado com software Gen5®.

Tabela 4. Pardmetros empregados no ensaio de proliferacdo celular

Concentracao inicial

Absorbéancia (nm)

7 dias

15 dias

30 dias

1 dia

1X 10° (SEB 3%) | 0,232 0,009 0,602 + 0,209
1 X 10° (SFB 10%) | 0,256 + 0,008 | 1,951 + 0,142 | 3,257 +0,126 | 2,743 + 1,157
3 X 10°(SFB 3%) 0,299 + 0,022 | 2,142 +0,188 | 3,159 + 0,215 | 2,126 + 1,103
3 X 10° (SFB 10%) | 0,374 +0,022 | 2,098 + 0,164 | 3,121+ 0,260 | 3,183 + 0,224
5 X 10° (SFB 3%) 0,415+ 0,032 | 2,100 + 0,150 | 3,129 + 0,145 | 2,315 + 0,360
5 X 10° (SFB 10%) | 0,500 + 0,041 | 2,253 + 0,145 | 3,195+ 0,450 | 2,662 + 0,355
7 X 10° (SFB 3%) 0,490 + 0,054 | 2,106 + 0,066 | 3,589 + 0,291 | 2,326 + 0,484
7 X 10° (SFB 10%) | 0,495+ 0,083 | 2,141+ 0,265 | 3,137 + 0,259 | 2,594 + 1,046

Além de determinar as condi¢des iniciais de cultivo através do ensaio de
proliferacdo celular, observou-se a integridade da monocamada em exposi¢do ao
contato direto com instrumento, a fim de endossar que qualquer acdo sobre a
viabilidade da cultura fosse oriunda somente da interagdo com a liga NiTi e ndo de
qualquer injuria fisica provocada pela morfologia do instrumento. Para isso, utilizou-
se as condi¢cfes que mimetizassem o maior tempo de estudo, onde as células foram
cultivadas em placas de 24 pocos em Contato Direto com os instrumentos, por 30
dias, com troca de meio de cultura suplementado a cada 4 dias. A integridade foi
aferida em microscépio 6ptico Primo Vert Zeiss® equipado com Axio Cam Erc5s®, com
aumento de 10x.

5.6.4 Ensaio de Contato Direto

Para o estudo da viabilidade celular por Contato Direto, as células da linhagem

L929 foram cultivadas em 4 placas de 24 pocos, em uma concentracgédo inicial de 3 x
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103 células e 1000ul de DMEM Low + SFB 10%, por poc¢o, e mantidas em estufa a 37°
C e 5% de CO2. Foram utilizados somente 16 pogos por placa, sendo os demais
preenchidos com 1000ul de tampé&o fosfato salino (PBS — Phosphate buffered saline)

como mostra a Figura 11.

OO®O®O)O)
*@ ‘@ ‘@ ‘@ @ ‘@ @ 1929 + DMEM Low + SFB 10%
OSSO

Figura 11. llustracdo da placa para cultivo de L929

Apés 36h, a linhagem ja se encontrava subconfluente, como preconizado na ISO
10993:5/2009, momento em que os instrumentos foram inseridos em duplicata de
poco por placa, conforme Figura 12. Cada uma das placas foi submetida aos ensaios
de viabilidade respeitando o tempo de leitura: 1, 7, 15 ou 30 dias ap0s a inser¢ao dos
instrumentos. A cultura teve meio substituido a cada 4 dias, ap6és ciclo de 3 lavagens
com 300ul de PBS.

%() *(\) %ﬂ’@ *() “(\) ® k3

e@ ¢® v@ QO) ,@)56) (@] f,:; (DMEM Low + SFB 5%)
00®9O0

Figura 12. llustracdo da placa de cultivo de L929 para experimento via Contato Direto:

cada placa de 24 pocos recebeu um instrumento, com exposicdo em duplicada

5.6.5 Obtencéo de Extratos para Contato Indireto

Para os extratos empregados no estudo de viabilidade celular, cada instrumento

foi inserido em tubo falcon de 50ml, contendo 400ul de DMEM Low, seguindo a relag&o
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M x V preconizada pela 10993:5/2009, e mantidos em estufa a 37° C e 5% de COg,
por 1, 7, 15, 30, 60 e 90 dias, conforme Figura 13.

Instrumento

A1 II}
A
[ ] ]

Figura 13. Esquema ilustrativo de incubag&o dos instrumentos endododnticos para

obtencéo do extrato para ensaio via Contato Indireto

Para a anélise dos mediadores secretados, cada instrumento foi inserido em tubo
falcon de 50ml, contendo 400ul de RPMI-1640, seguindo a relagdo M x V preconizada
pela 10993:5/2009, e mantidos em estufa & 37° C e 5% de COz, por 15, 30, 60 e 90
dias, conforme Figura 13. Os tempos escolhidos para este ensaio sao justificaveis
pelo alto custo da técnica e pela auséncia da observacao de resultados significativos

em menores tempos através dos ensaios de viabilidade celular.

5.6.6 Ensaio de Contato Indireto

Para andlise de viabilidade celular, as células L929 foram plaqueadas em 96
pocos, a uma concentracdo de 1 x 10* células por poco, contendo DMEM Low + 10%
SFB. A cultura foi incubada por 24h em estufa a 37° e 5% de CO2. Apés este periodo,
todo sobrenadante foi substituido por 100ul de extrato obtido em cada tempo e a placa
foi incubada por mais 24h. Em seguida, os ensaios de MTT e liberagao de LDH, foram
realizados.

Para andlise de mediadores secretados, as células do tipo THP-1 foram
plaqueadas em 96 pogos, a uma concentracdo de 5 x 104 células por poco, contendo
RPMI-1640 e PMA, e incubadas por 72h em estufa a 37° e 5% de CO2. Ap0s a inducgéo
de diferenciacdo celular da linhagem monocitica em macréfagos, todo sobrenadante

foi retirado dos pocgos e substituido por 100ul de extrato obtido com RPMI-1640,
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seguido de incubacao por 24h, em estufa a 37° e 5% de CO.. Finalizado o periodo de
incubacdo, o sobrenadante da cultura foi conduzido a analise de mediadores
secretados.

E importante salientar que os instrumentos do tipo K3 ndo sdo mais fabricados
atualmente. Isto porque, em 2011, a empresa responsavel, SybronEndo, lancou no
mercado uma nova versao, a K3XF, cujo tratamento térmico permitiu a estabilizacéo
da liga metalica em fase-R, gerando um instrumento com mais flexibilidade que a liga
NiTi convencional da K3. Por esta razéo, a indisponibilidade do produto no mercado
nao permitiu a aquisicdo de novos instrumentos que pudessem ser fragmentados de
acordo com arelacdo M x V, preconizada pela 10993:5/2009, para obtencéo do extrato
necessario para ensaio via Contato Indireto. Entretanto, as analises se seguiram para
estes instrumentos através do método de Contato Direto, uma vez que a norma nao
prioriza nenhum dos ensaios em detrimento do outro, e que a descontinuidade do

produto ndo isenta dos riscos implicados durante seu uso clinico.

5.6.7 MTT

Para avaliar a viabilidade celular, utilizou-se Triton 10% como controle positivo
de morte (Ctrl+). Para isto, 10% do volume de meio foi substituido pelo mesmo volume
de Triton concentrado, em 4 pocos onde anteriormente s6 havia L929 em meio, e a
placa foi novamente incubada em estufa a 37°C e 5% de COg2, por 30min. Na
sequéncia, retirou-se todo sobrenadante dos pocos adicionou-se 330ul da solucéo
contendo reagente MTT (brometo de [3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium]),
e a incubacédo ocorreu por 3h em estufa a 37°C e 5% de CO2. Apos este periodo, foi
descartado todo sobrenadante e as células foram homogeneizadas com 100ul de
DMSO para lise celular e solubilizacdo da formazana gerada. Como controle negativo
de morte (Ctrl-), foi empregado somente L929 com DMEM Low + SFB 10%, para
Contato Direto, e SFB10% para o ensaio de Contato Indireto. A viabilidade celular foi
aferida utilizando Synergy H4 Hibrid Reader Biotek®, em absorbancia de 630nm para
contato direto e 570nm para Contato Indireto, interfaceado com software Gen5®. Para
as células do tipo THP-1, a metodologia adotada foi a mesma.
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5.6.8 Liberacédo de LDH

Para analise da liberacdo de LDH (lactato desidrogenase), coletou-se 30ul de
sobrenadante de cada um dos pocos do meio de cultivo nos diferentes tempos de
estudo, momentos antes de submeter as amostras a incubagdo com MTT. O
sobrenadante fui incubado em placa de 96 pocos, onde foi adicionado 30ul/ poco do
substrato do kit comercial Cyto Tox® 96 Nom-Radio. A incubagéo ocorreu a 30°C, por
30min, em auséncia de luz. Na sequéncia, 30ul/ poco da solucdo de parada foi
adicionado, e a leitura pdde ser realizada através do Synergy H4 Hibrid Reader

Biotek®, com absorbancia de 490nm e interfaceado com software Gen5®.

