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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi o de determinar a profundidade de penetragdo nos tubulos
dentindrios proporcionada por dois cimentos obturadores endodonticos em fungdo da umidade
presente no sistema de canais radiculares e do fluor6foro empregado. Para tal, canais radiculares
das raizes distovestibulares de 40 molares superiores humanos foram preparados (Reciproc
R25) e obturados com cones de guta-percha associados aos cimentos AH Plus (AH) e Endofill
(EF) incorporados com dois fluor6foros, Rodamina-B (ROD) e Fluo-3 (F3); os mesmos foram
misturados simultaneamente aos cimentos no momento da manipulagdo (0,1 g/g). Os espécimes
foram randomicamente divididos em 4 grupos (n = 10) em funcdo do cimento (AH/EF) e da
condi¢do do substrato dentinario (imido/seco). As raizes que mantiveram substrato imido
foram secas unicamente com breve aspiracdo, seguida de cones de papel absorvente; para
remocao da umidade, as raizes foram mantidas em estufa a 70° C por 7 dias. Sete dias apos a
obturagdo, os espécimes foram seccionados transversalmente a 2, 4 ¢ 6 mm do 4pice anatdémico;
as sec¢oes foram preparadas e levadas ao Microscopio Confocal de Varredura a Laser para
determinagdo da profundidade de penetragdo dos cimentos nos tubulos dentinarios (mm) no
software Image J. Observou-se na analise estatistica multifatorial superioridade para o cimento
AH Plus que apresentou maior penetragdo nos tiibulos dentindrios, quando comparado ao
cimento Endofill (P < 0,05), todavia, ndo foram observadas diferengas significantes quanto ao
fluoréforo utilizado (ROD/F3) ou a condi¢do de umidade da dentina (P > 0,05). Em relagdo aos
tercos foram observadas diferencas estatisticamente significantes, tendo o tergco apical
apresentado menor penetracdo quando comparado aos demais (P < 0,05). Nas condi¢des do
estudo pdde-se concluir que o cimento AH Plus apresentou maior penetragdo intratubular que
o cimento Endofill, independentemente das outras varidveis testadas - a umidade ou o
fluoréforo - que ndo interferiram na penetracdo; ainda, as maiores penetragdes foram

observadas nos tergos cervical e médio.

Palavras-chave: Endodontia. Cimentos dentarios. Microscopia confocal. Corantes

fluorescentes.



ABSTRACT

The objective of the present study was to determine the depth of penetration in the dentin
tubules provided by two endodontic obturator cements as a function of the moisture present in
the root canal system and the fluorophore used. For this, root canals of the 40 upper molar
distobuccal roots were prepared (Reciproc R25) and filled with gutta-percha cones associated
with AH Plus (AH) and Endofill (EF) cements incorporated with two fluorophores, Rhodamine-
B) and Fluo-3 (F3); they were mixed simultaneously to the cements at the time of manipulation
(0.1g/g). The specimens were randomly divided into 4 groups (n = 10) as a function of cement
(AH / EF) and the condition of the dentin substrate (wet / dry). The roots that maintained moist
substrate were dried only with brief aspiration followed by cones of absorbent paper; for
moisture removal the roots were kept in an oven at 70°C for 7 days. Seven days after obturation
the specimens were sectioned transversely at 2, 4 and 6 mm of the anatomic apex; the sections
were prepared and taken to the Confocal Laser Scanning Microscope to determine the depth of
penetration of the dentin tubules (mm) in the Image J. software. The multifactor analysis
showed superiority for the AH Plus cement, which presented greater penetration in the (P <
0.05), however, no significant differences were observed regarding the fluorophore used (ROD
/ F3) or the dentin moisture condition (P > 0.05). In relation to the thirds, statistically significant
differences were observed, with the apical third presenting less penetration when compared to
the others (P < 0.05). Under the conditions of the study, it was possible to conclude that the AH
Plus cement presented higher intratubular penetration than the Endofill cement, independent of
the other variables tested - moisture or fluorophore - that did not interfere with penetration; the

highest penetrations were observed in the cervical and middle thirds.