5.6.9 Analise de Mediadores Secretados

Para observacdo de mediadores secretados, utilizou-se o sobrenadante obtido
a partir de 24h de exposicao da cultura aos diferentes extratos. O sobrenadante foi
analisado em placas de 96 pocos, através do sistema Luminex xMAP® e kit comercial
contendo esferas magnéticas para deteccdo de 27 analitos secretados da amostra
(painel 27-plex: IL-1B, 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, eotaxin, bFGF, GCSF, GM-CSF, IFN-y, IP-10, MPC-1 (MCAF),
MIP-1a, MIP-13, PDGF-BB, RANTES, TNF-a, VEGF). O ensaio adotou as
recomendacdes do fabricante, seguindo parametros de calibracéo e validacao do Bio-
Plex Magpix®, e curva padrdo. Em seguida, ocorreu a lavagem automatizada do
sistema, via Bio-Plex Pro®, e as beads magnéticas foram adicionadas em cada um
dos 96 pocos contendo sobrenadante. As placas foram incubadas na auséncia de luz,
durante 1h, sobre sistema de agitacdo constante a 350rpm. Posteriormente, as beads
foram ressuspensas em solugcdo tampao fornecida pelo fabricante, sob agitacéao

constante (1200rpm), por 30s, e as amostras foram lidas no aparelho BioPlex Magpix®.
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5.7 ANALISE ESTATISTICA

Para andlise estatistica, utilizou-se o software IBM® SPSS® Statistics versao 21.
Inicialmente, foi realizada uma analise de outliers para retirada de valores atipicos.
Em seguida, os resultados foram submetidos ao teste de normalidade Shapiro-Wilk.
Quando a distribuicdo se mostrou ndo normal, adotou-se teste de Kruskal-Wallis. Os
dados que apresentaram distribuicdo normal foram submetidos ao teste de andlise de
variancia (one-way ANOVA), e teste post-hoc de compara¢des multiplas de Student-
Newman-Keuls (SNK), quando houve homogeneidade de variancia, e teste post-hoc
de comparacbes multiplas de Dunnett T3, quando houve heterogeneidade de

variancia. O nivel de significancia de todos os testes foi de 5% (p<0,05).

5.8 ORGANOGRAMA DE CARACTERIZACAO

[ k3 | [HyFlexcm | [ Race | [ KaxF

Morfometria ——: Geometria e dimensdes

MEV —— Microestrutura :

DRX — > Defeitos e acabamento superficial
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5.9 ORGANOGRAMA DE ENSAIOS MECANICOS

[ k3 | [HyFlexcm | [ Race | [ KaxF

| | |

Instrumentos 2 ciclos de 4 ciclos de
como recebido esterilizagao esterilizagao

|

1

5.10 ORGANOGRAMA DE ENSAIOS BIOLOGICOS
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 CARACTERIZACAO

6.1.1 Analise Morfométrica

A andlise morfométrica permitiu avaliar os didmetros e conicidade dos
instrumentos. As informagdes sobre a precisdo dimensional puderam ser confrontadas
com as especificacdes de fabricacdo. A Figura 14 mostra os diametros reais do
instrumento RaCe obtidos a partir de retas tangentes as cristas superiores e inferiores
da haste helicoidal cdnica, observados através da lupa binocular estereoscépica
Opticam®.

L)

Scale:0.51mm
—_—

N

Scale:0.51Tmm
—

Figura 14. Microscopia Optica do instrumento RaCe, escala de 0,51mm. Em A, o instrumento antes da
medicdo dos diferentes didmetros. Em B, observou-se as medidas obtidas pelas retas tangentes

(linhas vermelhas) as cristas superiores e inferiores da parte ativa dos mesmos

A dimensao DO do instrumento é determinada pelo didametro da base da ponta e
serve como referéncia durante a instrumentacdo do canal, pois o seu valor e a
conicidade nominal permitem determinar o didmetro de trabalho em cada segmento
do canal (Vieira et al., 2011). A exemplo da Figura 14, dez instrumentos de cada marca
comercial foram igualmente mensurados para que se pudesse determinar a
conicidade, e os dados podem ser observados na Tabela 5.
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Tabela 5. Valores médios de diametro para os diferentes instrumentos e respectivas conicidades

D2 D3 D4 D5 D6 D7 D8 D9 Conicidade

0,27 | 0,33 0,39 | 0,46 | 0,52 | 0,58 | 0,64 | 0,71 | 0,77 | 0,84 0,06
BRI 001 | 0,02 (0,01|0,01|0,01|0,01|0,01]|0,01|0,01|0,02 0,00
QACOM 0,05 | 0,05 0,03 |0,03|0,02|0,02|0,01 0,02 0,02 |0,02 0,06
HyFlex CM
VCCIERN 024 | 0,29 | 0,36 | 0,42 | 0,48 | 0,54 | 0,60 | 0,67 | 0,74 | 0,79 0,06
BRI 001 | 0,02 |0,01|0,01|0,01|0,01|0,01]|0,02|0,02|0,02 0,00
QACON 006 | 0,06 | 0,02 | 0,02 |0,01|0,01|0,02]|0,02|0,02|0,02 0,05
RaCe
0,27 | 0,34 | 0,41 | 0,48 | 0,54 | 0,60 | 0,66 | 0,72 | 0,78 | 0,85 0,06
0,01 | 0,01 | 0,02 | 0,02 | 0,03 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,02 | 0,03 0,01
0,03 | 0,04 | 0,05 | 0,05 | 0,05 | 0,04 | 0,04 | 0,03 | 0,03 | 0,03 0,12
K3XF
VCCIER 025 | 0,30 | 0,37 | 0,43 | 0,49 | 0,55 | 0,61 | 0,68 | 0,74 | 0,80 0,06
BRI 001 | 0,02 |0,01|0,01|0,01|0,01|0,01]|0,02|0,01|0,01 0,00
QACON 0,03 | 0,05 | 0,02 [ 0,03 |0,03|0,02|0,02|0,02|0,02 |0,02 0,02

A morfometria revelou que os instrumentos atendem a recomendacéo da norma
ANSI/ADA n°101, 2001. A base da ponta respeitou o limite de até +0,025 e a
conicidade, o limite de até + 0,01. O instrumento de maior precisédo de fabricagdo foi

0 K3XF, com DO e conicidade idénticos aos nominais.

6.1.2 Difracédo de Raio X

O estudo por DRX permitiu determinar o tipo de estrutura cristalina, o que
possibilitou entender o comportamento mecéanico das ligas ap6s as ciclagens
térmicas, uma vez que as propriedades dos metais sédo ditadas principalmente pela
estrutura em reticulo cristalino e pela forga de ligagdo (Pires et al., 2015).

Para os instrumentos do estudo, a difracdo de raio X nao revelou diferencas entre

RaCe e K3, que apresentaram estrutura cristalina austenitica, como observado na
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Figura 15 e Tabela 6. O instrumento Hyflex CM apresentou coexisténcia de fases

austenita e martensita (Figura 16), enquanto que o instrumento K3XF apresentou

coexisténcia de austenita e fase-R (Figura 17). Alguns estudos apontam diferencas

nas propriedades mecanicas dos instrumentos (Lopes et al., 2011; Rodrigues et al.,

2011; Lopes et al., 2013), porém nenhum demonstrou efetivamente a presenca delas

utilizando uma técnica experimental. ApGs a esterilizacdo as fases se mostraram

estaveis, ndo havendo diferencas nos difratogramas dos instrumentos como recebido,

e autoclavados duas e quatro vezes.
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Figura 15. Difratograma de raio X dos instrumentos RaCe e K3
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Figura 17. Difratograma de raio X do instrumento K3XF
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Tabela 6. Grupo espacial, sistema cristalino e fases dos instrumentos, por DRX

Grupo _ _ _
Instrumento ; Sistema cristalino
espacial
RaCe e K3 Pm-3m Cubica Austenita
. o Austenita e
HyFlex CM Pm-3m e P2:/m Cubica e monoclinica _
Martensita
K3XF Pm-3m e R3 Cubica e romboédrica Austenita e R

(Callister Jr, 2002)

6.1.3 Microscopia Eletrénica de Varredura

A analise por MEV foi realizada nos instrumentos como recebidos a fim de
verificar o acabamento de superficie, aresta lateral de corte (Figura 18), morfologia
dos instrumentos (Figura 19), e possiveis defeitos existentes que pudessem
influenciar os resultados dos ensaios mecéanicos. A andlise qualitativa das imagens
permitiu observar que as marcas comerciais possuem acabamentos diferentes, sendo
possivel qualificd-los de melhor para pior na seguinte ordem: RaCe, HyFlex CM, K3 e
K3XF.