Keywords: Endodontics. Dental Cements. Confocal Microscopy. Fluorescent Dyes.
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1. INTRODUCAO GERAL

O tratamento endodontico tem por objetivo principal a maxima reducdo dos
microrganismos instalados no sistema de canais radiculares (SCR) e a prevencao de sua
recontaminagio durante e ap6s o tratamento (PETERS et al., 2002; HULSMANN et al.,
2005; AVERBACH; KLEIER, 2006). Assim, para se alcancar o sucesso da terapia
endodontica, todas as etapas devem ser cuidadosamente realizadas, sendo inquestionavel
sua interdependéncia de forma que uma condugdo criteriosa e adequada a cada passo
favorece o sucesso do tratamento, tanto do ponto de vista clinico, quanto do ponto de
vista radiografico e biolégico (SIQUEIRA; ROCAS, 2008). Desta forma, a eliminacio
da infeccdo do canal radicular propicia um ambiente favoravel ao reparo das alteracoes
periapicais, enquanto que a persisténcia de micro-organismos exerce um papel relevante

nos insucessos do tratamento endoddntico (CHEN et al., 2017).

E sabido que ndo ha como esterilizar o SCR, uma vez que ¢ impossivel obter-se
uma completa eliminagdo bacteriana (GHARIB et al., 2007). Para a obturagdo do SCR,
recai entdo a finalizacdo do tratamento com o proposito de realizar um selamento o mais
efetivo possivel, tridimensionalmente, utilizando de preferéncia materiais
biocompativeis, eliminando vias de infiltracdo nas dire¢des coronais e apicais sendo
capaz de sepultar as bactérias remanescentes e preencher todo o espago do SCR

(MAMOOTIL et al., 2007; GHARIB et al., 2007).

Neste sentido a obturagdo ¢ realizada lancando-se mao da associagdo entre um
cone, material em estado solido, e um cimento, material em estado plastico. Esses
cimentos endodonticos devem preencher o espago do canal radicular lateral e apicalmente
e ter uma boa adaptacgdo a dentina (GUIMARAES et al., 2014; KUCI et al., 2014). Ja os
materiais em estado solido, representados principalmente pelos cones de guta-percha, sdo
caracterizados pela insolubilidade e estabilidade dimensional, todavia, apresentando
pouca adaptagdo as paredes dentinarias (TOPCUOGLU et al., 2014; CAMILLERI J,
2015).

Sendo os responsaveis pelo selamento e adaptacio da obturacdo as irregularidades
anatomicas do SCR, grande importancia recai sobre os cimentos, majoritariamente sobre
sua capacidade de selamento (MAMOOTIL et al, 2007). Para tal, os cimentos
obturadores deveriam apresentar grande afinidade a dentina radicular e caracteristicas que

proporcionassem seu escoamento tanto a nivel macro quanto microscopico,
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fundamentalmente nos tiibulos dentinarios. Desta forma, poderiam efetivamente confinar
0s microrganismos remanescentes e impedir sua chegada, ou de suas toxinas a regido
apical, ou ainda a chegada de substrato aos mesmos (CHEN ef al., 2017). A esse respeito,
alguns autores afirmam que a penetracdo dos cimentos nos tibulos dentinarios ¢
influenciada por uma série de fatores que incluem a remogao da “smear layer” (KOKKAS
et al., 2004), a técnica de obturacdo (DE DEUS et al., 2004) e as propriedades fisico-
quimicas dos cimentos (VITTI et al., 2013).

Logo, para obten¢ao de um selamento tridimensional efetivo, deve-se realizar uma
obturagdo desprovida de espagos vazios (VENTURI ez al., 2006, MULIYAR et al., 2014),
evitando a infiltracdo tanto no sentido 4pice-coroa quanto no sentido coroa-apice
(MARCIANO et al., 2011; KIM et al., 2010). Todavia, até o presente, a literatura ndo
aponta nenhum material, associa¢do, ou técnica de obtura¢do que seja capaz de promover
um selamento total do SCR (SIQUEIRA et al., 2010, MULIYAR et al., 2014, PEREIRA
et al., 2017).

O cimento endodontico ideal deve apresentar as seguintes propriedades: ser de
facil manipulagdo, passivel de uso em diferentes técnicas de manipulagdo, ser insoluvel
aos fluidos bucais, apresentar estabilidade dimensional e ndo degradar com o tempo, ser
radiopaco, apresentar adesividade as paredes do canal sem ser afetado por agentes
oxidantes, ndo apresentar contragdo de polimerizacao, apresentar biocompatibilidade, ser
de facil remog¢ao em caso de retratamento e aumentar a resisténcia radicular. Infelizmente,
um cimento que apresente todos esses critérios ainda ndo foi desenvolvido (WANG et

al., 2018).

Para De Deus et al (2003), a grande maioria dos cimentos apresentam
caracteristicas indesejaveis como: solubilidade, instabilidade dimensional e toxicidade
aos tecidos periapicais, porém, sdo os responsaveis pela aderéncia da massa obturadora,
em maior ou menor escala, as paredes do canal e entre os cones de guta-percha. Neste
sentido, anos antes, Gound ef al. (2000) afirmavam que a obturacdo deveria apresentar o
maximo de volume possivel de guta-percha, com minima quantidade de cimento.
Idealmente, o cimento obturador deve preencher as irregularidades da interface guta-
percha/parede dentindria formando uma fina camada, uniformemente distribuida no

intuito de prevenir infiltragao apical (SALEH et al., 2003; LI et al., 2014).
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Com o objetivo de aperfeicoar o preparo do sistema de canais radiculares, foi
proposta em 2000 uma nova geracdo de instrumentos de NiTi, acionados com o
movimento reciprocante, confeccionados em liga NiTi M-Wire capazes de preparar o
canal com um unico instrumento (BURKLEIN et al., 2012; KIM et al., 2012; PEDULLA
et al., 2013; SHEN et al., 2013; VERSIANI et al., 2013; BURKLEIN et al., 2014). Com
seu emprego, o tempo de preparagdo dos condutos foi reduzido em até 60%, reduzindo o
tempo de modelagem e, consequentemente, o tempo disponivel de irrigacdo e
debridamento quimico do SCR (YOU et al., 2010). O emprego de maiores volumes de
solugdo irrigadora e adicionalmente a ativacdo desta ¢ aconselhavel para melhorar a
dissolu¢do de matéria organica dentro dos condutos e a desinfeccdo dos mesmos

(HULSMANN et al., 2003; PAQUE et al., 2009)

Ap6s o preparo do SCR com instrumentos reciprocantes, técnicas de obturagdo
com cone unico do sistema tém sido investigadas principalmente em relagdo ao percentual
de 4rea do canal preenchida por guta-percha e cimento (GORDON et al, 2005;
SCHAFER et al, 2012). Em canais com sec¢do transversal circular, essas técnicas
proporcionam boa capacidade de preenchimento (ROMANIA et al., 2009; SCHAFER et
al., 2012), todavia, em canais irregulares e/ou achatados podem acarretar espagos vazios

e maior volume de cimento na obturacdo (SCHAFER et al., 2012).

O cimento AH Plus (Dentsply/Detrey GmbH, Konstanz, Alemanha), material de
base resinosa (epoxi-amina), tem sido considerado o padrdo ouro, dentre seus pares, por
possuir boa capacidade de escoamento, selamento marginal e adaptacdo as paredes do
canal radicular (VERSIANI et al., 2006; RESENDE et al., 2009; NAGAS et al., 2009;
DE-DEUS et al, 2012, MARCIANO et al.,, 2011a), biocompatibilidade e agdo
antibacteriana (SILVEIRA et al., 2011). O Endofill, cimento a base de 6xido de zinco e
eugenol, apresenta uso de longa data na literatura de modo satisfatorio, particularmente
pelo custo, apesar da baixa biocompatibilidade e reduzida coesdo entre as suas particulas.
Apresenta também baixa resisténcia de unido a dentina, o que pode ocasionar falhas na

massa obturadora (DE OLIVEIRA et al., 2003; TEDESCO et al, 2014).