Figura 18. Aresta lateral de corte do instrumento K3 (Aumento de 400x)
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Figura 19. Geometria da ponta, por¢cdo média da parte ativa e interse¢cdo com o intermediario
(D16) dos instrumentos RaCe (A), HyFlex CM (B), K3 (C) e K3XF (D), em aumento de 150x

Os instrumentos K3 apresentaram muitas marcas de usinagem e 0s
instrumentos do tipo K3XF exibiram inimeras microcavidades em seu acabamento
(Figura 20). Estas microcavidades podem estar relacionadas ao maior teor de Niquel
na liga, que forma precipitados de 22 fase incoerente. O aumento de precipitados ricos
em Ni, € esperado nos instrumentos K3XF, pois a sua aglomeracdo favorece a
formacdo de fase-R por gerar maior campo de concentracdo de tensdo na rede
cristalina, aprisionando a martensita romboédrica. Em contrapartida, os instrumentos
RaCe apresentaram superficie de acabamento mais homogénea, o que ja é esperado
em fungd@o do tratamento eletroquimico que recebe durante a fabricacdo, a fim de
reduzir ranhuras advindas do processo. Todos os instrumentos apresentaram fratura
do tipo dactil, corroborando com outros trabalhos (Lopes et al., 2010; 2011; 2013;
Rodrigues et al., 2011; Vieira, 2013).
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Figura 20. Superficie de acabamento dos instrumentos RaCe (A), HyFlex CM (B), K3 (C)
e K3XF (D), em magnificacdo de 500x

6.2 ENSAIOS MECANICOS

6.2.1 Microdureza Vickers

O ensaio de microdureza Vickers foi realizado nos instrumentos como recebidos
e apods o processo de ciclagem térmica, a fim de verificar possiveis alteracdes na
microestrutura que pudessem refletir na resposta mecéanica dos materiais quando
solicitados.

Os resultados dos grupos ensaiados estdo expostos na Tabela 7 e foram
submetidos ao teste de Shapiro-Wilk constatando-se a normalidade dos dados, e por

esta razdo, complementados com o teste ANOVA com nivel de significancia em 5%.
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Tabela 7. Microdureza Vickers de instrumentos como recebido e ap6s ciclagem térmica

pHV Recebido (pnHV) 2 autoclavagens (uHV) 4 autoclavagens (uHV)
K3 362 + 27,324 357 + 24,1244 360,34 + 25,5142
HyFlex CM 345 + 15,424 350 + 17,214 351,3 + 15,6742
RaCe 348,6 + 23,92%2 332 + 21,73 351,7 + 22,452
K3XF 272,4 + 31,607 281,3 + 32,214 280,72 + 31,84~

*Letras mailsculas indicam diferenga estatistica entre os grupos de esterilizagao ciclica (p<0,05)

*Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)

A microdureza Vickers ndo apresentou diferenca estatisticamente significante
entre 0s quatro grupos testados (K3 p=0,907, Hyflex CM p=0,658, RaCe p=0,133, e
K3XF p=0,785). Isto ocorreu devido algumas variaveis de interferéncia do processo
de caracterizacdo, como embutimento e lixamento do material, uma vez que a
inclusdo em resina acrilica envolve uma reacéo de polimerizacdo exotérmica e o ato
de lixar o instrumento pode gerar martensita pelo processo de transformacao
martensitica induzida por tensdo (Thompson, 2000). Apesar destas possiveis
modificagdes microestruturais, foi detectada uma menor dureza da liga do instrumento
K3XF em relacao aos outros instrumentos (p<0,05), isto ocorreu devido a dominancia
da fase-R na liga. Os ciclos de autoclavagem nao influenciaram na microdureza

Vickers das ligas dos instrumentos (p>0,05).

6.2.2 Flexdao em 45°

O ensaio de flexdo em 45° teve como objetivo a avaliagdo dos efeitos sobre a
deformacéo elastica sofrida pelos diferentes instrumentos apos a ciclagem térmica,
uma vez que a flexibilidade pode influenciar a vida do instrumento em fadiga e a
capacidade do instrumento modelar adequadamente em canais curvos com
seguranca.

Os resultados foram registrados em forca (gf) e podem ser observados na Tabela
8. Para o tratamento dos dados, o teste de normalidade de Shapiro-Wilk foi realizado

em todos os grupos ensaiados, demonstrando distribuicdo normal. Portanto o teste de
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hipétese adotado foi paramétrico (ANOVA), com nivel de significancia ajustado em
5% e complementado pelo teste de comparacées multiplas de SNK com nivel de

significancia em 5%.

Tabela 8. Valores de forca (gf) determinados pelo ensaio de flexdo em 45°

Instrumento Recebido (gf) 2 autoclavagens (gf) 4 autoclavagens (gf)
K3 630,26 + 32,45 684,71 + 18,0352 684,24 + 33,4652
HyFlex CM 216,92 + 17,637 244,87 + 21,248 233,85 + 18,1480
RaCe 455,35 + 18,23A¢ 491,64 + 17,988¢ 503,82 + 158¢
K3XF 426,90 + 15,469 447,40 + 11,9084 471,21 + 17,45

*Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os grupos de esterilizagado ciclica (p<0,05)
*Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)

O ensaio demonstrou que houve diferenca entre os valores de forca relatados
para 0s instrumentos ndo autoclavados. Isto ocorreu devido as diferencas na
geometria da secc¢do reta transversal, que influencia o seu desenho (Figura 19), e as
diferencas na estrutura cristalina (Tabela 6). Os instrumentos apresentaram a seguinte
ordem do mais flexivel para o menos flexivel: HyFlex CM > K3XF > RaCe > K3. HyFlex
CM mostrou maior flexibilidade devido a predominancia de martensita na sua
composi¢ao, pois possui menor modulo de elasticidade em comparag¢éo com austenita
(Thompson, 2000, Sousa et al., 2015), proporcionando menor rigidez. O instrumento
K3XF apresenta a fase-R, ou romboédrica, que possui um médulo de elasticidade
menor que o da martensita (Vieira et al., 2011), porém devido a geometria do
instrumento, e a tecnologia CM de HyFlex CM, o mesmo mostrou ser menos flexivel.
Os instrumentos RaCe e K3 apresentaram a austenita como principal fase, o que
confere uma maior rigidez, em funcdo do arranjo cristalino cubico de corpo centrado.
O instrumento K3 foi ainda mais rigido que RaCe devido sua geometria com maior
namero de hélices e maior robustez.

Embora Casper et al. tenha publicado um estudo em 2011 mostrando que a
ciclagem térmica de alguns instrumentos de NiTi ndo seria capaz de alterar a
deformacéo sob tensdo e a resisténcia a fratura, neste estudo, foi possivel perceber

que os ciclos de autoclavagens tornaram os todos os instrumentos menos flexiveis,
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sendo RaCe e K3 os mais rigidos. Isto pode ter ocorrido devido a presenca de alguma
fracdo martensitica residual oriunda do processo de usinagem no momento da
fabricacdo que, quando submetida ao calor da esterilizacao facilita a recuperacéo da
fase matriz austenitica. Os instrumentos HyFlex CM se tornaram mais rigidos pelo
mesmo motivo. Para estes trés instrumentos, as modificacdes ocorreram logo apos o
segundo ciclo, ndo havendo diferenca estatisticamente significante entre 2 e 4 ciclos
de autoclavagem (p>0,05). O instrumento K3XF apresentou aumento significativo da
rigidez, sobretudo quando submetido ao maior niumero de autoclavagens. Isto pode
ter ocorrido porque a fase-R, sendo uma martensita metaestavel, € desfavorecida
durante o processo de aquecimento. Outro fator a ser considerado € o niamero de
particulas na composi¢cdo do material, sugerindo a necessidade de estudos de
quantificacdo da fragéo de fases nos instrumentos para corroborar com os achados.

6.2.3 Flexao Rotativa

O ensaio de flexdo rotativa foi adotado a fim de observar o comportamento
mecanico dos instrumentos quando solicitados no uso clinico e os impactos sobre as
propriedades mecanicas apos ciclagem térmica. Para isso, um aparato confeccionado
em acgo e embutido em resina foi utilizado para simular o canal (Figura 8). Os valores
referentes ao nimero de ciclos necessario para a fratura dos diferentes instrumentos
sdo mostrados na Tabela 9 e apresentaram-se normais segundo o teste de
Kormolgorov-Smirnov. Os NCFs dos instrumentos esterilizados foram comparados
através do teste ANOVA complementado com o teste SNK, ambos com nivel de

significancia em 5%.
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Tabela 9. Numero de ciclos para fratura (NCF) dos instrumentos endoddnticos

Instrumento Recebido (NCF) | 2 autoclavagens (NCF) 4 autoclavagens (NCF)

K3 207 + 17,80% 349 + 43,6582 311 + 16,73¢
HyFlex CM 714 + 47,10% 322 + 64,675 272 + 63,9982
RaCe 132 + 11,504 122 + 17,5070 99 * 14,70°°
K3XF 291 + 31,507 473 + 21,398¢ 306 + 78,052

*Letras mailsculas indicam diferenga estatistica entre os grupos de esterilizagao ciclica (p<0,05)

*Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)

Os resultados apontaram comportamento diferente do observado no ensaio de
flexdo em 45° mesmo para instrumentos nao autoclavados, e apresentaram a seguinte
ordem, do maior para 0 menor tempo para fratura: HyFlex CM > K3XF > K3 > RaCe.
O fator dominante para a maior vida em fadiga observado nos instrumentos do tipo
HyFlex CM, pode ser atribuida a alta flexibilidade proporcionada pela fase martensitica
do material, uma vez que quanto maior a flexibilidade, menor a intensidade de tenséo
no interior do canal simulado, o que tera consequéncias na nucleacdo e propagacao
das trincas.