Tendo em vista o papel da penetracdo nos tubulos por parte dos cimentos
obturadores no selamento marginal alcangado com o tratamento, alguns autores tém
sugerido métodos para sua determinacdo (BALGUERIE et al, 2011; KUCI et al., 2014;
JEONG et al., 2017; TEDESCO et al., 2018). Neste sentido, com o intuito de investigar

a interface dentéria de canais radiculares preenchidos com cimentos experimentais a base
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de cimento Portland, usando um veiculo a base de resina epoéxi em comparagdo com o
AH Plus, Viapiana et al. (2014) utilizaram 3 métodos de avaliagdo da capacidade de
adaptacdo e penetracdo de materiais seladores endoddnticos as paredes dos canais
radiculares. Utilizaram o Microscopio Eletronico Confocal de Varredura a Laser
(MCON), microscopia eletronica de varredura (MEV) e espectroscopia de dispersdo de
energia (EDS). Patel er al. (2007) e Gharib et al. (2007) realizaram experimentos
utilizando o MCON e concluiram que as imagens produzidas por esse método apresentam
vantagens por fornecerem informacdes mais detalhadas sobre a presenga e distribuigdo
dos cimentos dentro dos tibulos dentindrios e na circunferéncia total das paredes do canal

radicular por meio da utilizacdo do marcador fluorescente Rodamina-B.

Desde entdo, a Rodamina-B tem sido o fluor6foro mais amplamente empregado
na literatura, quando da utilizagdo do MCON, para determinar a profundidade de
penetracdo nos tubulos dentinarios de cimentos endodonticos e avaliar a adaptagdo e a
qualidade da obturacdo do canal radicular (ORDINOLA-ZAPATA et al., 2009;
MARCIANO et al., 2011a; MARCIANO et al, 2011b; CHANDRA et al., 2012;
GUIMARAES et al., 2014).

Recentemente, Jeong et al. (2017) avaliaram a profundidade de penetra¢dao de um
cimento a base de silicato tricalcico em tubulos dentinarios, usando 3 diferentes técnicas
de obturacdo. Em seu estudo empregaram o Fluo-3 em detrimento da Rodamina-B. Sua
mais importante propriedade nessa aplicagdo ¢ a formagdo de um espectro de absor¢ao
compativel com excitagdo a 506 nm por fontes de Laser de ions argdnio, resultando num
aumento da intensidade de fluorescéncia em resposta a ligagdo com ions Ca*". O Fluo-3
j& havia sido empregado na luminescéncia a dinamica das reagdes envolvendo a
sinalizagdo de ions Ca*" (BOOTMAN et al.,, 1997; THOMAS et al., 2000). O Fluo-3
também tem sido amplamente utilizado para citometria de fluxo (JUNE et al.,, 1994),
assim como para experimentos envolvendo fotoativacdo de quelantes sinalizados,

segundos mensageiros e neurotransmissores (CHATTON et al., 1998).

O surgimento dessa op¢do a Rodamina-B advém da auséncia de estudos que a
comparem com outro fluoréforo ou que comprovem que realmente ¢ o cimento corado
que penetra no tibulo e ndo parte do fluoréforo que por ventura possa se desprender e
migrar em profundidade nos tibulos dentinarios. A Rodamina-B tem a capacidade de
ligar-se a componentes organicos como primers, cimentos, agentes sinalizadores e ainda

sofrer solubiliza¢do na presenca de dgua (JEONG et al., 2017). Apresenta uma forte
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afinidade com umidade e ndo apresenta a capacidade de se ligar diretamente a ions Ca?*
presente nos cimentos endodonticos (PIOCH et al., 1997). Como resultado, pode se
separar da mistura do cimento, marcar até pequenos graus de umidade na dentina, emitir
fluorescéncia independente do cimento e mostrar uma penetragdo mais profunda nos
tubulos dentindrios, dando resultados imprecisos (JEONG et al., 2017). Dai o interesse
em comparar a Rodamina-B, que ¢ um fluoréforo bastante utilizado na determinagdo da
profundidade de penetragdo de cimentos endoddnticos nos tubulos dentinarios, com o
Fluo-3, fluor6foro que apresenta capacidade de ligagdo aos ions Ca’" presentes em
cimentos endoddnticos considerando diferentes condigdes de umidade e cimentos

preparados em diferentes bases.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral
Determinar a profundidade de penetragdo intratubular de dois cimentos
obturadores endodonticos em fun¢ao de diferentes condigdes de umidade e do

fluoréforo empregado.

2.2 Objetivos especificos

- Observar, por meio da Microscopia Confocal de Varredura a Laser, a
profundidade de penetragdo alcangada pelos cimentos obturadores endodonticos
AH Plus (Dentsply / Detrey GmbH, Konstanz, Alemanha) e Endofill (Dentsply
Ind. Co., Petropolis, RJ, Brasil);

- Determinar a influéncia da umidade, canal imido e seco, na penetragcdo dos

cimentos obturadores testados;

- Verificar a concordancia dos resultados obtidos com os fluor6éforos Rodamina-
B (Sigma-Aldrich, SaintLouis, MO, EUA) e Fluo-3 (Sigma-Aldrich, Warrington,
PA, EUA) em fun¢do da umidade presente no SCR.

- Comparar a penetragdo dos cimentos nos ter¢os em fun¢do do fluoréforo

utilizado e da condi¢do da dentina.
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3. HIPOTESE

3.1 Hipdtese Nula

Considerar-se-a a hipdtese nula de que cimentos obturadores AH Plus e Endofill
apresentardo semelhante profundidade de penetragdo nos tibulos, independente da
umidade; ainda, que os fluor6éforos Rodamina-B e Fluo-3, utilizados como marcadores
para determinacdo da profundidade de penetracdo nos tibulos dentinarios dos cimentos
obturadores endodonticos, ndo apresentardo divergéncias quanto a profundidade de

penetragdo, independente da umidade presente no SCR e do seu tergo.

3.2 Hipotese Alternativa

Como hipoétese alternativa, serd aceito que os cimentos obturadores AH Plus e
Endofill apresentardo divergéncias na profundidade de penetragao nos tiibulos; ainda, que
os flour6foros Rodamina-B e Fluo-3 apresentardo divergéncia quanto aos resultados de
profundidade de penetragcdo em fungdo da condi¢do de umidade presente no SCR e do

seu tergo.
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4. CAPITULO

Esta Dissertacdo estd baseada no Artigo 46, do Regimento Interno do Programa
de Pos-Graduagdo da Universidade Federal do Ceard, que regulamenta o formato
alternativo para trabalhos de conclusdo de Mestrado e Doutorado (Dissertacdes e Teses)

e permite a inserc¢ao de artigo(s) cientifico(s) de autoria ou coautoria do candidato.

Em fun¢do de utilizar dentes humanos extraidos, caracterizando-se como um
estudo laboratorial ex vivo, os protocolos utilizados neste trabalho foram previamente
submetidos a apreciagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da
Universidade Federal do Ceara, obedecendo aos ditames da Resolugdo 466/2012 do
Conselho Nacional de Satde, tendo sido protocolado sob o n° CAAE
97052618.0.0000.5054 ¢ aprovado sob n° 2.888.556 (Anexo 1).

Desta forma, a presente Dissertacdo ¢ composta por um artigo cientifico redigido

de acordo com as normas estabelecidas pela revista cientifica escolhida.

4.1 Capitulo 1

“Profundidade de Penetracdo de Dois Cimentos Obturadores Endodonticos em Funcao
do Fluordforo e da Umidade Dentindria: Estudo em Microscopia Confocal” com titulo
sugerido em inglés “Penetration of Two Endodontic Sealers in Function of Fluorophore

and Dentin Moisture: A Confocal Microscopy Study”.

Este artigo seguiu as normas de publicagdo do periodico — International Endodontic

Journal (ISSN 0143-2885).
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Profundidade de Penetracdo de Dois Cimentos Obturadores Endodonticos em

Funcao do Fluoréoforo e da Umidade Dentinaria: Estudo em Microscopia Confocal.