Teoricamente, devido sua estrutura cristalina, o instrumento K3XF deveria ter
uma maior vida em fadiga em relacdo ao HyFlex CM, porém isto ndo ocorreu devido
sua geometria (que a torna mais rigida) e ao seu acabamento superficial. O
acabamento superficial possui influéncia na fadiga, pois os defeitos funcionam como
concentradores de tenséo (Lopes et al., 2011). Comparando instrumentos de mesma
geometria e morfologias diferentes, os instrumentos K3XF possuem uma vida 28,87%
maior que os K3, e os HyFlex CM, 81,5% maior que a RaCe. Uma solucéo para
melhorar a vida em fadiga dos instrumentos como recebido é sugerido no estudo de
Anderson e colaboradores, publicado em 2007, onde o grupo demonstra maior
resisténcia a fratura em instrumentos eletropolidos, por reduzir significativamente
irregularidades superficiais que poderiam atuar como pontos concentradores de
tenséo e propagadores de fissuras (Anderson et al., 2007; Lopes et al., 2010).

Quando submetidos aos ciclos de autoclavagem os instrumentos apresentaram
comportamentos heterogéneos. Isto ocorre, porque a autoclavagem sucessiva

provoca modificacbes no tratamento térmico adotado pelo fabricante, em alguns
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casos, reduzindo a vida atil do instrumento em fadiga, como nos casos dos
instrumentos do tipo HyFlex CM e RaCe. Por este motivo os fabricantes dos
instrumentos mais atuais recomendam 0 uso Unico dos instrumentos. Em relacéo a
esse aspecto uma atencéo deve ser dada ao instrumento HyFlex CM, pois fabricante
recomenda a esterilizacdo para recuperacdo da forma do material, quando os
resultados deste estudo apontam para uma reducéo de até 62% da vida Gtil em fadiga

apos a ciclagem térmica.

6.3ENSAIOS BIOLOGICOS

6.3.1 Ensaio de Proliferacéo Celular

O ensaio de proliferacdo celular constituiu importante etapa precursora dos
experimentos de viabilidade, e teve como objetivo avaliar o comportamento da cultura
ao longo dos tempos em que seriam reproduzidos os testes via Contato Direto. Isto
se fez necessario porque a 1ISO 10993:5/2009 preconiza a analise da viabilidade com
24h de exposicao das células os dispositivo-teste e, um dos objetivos deste trabalho
foi extrapolar este tempo com andlises de 24h, 7, 15 e 30 dias por acreditar que parte
da toxicidade poderia estar relacionada a liberacdo de ions metalicos diante da
exposi¢do prolongada. Desta forma, a quantidade inicial de células, assim como a
guantidade de suplementacdo do meio DMEM Low com SFB, poderiam garantir ou
condenar a viabilidade celular no decorrer dos diferentes tempos de experimento,
sugerindo resultados néo fidedignos.

Para isto, utilizou-se placas de 24 pog¢os e empregou-se concentracdes iniciais
diferentes de células/ po¢o: 1 x 103, 3 X 103, 5 X 103 e 7 X 103, variando a concentracéo
fornecida de suplemento.

A Figura 21 mostra o perfil de crescimento da populacdo das células L929,
através da absorbancia em funcdo do tempo. Com a leitura realizada em 7 dias,
observa-se um crescimento exponencial para todas as concentrac¢des iniciais, o que
€ esperado, uma vez que o0 meio conta com pequeno volume de células, espaco fisico

livre e nutrientes em abundancia.
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Ensaio de Proliferacao Celular (L929)
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Figura 21. Proliferag&o de células L929 ao longo do tempo

Ao 15° dia, todas as concentracdes atingem um platé na taxa de proliferacao,
porém com diferencas particulares: as menores concentracdes iniciais, 1 X 103
SFB3% e 10%, atingiram maiores popula¢cdes celulares, enquanto as concentracdes
iniciais maiores se mantiveram mais homogéneas. A explosdo metabdlica das baixas
concentracdes foi inversamente proporcional a capacidade de manutencédo da cultura
em longos tempos de experimento, defasando rapidamente o espaco fisico e os
nutrientes da suplementacéo.

Com 30 dias de experimento, a concentracdo 1 X 102 SFB3% apresenta a menor
viabilidade entre as concentracdes, com apenas 17% de células vivas em relacdo ao
volume celular apresentado em 15 dias. As demais concentracfes comecam a
apresentar declinio na viabilidade, seja por escassez de nutrientes, ou por inibicdo do
crescimento por contato, onde o glicocalix emite sinais quimicos que interrompem a
mitose.

A concentracéo inicial de 3 X 103 SFB10% manteve o crescimento regular ao
longo dos diferentes tempos e mesmo ao 30° dia apresentou-se satisfatoriamente
viavel, o que demonstra que o crescimento homogéneo combinado a maior taxa de
suplementacao foi suficiente para o crescimento e manutencdo da cultura. Embora
esta tenha sido a concentragao inicial escolhida para realizagéo do ensaio via Contato
Direto, ndo € possivel garantir o perfil ascendente desta concentracdo inicial em

tempos maiores de estudo.
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6.3.2 Integridade da Monocamada

Além do volume inicial de células a ser empregado no ensaio por Contato Direto,
outra preocupacdo inicial da metodologia dos ensaios biol6gicos envolveu a
possibilidade de o instrumento fragmentar a monocamada celular em funcéo da sua
morfologia e, sobretudo, pela presenca das arestas de corte na porcdo ativa que, ao
menor movimento, poderiam comprometer a integridade da cultura. Por esta razao,
utilizou-se uma cultura sob as mesmas condi¢cdes de cultivo empregadas no ensaio
de citotoxicidade, onde as células foram cultivadas em contato com os instrumentos
por 15 dias e observadas ao microscopio éptico.

A Figura 22A mostra o po¢o contendo células somente com DMEM Low +
SFB10%, enquanto 22B mostra as células em Contato Direto com o instrumento.
Ambas as imagens foram obtidas em magnificacdo de 10x, e mostram que o
instrumento ndo proporcionou rompimento da monocamada ou dano fisico até este

periodo.

Figura 22. Avaliacdo da integridade da monocamada durante teste preliminar por

Contato Direto (10x). Em A, células sem a incluséo do fragmento do instrumento, apos

15 dias de cultivo. Em B, células em Contato Direto com o instrumento durante 15 dias

6.3.3 MTT Via Contato Direto

No ensaio colorimétrico utilizando MTT, a biorredugcdo do composto MTT em um
produto cromogénico, a formazana, ocorre por acao de desidrogenases mitocondriais,

revelando a viabilidade das células por uma relacéo direta da atividade mitocondrial
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(Mosmann, 1983). E importante que esta atividade possa ser analisada ao decorrer
de tempos prolongados de exposicao ao material testado, uma vez que o fragmento
do instrumento, quando n&o removido do interior do canal, se torna residente por
tempo indeterminado. Por esta raz&o, as leituras das placas foram realizadasem 1, 7,
15 e 30 dias para ensaios via Contato Direto, garantindo a observacdo do
comportamento das células em exposicdo ao instrumento pelo maximo de tempo
capaz de assegurar a manutencédo da cultura. Logo, diferente dos tempos maiores
adotados para os ensaios de Contato Indireto, a metodologia proposta demonstra a
limitacdo da manutencdo da cultura por 60 e 90 dias, pois poderia apontar para
resultados sugestivos de falso-positivo para citotoxicidade, em funcdo da fase de
declinio do crescimento celular pela inibicdo da proliferagédo por contato.

A Figura 23 mostra a viabilidade das células L929 ao longo do tempo, onde se
observa claramente que o dia 1 apresenta menor viabilidade em todas as amostras,
incluindo o Ctrl-, quando comparado aos demais tempos. Isto ocorre porque 24 horas
apos o plagueamento da concentracédo inicial de células (3 x 103 células/poco), a
cultura encontra-se em subconfluéncia mas ndo atingiu o platd de crescimento e,
portanto, pode apresentar-se em fase de laténcia. Entretanto, podemos observar na
Tabela 10 que, quando comparado o perfil de crescimento celular entre os
instrumentos e o Ctrl- para 0 mesmo periodo, 1 dia, as limas do tipo HyFlex CM e K3
demonstraram significante reducdo da viabilidade celular, sugerindo um possivel
efeito citostatico ou citotoxico sobre a linhagem L929 diante de uma exposicdo aguda
aos instrumentos. Estes resultados se tornam ainda mais relevantes quando
consideramos que ambos 0s instrumentos se tornaram mais rigidos apos a ciclagem
térmica e que HyFlex CM teve sua vida em fadiga reduzida apés os ciclos de
esterilizacdo, pois a susceptibilidade de fratura do instrumento aliada ao curto periodo
de exposicédo a liga metélica ja poderia gerar ao paciente riscos pela permanéncia do

fragmento em contato com células residentes do ligamento periodontal.
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Figura 23. Viabilidade de células L929, por MTT, via Contato Direto. O Ctrl- representa o

controle negativo de morte e Crtl+ é o controle positivo de morte. Teste de Kruskal-Wallis

com multiplas comparagdes em relagdo ao respectivo grupo controle negativo de morte
(* p<0,05; * p<0,01; ** p<0,001)
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Tabela 10: Valores percentuais médios de absorbancia em relagdo a média de Ctrl- (1, 7, 15 e 30 dias),

por ensaio de MTT, via Contato Direto

HyFlex K3 RaCe K3XF Ctrl- Ctrl+
CcM
1 dia
Média 20,76 19.64% | 23414Ba | 23308Ba | 27 57Ba 1,972
(DP) (3,20) (4,70) (7,57) (2,05) (7,36) (0,45)
7 dias
Média 01,3248 | 8876°b | 84,95 | 855728 | Q5 10Bb 2,12Cab
(DP) (12,71) (11,94) (10,14) (10,92) (13,26) (0,26)
15 dias
Média 94,79 94,35 92,58 01,65 | 102,197 4,498
(DP) (13,83) (15,58) (12,76) (13,10) (10,10) (3,93)
30 dias
Média 86,007 87,694 84,78 87,71 | 102,698 1,932
(DP) (17,25) (7,42) (11,78) (10,80) (12,24) (0,22)

*Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)

*Letras minUsculas indicam diferenca estatistica entre os tempos para um mesmo instrumento (p<0,05)
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Em funcéo do platd de crescimento celular ocorrer por volta do 7° dia, os valores
percentuais médios de absorbancia, observados na Tabela 10, foram indexados pela
média de valores obtidos para os Ctrl- nos tempos 7, 15 e 30 dias. Com isso, buscou-
se melhor compreensdo dos fendomenos de viabilidade celular, minimizando a
tendéncia de reducédo da média de viabilidade que ocorreria com a inclusdo do Ctrl-
em 24h na indexacéao.

Ainda considerando a Figura 23 e a Tabela 10, o instrumento HyFlex CM
demonstrou diferenca estatistica na viabilidade celular quando observados os valores
para 1 versus 7 dias, 1 versus 15 dias e 1 versus 30 dias. Entretanto os resultados
entre 7, 15 e 30 dias ndo apresentaram diferenca estatistica, e este fendmeno se
repetiu para todos os instrumentos. Contudo, comparando-se ao Ctrl-, os quatro
instrumentos apresentaram reducdo da viabilidade em 30 dias, sugerindo que a
exposicao prolongada das células L929 aos diferentes instrumentos teria relacédo

direta com o declinio de atividade mitocondrial.

6.3.4 Liberacdo de LDH Via Contato Direto

O teste de LDH € um ensaio enzimatico direto, sendo considerado marcador da
integridade da membrana plasmatica. Isto porque a enzima lactato desidrogenase
esta presente em todo citoplasma celular e, quando a membrana plasmatica é
danificada, a enzima pode ser detectada no meio externo, devido a reducéo do sal
Tetrazoluim, que é catalisado, gerando 2-(4-lodonitrofenil)-3-(4-nitrofenil)-5-fenil-
tetrazoluim cloro e formazana. Desta forma, quando maior a intensidade de
absorbancia obtida através do ensaio, maior o volume enzimatico encontrado em meio
extracelular, e menor a viabilidade da cultura.

O estudo de liberacdo de LDH via Contato Direto foi conduzido apés 1, 7, 15 e
30 dias de exposicado da cultura ao instrumento, tal qual o MTT via Contato Direto,
permitindo observar o comportamento da cultura em uma exposi¢céo aguda e cronica.
Os resultados, expostos na Figura 24, mostram que a toxicidade por exposi¢éo aguda,
sugerida pelo ensaio de MTT com 1 dia de Contato Direto, ndo foi observada por esta
técnica para o mesmo periodo. Isto pode indicar que a reducdo na viabilidade celular

observada por MTT n&o representou um evento citotoxico, mas sim, um efeito
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citostatico produzido pela liga NiTi convencional contida em K3 e martensitica de
HyFlex CM.

Liberagdo de LDH por Células L929

Contato Direto
1,4

1,2

E 1

‘; 08 « 4HyFlex CM
g ' o mK3
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Figura 24. Liberacéo de LDH por células L929, via Contato Direto. O Ctrl- representa o
controle negativo de morte e Ctrl+ é o controle positivo de morte. Teste one-way ANOVA
com multiplas comparagdes de Dunnett T3 em relacdo ao respectivo grupo controle
negativo de morte (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)

Em contrapartida, com 30 dias de Contato Direto, os sobrenadantes coletados
de todos os instrumentos apresentaram quantidade significativamente maior de LDH
gue o controle negativo de morte, indicando reducéo na viabilidade celular, e isto pode
ser observado na Tabela 11, através dos valores percentuais médios de absorbancia
indexados a média obtida para os controles positivos de morte, obtidos em 7, 15 e 30
dias. Embora todos os instrumentos tenham se mostrado nocivos a linhagem celular,
com reducéo de viabilidade em 26,29% para os instrumentos HyFlex CM e 41,39%
para os instrumentos RaCe, K3XF chama atengéo por reduzir a populacéo de células
em cerca de 55,76%. Vale ressaltar que este instrumento é uma versao mais recente
de K3, cujo tratamento térmico permitiu a estabilizacdo da liga metalica em fase-R,
gerando um instrumento com mais flexibilidade que a liga NiTi convencional da K3.
Entretanto, a citotoxicidade de K3XF se revelou maior que seu par, K3, que reduziu a

viabilidade em 28,80%, e 0os ensaios mecanicos demonstraram aumento na sua
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rigidez, além de reducédo da vida util em fadiga, a partir de 2 ciclos de esterilizacao.

Por esta razdo, K3XF deve ser empregada com cautela na clinica endodontica.

Tabela 11: Valores percentuais médios de absorbancia em relagao a média de Ctrl+ (1, 7, 15 e 30 dias),

por ensaio de LDH, via Contato Direto

HyFlex K3 RaCe K3XF Ctrl- Ctrl+
CM
1 dia
Média 16,6772 14,9242 16,134 15,1672 11,954 67,5552
(DP) (2,70) (2,02) (3,39) (3,27) (2,97) (8,72)
7 dias
Média 22,96"Ba 25,1340 26,4570 27,32Ab 11,808 93,36
(DP) (7,73) (5,03) (2,14) (7,38) (5,39) (11,28)
15 dias
Média 25,8578 26,7478 31,97Abc 37,4200 15,048Bab 102,0160¢
(DP) (9,98) (6,42) (5,89) (9,12) (8,96) (6,48)
30 dias
Média 27,5040 30,137 43,30Ac 58,34°8¢ 17,04¢b 104,62°¢
(DP) (5,52) (7,11) (9,85) (10,73) (5,07) (4,06)

*Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)
*Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os tempos para um mesmo instrumento (p<0,05)

6.3.5 MTT Via Contato Indireto

Um dos processos de degradacdo de biomateriais ocorre por corrosdo. A
corrosdo pode ser mais ou menos extensiva em funcdo das propriedades fisico-
quimicas do material, do meio em que se encontra, e da capacidade de interacao entre
os dois. Durante a corrosdo, um material classificado como bioinerte do ponto de vista
toxicolégico, pode liberar ions que assume carater toxico para o meio (Morais et al.,
2007). Além disso, a forma de exposicao, seja ela cronica ou aguda, pode sugerir
perfis variaveis de toxicidade.

Se por um lado, o ensaio via Contato Direto permitiu avaliar o efeito da liga
metalica sobre as células de forma aguda e crbnica, até 30 dias, a técnica de
citotoxicidade via Contato Indireto permitiu conhecer os efeitos diante de uma

exposicao aguda com extratos obtidos em diferentes tempos. Logo, espera-se que
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guanto maior o tempo de permanéncia do instrumento com o meio do extrato, maior
a tendéncia a corrosao e liberacdo de ions de Ni e Ti.

Ao Contato Direto, foi possivel observar que com 1 dia de exposicdo da cultura
aos instrumentos, HyFlex CM e K3 reduziram a viabilidade de células L929, sugerindo
um efeito citostatico e, com 30 dias, todos os instrumentos foram nocivos, sendo K3XF
o de maior potencial citotoxico (Tabelas 10 e 11). Entretanto, a exposi¢cao aguda via
Contato Indireto, observado na Figura 25, mostra que o declinio da viabilidade celular
€ progressivo a partir do 15° dia de experimento, chegando a uma reducédo de
aproximada de 40% da atividade mitocondrial em células submetidas ao extrato com
instrumento RaCe, 52% com HyFlex CM e 56% com K3XF, em 90 dias.