RESUMO

Objetivo Determinar a profundidade de penetragdo nos tibulos dentinarios
proporcionada por dois cimentos obturadores endoddnticos em fungdo da umidade
presente no sistema de canais radiculares e do fluor6éforo empregado.

Metodologia Canais radiculares de raizes distovestibulares de 40 molares superiores
humanos foram preparados e obturados com guta-percha associada aos cimentos AH Plus
(AH) e Endofill (EF) com dois fluoréforos incorporados, Rodamina-B e Fluo-3; os
mesmos foram misturados simultaneamente aos cimentos no momento da manipulagao.
Os espécimes foram randomicamente divididos em 4 grupos (n = 10) em fun¢do do
cimento e da condi¢cdo do substrato dentinario (imido/seco). As raizes que mantiveram
substrato umido foram secas unicamente com breve aspiracao, seguida de cones de papel
absorvente; para remocao da umidade, as raizes foram mantidas em estufa a 70° C por 7
dias. Sete dias apds a obturagdo os espécimes foram seccionados transversalmente a 2, 4
e 6 mm do é&pice anatdmico; as seccdes foram preparadas e levadas ao Microscopio
Confocal de Varredura a Laser e as imagens, analisadas para determinacdo da
profundidade de penetra¢ao dos cimentos nos tubulos dentindrios (mm).

Resultados A estatistica multifatorial demonstrou superioridade para o cimento AH Plus
que apresentou maior penetragdo nos tibulos dentindrios quando comparado ao Endofill
(P <0,05), todavia, nao foram observadas diferencas significantes quanto ao fluor6foro
utilizado ou a condi¢do de umidade da dentina (P > 0,05). Em relacdo ao nivel foram
observadas diferengas estatisticamente significantes, tendo o terco apical apresentado
menor penetracdo quando comparado aos demais (P < 0,05).

Conclusio Pdde-se concluir que o AH Plus apresentou maior penetragdo intratubular que
o Endofill, independente das outras variaveis testadas - umidade e fluoréforo nao
interferiram na penetracdo; ainda, que as maiores penetragdes foram observadas nos

tercos cervical e médio.

Palavras-chave: Endodontia; Cimentos obturadores endodonticos; Microscopia

Confocal de Varredura a Laser; Rodamina B; Fluo-3.
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INTRODUCAO

O objetivo fundamental da obturacdo do Sistema de Canais Radiculares (SCR) ¢
vedar o canal radicular para prevenir sua reinfeccao (Sjogren et al., 1997). Neste contexto,
os cimentos obturadores endodonticos apresentam um importante papel no
preenchimento das complexidades anatdomicas, aderindo as irregularidades do canal
radicular e penetrando nos tiibulos dentinarios, exercendo as importantes fungdes de
preencher o espago do SCR e de sepultar as bactérias remanescentes apds seu preparo

(Ma et al., 2011, Silva et al., 2015).

A capacidade de penetracdo nos tibulos dentindrios dos cimentos obturadores
endodonticos estd diretamente relacionada as propriedades fisico-quimicas destes. Os
cimentos endodonticos a base de resinas, dentre eles o AH Plus (Dentsply/Detrey GmbH,
Konstanz, Alemanha), citado como padrdo ouro pela literatura, apresentam boas
caracteristicas fisico-quimicas e boa capacidade de adaptacdo as paredes do SCR
(Marciano et al., 2011, Wang et al., 2014). Ja os cimentos a base de 6xido de zinco e
eugenol, como o Endofill (Dentsply Ind. Co., Petrépolis, RJ, Brasil), apresentam
capacidade de penetracdo nos tubulos dentindrios diminuida, isso se deve provavelmente
as microestruturas muito diferentes dos componentes quimicos desse cimento quando
comparado aos demais (Khedmat et al., 2013). Apresenta uso consolidado e de modo
razoavel na literatura, embora apresente um certo grau de citotoxicidade e baixa

biocompatibilidade, apresenta atividade antimicrobiana (De Oliveira ef al., 2003).