Viabilidade de Células L929 por MTT
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Figura 25. Viabilidade de células L929, por MTT, via Contato Indireto. O Ctrl- representa
o controle negativo de morte e Ctrl+ é o controle positivo de morte. Teste de Kruskal-
Wallis com mdltiplas comparagdes em relagdo ao respectivo grupo controle negativo de
morte (* p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001)

A Tabela 12 mostra a viabilidade de células L929, através dos valores
percentuais médios de absorbancia indexados a média obtida para os controles
negativos de 7, 15 e 30 dias, assim como adotado para Contato Direto. O aumento do
potencial citotdxico sobre a linhagem L929 progressivo pode sugerir que com tempos
maiores, a liga metalica esteja mais susceptivel ao processo de corrosao, liberando

para o meio, ions metalicos de Ni e Ti (Moraes et al., 2007; Santos et al., 2011). Isto
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também justificaria a maior toxicidade entre os instrumentos K3XF, pela precipitacéo
de 22 fase incoerente de Ni. Embora estudos apontem para bioinércia de Titanio,
pouco se sabe sobre a atividade do Ni em diferentes células, Quadras e
colaboradores, apontam para possiveis efeitos de hipersensibilidade, de

citotoxicidade e genotoxicidade (Quadras et al., 2018).

Tabela 12: Valores percentuais médios de absorbancia em relagdo a média de Ctrl- (1, 7, 15 e 30 dias),

por ensaio de MTT, via Contato Indireto

HyFlex CM RaCe
1 dia
Média 87,79/ 89,9172 87,182 91,6142 3,578
(DP) (10,08) (8,21) (8,12) (18,48) (0,29)
7 dias
Média 83,134 88,782 81,82A%¢ 97,26"2 3,388Bab
(DP) (9,50) (6,18) (9,58) (10,87) (0,06)
15 dias
Média 81,48ABab 87,04/Bac 76,45/ 101,37B2 3,70¢ab
(DP) (3,48) (4,96) (3,08) (2,81) (0,36)
30 dias
Média 65,534 78,58/ 64,53/ 101,37Ba 3,70¢ab
(DP) (19,76) (11,40) (22,40) (12,53) (0,29)
60 dias
Média 52,0940 56,23Acb 38,658 94,70% 3,36P2
(DP) (9,33) (11,45) (3,71) (23,09) (0,21)
90 dias
Média 48,3070 59,63ABbc 43,93A0c 87,9282 4,12¢b
(DP) (13,12) (14,25) (15,64) (21,92) (0,46)

*Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)

*Letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre os tempos para um mesmo instrumento (p<0,05)

6.3.6 Liberagcdo de LDH Via Contato Indireto

Assim como adotado no ensaio de MTT via Contato Indireto, a liberacdo de LDH
foi realizada em culturas submetidas aos extratos obtidos em 1, 7, 15, 30, 60 e 90 dias
de contato dos instrumentos com meio de cultura. E, tal qual visto através do MTT via

Contato Direto, os valores de absorbancia obtidos pela liberacdo de LDH é crescente
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para os extratos com maiores tempos, como pode ser observado na Figura 26. Isto
corrobora com os resultados obtidos através do MTT via Contato Indireto, onde se
pode perceber a reducéo de viabilidade celular progressiva entre as culturas o longo
dos tempos, com apice de efeito citotdxico em amostras tratadas com extratos de 90

dias.

Liberacdo de LDH por Células L929 por LDH

Contato Indireto
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Figura 26. Liberagcéo de LDH por células L929, via Contato Indireto. O Ctrl- representa o
controle negativo de morte e Ctrl+ é o controle positivo de morte. Teste de Kruskal-Wallis
com multiplas comparag8es em relacao ao respectivo grupo controle negativo de morte
(* p <0,05; * p<0,01; ** p<0,001)

A Tabela 13 é padronizada através dos valores percentuais médios de
absorbancia indexados a média obtida para os controles positivos de morte, em 7, 15
e 30 dias, e mostra consideravel efeito sobre a viabilidade celular em 60 dias, onde
Hyflex CM reduziu a populacdo de células L929 em 37,25%, RaCe em 34,28%, e
K3XF em 38%. Com extratos de 90 dias, o perfil de liberacdo de LDH se mantém, com
reducéo da populagao celular em 49,77% para instrumentos HyFlex CM, 47,60% para
instrumentos do tipo RaCe, e 52,60% para K3XF. Estes valores corroboram com 0s
achados nos demais ensaios biologicos e apontam para a nocividade da permanéncia

dos instrumentos endoddnticos no interior do canal para fibroblastos.



Tabela 13: Valores percentuais médios de absorbancia em relacdo a média de Ctrl+ (1, 7, 15 e 30 dias),

por ensaio de LDH, via Contato Indireto

HyFlex CM RaCe K3XF Ctrl- Ctrl+
1 dia
Média 7,387 10,4272 10,8442 3,12Ba 94,46¢2
(DP) (5,32) (1,92) (1,65) (1,39) (2,21)
7 dias
Média 9,65”Bac 12,337 10,958ac 3,028 08,88¢ab
(DP) (3,20) (0,85) (1,24) (0,82) (1,37)
15 dias
Média 22,23Ad 20,05ABab 21,46ABab 2,035 100,35¢
(DP) (2,01) (1,05) (1,44) (0,28) (5,33)
30 dias
Média 29,71Abc 29,03A0c 31,2040c 2,228a 100,780
(DP) (5,41) (2,09) (5,31) (0,32) (2,08)
60 dias
Média 37,077 34,12ABbc 37,8270 2,865 99,53¢Cab
(DP) (7,83) (6,27) (6,11) (0,74) (4,27)
90 dias
Média 48,67/8b 46,5548p 51,4470 3,42Ba 97,79Cab
(DP) (3,35) (5,40) (3,27) (1,03) (3,96)

*Letras maiulsculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)

*Letras minusculas indicam diferenca estatistica entre os tempos para um mesmo instrumento (p<0,05)

6.3.7 Analise de Mediadores Secretados

Em fung&o do alto custo associado a analise de mediadores secretados, foram
selecionados somente o0s extratos, cuja exposicao via Contato Indireto as células do
tipo THP-1, apontaram nocividade: 15, 30, 60 e 90 dias. O Apéndice A deste trabalho
traz os valores médios para as citocinas expressas para os diferentes instrumentos.

A Figura 27 mostra as principais citocinas secretadas apos a exposicao de
células THP-1 aos extratos de diferentes instrumentos. Foram consideradas como
principais citocinas aquelas de significancia ao processo de injaria celular e cujos
valores médios de secrecdo apontaram diferenca estatistica (p<0,05) em relagéo a
meédia do controle negativo de morte. Desta forma, observa-se a presenca de 6

principais citocinas: Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-10 (IL-10), Interleucina-13 (IL-
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13), Fator de Necrose Tumoral-a (TNFa), Interleucina-1p (IL-1B) e Proteina
Inflamatoria de Macréfago (MIP-1).

IL-6
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Figura 27. Principais citocinas secretadas por células THP-1 apds Contato Indireto com extratos de
15, 30, 60 e 90 dias. O Ctrl- representa o controle negativo de morte. Teste de multiplas comparagfes
de Kruskal-Wallis (IL-6, TNF-a e IL-13) e teste one-way ANOVA com mudltiplas comparagdes Dunnett

T-3 (IL-1p8, MIP-1B, IL-10) em relagdo ao respectivo grupo controle negativo de morte
(* p<0,05; * p<0,01; ** p <0,001)

A analise de mediadores secretados mostra 0 aumento progressivo na secrecao
de IL-6 a medida em que se aumenta o tempo do extrato. Esta é uma interleucina pro-
inflamatéria, amplamente encontrada em processos de fase aguda e produzida por
diversos tipos celulares, dentre os quais, macrofagos, mondcitos, eosinofilos (Oliveira

et al., 2011). Por se tratar de um dos mais importantes marcadores de leséo tecidual
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(Volp et al., 2008), sugere que todos os instrumentos testados foram capazes de
desencadear resposta celular nociva e de carater inflamatoria, promovendo a reducao
da viabilidade celular observada nos demais ensaios biol6gicos, em funcdo da
exposi¢cdo aguda aos extratos. Entre os instrumentos, é possivel observar que o
extrato obtido com RaCe e K3XF desencadearam menor e maior expressao de IL-6,
respectivamente, em todos os tempos, e que com o extrato de 90 dias, K3XF induziu
uma secrecdo 5% maior que HyFlex e 40% maior que RaCe. Um dos principais
mediadores de estimulo a IL-6 € o TNFa, uma citocina igualmente pro-inflamatoria,
produzida principalmente por macréfagos, mondcitos e linfécitos-T, capaz de induzir
reacoes de apoptose (Volp et al., 2008), e que se mostrou elevada em todos os
extratos.

IL-1B € uma interleucina pro-inflamatoria produzida por macréfagos, monaocitos,
assim como IL-6 e secretada em reacfes de fase aguda. Este estudo mostra que o
aumento da secrecao de IL-1p foi bastante significativo para todos os extratos e, com
90 dias, HyFlex CM chega a aumentar 15% da expressédo em comparacao com RaCe,
o0 instrumento com mais baixo potencial pré-inflamatério. Aqui, temos K3XF mais uma
vez demonstrando maior potencial pro-inflamatério, com aumento de 16% em
comparacao com RaCe e 40x maior que o controle negativo de morte. Considerando
que a alta concentracédo de IL-1p3 seja capaz de produzir inflamacao em nivel sistémico
através da ciclooxigenase-2 (COX-2), pela formacéo de prostaglandina-2 (PGEz2) no
hipotalamo anterior (Oliveira et al., 2011), a exposicdo crbnica ao instrumento K3XF,
poderia atuar como um agente pré-pirético. As interleucinas do tipo 1 sédo potentes
indutoras de outras entidades importantes no processo inflamatério, como a prépria
IL-6 e MIP-1, outro mediador com que apresentou secrecao expressiva neste estudo.
A Proteina Inflamatoria de Macréfago-B, também denominada CCL4, € uma citocina
guimiotatica (quimiocina) com propriedade pré-inflamatdria, altamente responsiva aos
estimulos inflamatorios, tanto de natureza aguda quanto cronica (Ren et al., 2010). Os
dados mostram a expressao desta quimiocina 11,1% maior em extratos contendo
HyFlex CM e 24,5% maior em extratos contendo K3XF

IL-10 e IL-13 séo interleucinas de natureza anti-inflamatoria, sintetizadas por
células imunoldgicas, como linfocitos B, linfocitos T, macrofagos e mondcitos. A IL-10
possui capacidade de estimular a producéo enddgena de citocinas anti-inflamatérias,

além de inibir citocinas de natureza pré-inflamatéria, como IL-1 e IL-6 produzidas por
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macrofagos ou mondcitos ativados. A 1L-13, em contrapartida, pode inibir a
interleucina-10 para ndo exacerbar a resposta anti-inflamatoria e tem alto potencial
sobre a inibicdo da producéo de mediadores pro-inflamatorios como IL-1a, IL-18, IL-
6, IL-8, IL-10, IL-12 e TNFa (Oliveira et al., 2011). Neste estudo, o seu aumento em
ambas as interleucinas sugere uma relacdo responsiva direta aos mediadores de
natureza pro-inflamatorios de fase aguda e corrobora a teoria de injuria causada pela
presenca de particulas deletérias de Ni e/ou Ti as células testadas. E natural que
diante de uma exposicao crbnica, IL-10 e os mediadores pro-inflamatorios sofressem

reducao pela acéo de citocinas desta natureza.

7. CONSIDERACOES FINAIS

O estudo da morfometria revelou que os instrumentos atendem a recomendacao
da norma ANSI/ADA n°101, 2001, entretanto, por MEV foi possivel observar que os
instrumentos K3 apresentam muitas marcas de usinagem enquanto K3XF mostra
inlmeras microcavidades em seu acabamento, que podem estar relacionadas ao
maior teor de Niquel na liga. Todos os instrumentos apresentaram fratura do tipo ddctil
e ndo sofreram alterac@o da estrutura microcristalina, mesmo apds sucessivos ciclos
de esterilizacdo. Entretanto, o ensaio de flexdo em 45° revelou aumento da rigidez de
todos os instrumentos com o maior numero de esterilizac6es. Em flexao rotativa, todos
os instrumentos apresentaram reducdo da vida em fadiga com a ciclagem térmica,
com atencgao especial ao instrumento HyFlex CM, cujo NCF reduziu aproximadamente
62%. Os ensaios de biologicos via Contato Direto demonstraram citotoxicidade em
exposicao crbénica de 30 dias, com significante reducao da viabilidade celular, para
todos os instrumentos, sendo o0 mais citotéxico K3XF, capaz de reduzir a populacéo
de células viaveis em até 55,76%, seguido de RaCe, com reducdo de 41,39%. Os
ensaios via Contato Indireto corroboram os achados via Contato Direto e mostram que
quanto maior o tempo de permanéncia do instrumento com o meio para formacao do
extrato, maior foi o potencial toxico para células L929. Os instrumentos do tipo K3XF
também demonstraram maior citotoxicidade via Contato Indireto, chegando a reduzir
a viabilidade celular em 56% com extrato de 90 dias, seguido de HyFlex CM com
reducéo de 52% e RaCe, 40%. O alto teor de Ni, aparente na formacao de precipitado

de 22 fase incoerente da liga de K3XF pode ser um fator potencializador do efeito
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toxico destes instrumentos, sendo necessarios mais estudos para determinar o perfil
constituinte da liga. Quanto aos demais instrumentos, a ordem de citotoxicidade pode
revelar que a avaliacdo por Contato Direto seja relevante para analise de exposi¢ao
aguda, porém deficiente para expressar atividade nociva dos instrumentos em
exposicao cronica, pois a manutencdo da cultura implica na substituicdo de meio
nutritivos periddicamente, o que poderia carrear parte dos ions nocivos liberados
presentes no sobrenadante, e na dificuldade de atingir a subconfluéncia sugerida pela
norma em tempos de exposicdo cronica maiores que 30 dias. Ao analisar os
mediadores secretados pelas células THP-1, observou-se aumento progressivo da
expressao de citocinas pro-inflamatdrias e anti-inflamatérias, ou seja, extratos obtidos
com maiores tempos de contato com o0s instrumentos, revelaram maior potencial
nocivo as células, sendo K3XF o instrumento mais deletério em todos os tempos de
extrato, seguido de HyFlex CM e RaCe. Vale ressaltar que a alta citotoxicidade,
associado ao aumento de rigidez e reducdo de vida util em fadiga apds ciclagem
térmica apresentados por K3XF e HyFlex CM, sugere o uso cauteloso destes
instrumentos e avaliacdo adequada do prognoéstico clinico diante da fratura dos
mesmos, pois o risco de insucesso do tratamento pode estar intimamente relacionada
a fatores intrinsecos a liga e processo de fabricacdo destes instrumentos. Estudos
futuros devem ser propostos a fim de quantificar o teor de niquel e titanio presente
nos extratos a fim de justificar a capacidade deletéria dos diferentes instrumentos

sobre cultura celular.
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APENDICE A — MEDIA E DP DOS VALORES DE CITOCINAS SECRETADAS POR

CELULAS THP-1 APOS CONTATO COM EXTRATOS DE 15, 30, 60 E 90 DIAS

Dias HyFlex CM RaCe K3XF Ctrl-

IL-6 (pg/ml)
15 2,06% 2,074 2,49B2 0,12¢2
(0,38) (0,18) (0,03) (0,06)
30 3,87AP 3,562 4,9682 0,11¢2
(0,54) (0,48) (0,31) (0,03)
60 5,94A¢ 5,118° 7,36¢P 0,13P2
(0,42) (0,17) (0,47) (0,02)
90 7,20Md 5,388P 7,55Ak¢ 0,158
(0,31) (0,28) (0,42) (0,03)

IL-10 (pg/ml)
15 4,057 3,75% 4,5282 0,19¢2
(0,27) (0,13) (0,22) (0,03)
30 10,187 9,407 11,4270 0,165
(0,54) (0,57) (0,92) (0,02)
60 18,35%¢ 16,80%° 20,838¢ 0,15¢
(0,50) (0,41) (0,92) (0,02)
90 20,22Ad 18,874¢ 22,698¢ 0,16¢
(0,30) (1,04) (0,67) (0,04)

IL-13 (pg/ml)
15 1,777 1,79 1,9982 0,22¢2
(0,23) (0,09) (0,09) (0,02)
30 2,78ABP 2,654BP 3,18% 0,238
(0,32) (0,15) (0,24) (0,05)
60 3,55%P 3,308¢ 4,16° 0,22ba
(0,14) (0,19) (0,22) (0,02)
) 3,48"° 3,56"° 4,04°5¢ 0,23¢2
(0,15) (0,13) (0,11) (0,00)

TNFa (pg/ml)
15 1,55% 1,4478a 1,75%@ 0,298
(0,14) (0,07) (0,18) (0,09)
30 2’51Aab 2’25ABab 2’49Aab 013lBa
(0,15) (0,22) (0,24) (0,07)
60 2,73ABb 2,508¢cab 2,98A° 0,31¢2
(0,21) (0,21) (0,19) (0,08)
90 2,504 2,54ABb 2,740 0,3282
(0,21) (0,20) (0,32) (0,05)

IL-1B (pg/ml)
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15 2,45% 2,70 2,627 0,31°
(0,07) (0,15) (0,12) (0,11)
30 5,830 5,684 6,50%° 0,288
(0,49) (0,20) (0,29) (0,04)
60 9,601E¢ 9,35%° 10,998¢ 0,25¢
(0,50) (0,15) (0,16) (0,04)
90 11,5584 10,05 11,688 0,28
(0,45) (0,15) (0,17) (0,03)
MIP-1B (pg/ml)
15 5,244a 4,697 5,792 0,37
(0,02) (0,46) (0,68) (0,11)
30 13,11780 11,1740 14,8650 0,30¢
(1,12) (1,00) (0,78) (0,07)
60 24,2148¢ 23,02%¢ 27,728¢ 0,34¢
(0,72) (0.47) (1,26) (0,04)
90 27,5178 24,76/ 30,828¢ 0,37¢
(0,78) (0,29) (1,25) (0,04)

*Letras mailsculas indicam diferenca estatistica entre os instrumentos (p<0,05)
*Letras mindsculas indicam diferenca estatistica entre os tempos para um mesmo instrumento e mesma citocina
(p<0,05)
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PESQUISA PROPOSTO
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Correlacao do didametro do preparo de uma nova
geracao de instrumentos de NiTi com as dimensoes de
cones de guta-percha de sua antiga geracao através de

uma analise morfomeétrica

Correlation of the diameter preparation of a new generation of NiTi instrument with the dimensions of gutta-percha
points of its old generation through a morphometric analysis

Marja Ribeiro da Silva dos Santos Oliveira,’ Eduardo Paulo Carvalho,’ Jacqueline Silva Cardoso Lunz, Emmanuel Jodo Nogueira Leal da Silva,'?* Edson Jorge
Lima Moreira,'?* Victor Talarico Leal Vieira'2*

‘Faculdade de Odontologia, Universidade do Grande Rio, Rio de Janeiro, Brasil
?Programa de Pos-grad; Biotrans, Faculdade de Odontologia, Universidade do Grande Rio, Rio de Janeiro, Brasil
3Programa de Pos-graduacao Odontoclinex, Faculdade de Odontologia, Universidade do Grande Rio, Rio de Janeiro, Brasil
+ Os autores declaram que nao ha conflito de interesse.
Resumo
Objetivo: O presente trabalho teve o objetivo de determinar as dimensdes e verificar se os instrumentos X1, X2 e X3 atendem as recomendacdes da norma ANSI/
ADAn° 101 e se os cones de guta-percha F1, F2 e F3 atendem a norma ANSI/ADA n° 78. Material e Métodos: Os dosii foram comparados com as

dimensdes dos cones de guta-percha. Foram utiizados 10 instrumentos e 10 cones de cada tipo. As imagens para analise micromorfométrica foram obtidas com uma lupa
Opticam e as medidas determinadas com o software TSView verséo 7.2.1.7. Os diametros em D3, D6 e D9 reais foram comparados com os nominais pelo teste t-student.

Os diémetros dos instrumentos em D3, D6 e D9 foram comparados com os dos cones pelo teste Anova e compl dos com teste de comp muhiplas SNK.
Todos os testes d nivel de significancia a=5%. Resultados: Os resultados obtidos que ha diferenca isti ifi entre as di
reais e nominais dos i (p<0,05). 0 i X3 ap diferenca isti ifi em relacdo ao cone F1 (p < 0,05), onde os valores do
cone sdo menores do que os dos i ! Dentro das limi dmemdopwesecmdurque osmumenmineoseomdegma—pefdbanao
atenderam as recomendagdes de suas normas. OooneF1podeserumaopqaopam dos canais modelados com o X3, porém a plastificacao
se faz necessaria.

Palavras-chave: Instrumentos de NiTi, Cones de guta-percha; Analise micromorfométrica.
ABSTRACT

Objective: The aim of the present study was to verify if the Protaper Next instruments X1, X2, and X3 and the Protaper Universal gutta-percha cones F1, F2, and F3
meet the ANSI/ADA 101 and 78 recommendations. Material and Methods: The instruments” dnmmwewnWmMMeoManedbyﬂwguﬂa-padlam For
this, Ienmstmmenfsaﬂdtenconesofeadlfypewereused Micromorphometric images were obtained and analyzed through a (OptiCam) and measure-
ments were obtained with TSView software, version 7.2.1.7. The D3, D6, andDeraMuswaeompaedmﬂvﬂlenmnahﬁamefasusmgMeSludaﬂus After this,
the real diameters of the instruments D3, D6, and D9 were compared with the gutta-percha cone diameters by Anova supplemented with SNK test for multiple comparisons.
A p <0.05 was considered significant. Results: The results showed statistically significant differences between the real diameter and nominal diameter of the instruments (p
<0.05). The X3 instrument showed a statistically significant difference when compared to the F1 cone (p <0.05), and the cone values were lower than the instrument values.
Conclusion: Within the limitations of this study, it can be concluded that: 1) the X1 i and the gutta-percha points did not meet the recommendations, and 2) the F1
cone can be an option for filling the modeled channels with the X3 instrument, but termoplastification is required.

Keywords: NiTi instruments; Gutta-percha cones; Micromorphometric analysis.

Introducao
tratamento endodontico é baseado em etapas de igual importancia: limpeza, modelagem e obturagdo do sistema de
canais radiculares. O surgimento dos instrumentos de niquel-titanio (NiTi) tem proporcionado maior facilidade e segu-
ranga na limpeza e modelagem dos canais radiculares.' A etapa de obturagéo foi simplificada uma vez que os fabricantes
desenvolvem cones de guta-percha correspondentes aos instrumentos, porém nem sempre estes esto acessiveis no mercado.

O sistema de instrumentos Protaper Next da Dentsply Maillefer consiste de cinco tipos de limas com conicidade variada na
ponta (X1 17/.04; X2 25/.06; X3 30/.07; X4 40/.06; X5 50/.06) e estao disponiveis em trés comprimentos (21lmm, 25mm e 31mm).>*

Os instrumentos Protaper Next possuem propriedades mecanicas superiores a outros sistemas de rotagao continua® e
apresentam menor extrusdo de debris quando comparados ao sistema Protaper Universal.® Por isso, este sistema tem sido
utilizado como uma alternativa para profissionais que ainda nao utilizam a instrumentagao com cinematica reciprocante.

O sistema Protaper Next disponibiliza cones de guta-percha com forma e tamanhos padronizados que correspondem as
dimensdes obtidas ap6s a instrumentagdo do canal para reduzir o tempo clinico.® Entretanto, os profissionais que optam por
adotar esse sistema encontram como desafio a sua utilizagdo a ndo comercializagio desses cones no pais. A opgao para solucio-
nar tal problema ¢ utilizar cones de outros sistemas como do sistema Protaper Universal para a obturagao dos canais.

Alguns estudos determinaram as medidas nominais dos instrumentos Protaper Next® assim como as medidas dos cones e dos
instrumentos Protaper Universal.®” Muitas vezes os didmetros ndo sio compativeis com os reais*'’ o que pode gerar dificuldades
na etapa de obturagio. O conhecimento das dimensées dos instrumentos e dos cones utilizados no preparo do canal é importante.

Os objetivos do presente estudo sao: (1°) verificar se os instrumentos atendem as tolerancias estabelecidas pela norma

Revista Brasileira

de Odontologia Rev. bras. odontol , Rio de Janeiro, v. 73, n. 3, p. 180-5, jul /set. 2016

80



Correlacao dos diametros e conicidades de
instrumentos reciprocantes com cones de guta-percha
para obturacao com cone unico

DO https:[doi.org/10.14436/2358-2545.9.3.062-066.0ar

RESUMO

Objetivo: o presente estudo teve como objetivo caracte-
rizar as dimensoes dos instrumentos Reciproc R25 e X1
Blue File, e dos cones de guta-percha da Mk Life R25,
Reciproc R25 e DiaDent R25, para verificar qual cone de
guta-percha se adapta melhor no preparo dos instrumen-
tos. Métodos: dez instrumentos Reciproc R25 25/0,08v
e X1Blue File 25/0,06; e dez cones de guta-percha Dia-
Dent R25, Mk Life R25 e Reciproc R25 foram utilizados.
As imagens foram obtidas através de uma lupa estereos-
copica com uma camera digital acoplada. As medidas
foram obtidas através do programa TS View. Os diame-
tros dos instrumentos e dos cones de guta-percha foram
determinados em DO até D9, com intervalos de medidas
de 1,0mm; e a conicidade foi calculada adotando-se os
didmetros D8 e D1. Os resultados obtidos foram subme-
tidos & analise estatistica utilizando o programa Primer

Como citar: Vieira VTL, Silva EJNL, Rodrigues PRND, Silva LCA, Lunz JSC,
Murucci MD, Pereira LCB. Correlation of the diameters and tapers of recipracating
instruments with gutta-percha points for single-cone root canal filing. Dental Press
Endod. 2019 Sept-Dec;9(3):62-6.

DOI: https://doi.org/10.14436/2358-2645.9.3.062-066..0ar
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of biostatistics versdo 6.0. Resultados: apesar da maior
conicidade dos instrumentos X 1Blue file (0,07mm/mm),
ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre
0s instrumentos nos trés primeiros milimetros (p>0,05),
0 mesmo ocorreu para a conicidade dos cones (p>0,05).
Os cones de guta-percha apresentaram diferenga estatis-
ticamente significativa em todos os didametros aferidos
(p<0,05). Conclusao: os instrumentos e os cones de
guta-percha atenderam a recomendagéo das respectivas
normas ANSI/ADA. O cone de guta-percha que apresen-
tou maior compatibilidade dimensional com os didmetros
dos instrumentos foi o MK life, e VDW foi o que apresen-
tou maior desajuste.

Palavras-chave: Instrumentos odontologicos. Guta-per-
cha. Obturagdo do canal radicular. Materiais restauradores
do canal radicular.
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