Diferentes métodos tém sido sugeridos para a determinacdo da profundidade de
penetracgdo intradentinaria dos cimentos (Fontana et al., 2009, Jeong et al., 2017, Piazza
et al., 2018, Huang et al., 2018). Dentre eles, a Microscopia Confocal de Varredura a
Laser (MCON) apresenta a capacidade de avaliar a interface adesiva, as caracteristicas
topograficas, além da mensuragdo da profundidade de penetragao nos tubulos dentinarios
(Ordiola-Zapata et al., 2009). A Rodamina-B tem sido o flour6foro mais amplamente
empregado na literatura quando da realizagdo de andlises no MCON para determinagdo
da profundidade de penetragdo nos tiibulos dentinarios de cimentos endoddnticos e
avaliagdo da adaptagdo e a qualidade da obturagdo do canal radicular (Ordinola-Zapata et
al., 2009, Marciano et al., 2011a, Marciano et al., 2011b, Chandra et al., 2012, Guimaraes
et al., 2014). Todavia, recentemente o Fluo-3 foi empregado com o mesmo proposito
(Jeong et al., 2017). Ele foi introduzido por Minta et al. em 1989, tendo sido empregado

na luminescéncia a dindmica das reagdes envolvendo a sinalizagdo de ions Ca?* (Cheng
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et al., 1996, Bootman et al., 1997). A mais importante propriedade do Fluo-3 nessas
aplicagodes ¢ a formacao de um espectro de absor¢do compativel com excitagdo a 506 nm
por fontes de Laser de ions argoénio, resultando num aumento da intensidade de

fluorescéncia em resposta a ligagdo com fons Ca*".

Em func¢do do exposto, o objetivo do presente estudo foi o de determinar, por meio
do MCON, a profundidade de penetracdo nos tubulos dentinarios proporcionada pelos
cimentos obturadores endoddonticos AH Plus e Endofill em funcdo da umidade presente

no SCR (tmido/seco) e do fluoréforo empregado (Rodamina-B/Fluo-3).

MATERIAIS E METODOS
Calculo amostral

Previamente ao inicio do estudo, realizou-se o calculo amostral com auxilio do
programa G * Power v3.1 para Mac (Heinrich Heine; Universitéit Diisseldorf, Diisseldorf,
Alemanha) selecionando o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney. Os dados de um estudo
anterior foram considerados (PIAZZA et al., 2018) e o tamanho do efeito no presente
estudo foi estabelecido (1,03). O erro tipo alfa de 0,05, um poder de 0,80 e uma razao
N2/N1 de 1 também foram estipulados. O céalculo apontou uma amostra de 8 espécimes
como o tamanho ideal requerido para notar diferengas significativas. Devido ao risco de
perda de espécimes durante o preparo para 0 MCON, uma amostra de 10 canais por grupo

foi estipulada.

Selecido da amostra e preparo quimico-mecanico

Apods aprovagdo pelo Comité de Etica em Pesquisa Local (Protocolo #2.888.556)
40 molares superiores humanos recém-extraidos foram selecionados para serem
utilizados nesta pesquisa. Todos os dentes deveriam apresentar raizes distovestibulares
integras, com d&pices completos (forames < 200 um) e curvaturas inferiores a 5°
(Schneider, 1971). Apos a limpeza, os dentes permaneceram armazenados em solucao de
timol a 0,1% até o do inicio do experimento.

Os dentes tiveram suas raizes distovestibulares seccionadas com disco diamantado
dupla-face (SMART CUT; UKAM Industrial Superhard Tools, Valencia, CA, EUA)
acoplado em cortadeira metalografica (Isomet 1000; Buehler, Lake Bluff, IL, EUA) sob
copiosa irrigacdo, logo abaixo da juncdo cemento-esmalte (JCE). Sob irrigacdo com

solugdo hipoclorito de sodio a 2,5% (Asfer Industria Quimica Ltda., Sdo Caetano do Sul,
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SP, Brasil), foi executada a exploracao do canal radicular das raizes distovestibulares com
limas tipo-K #10 (Dentsply/Sirona, Ballaigues, Sui¢a). O comprimento de trabalho foi
determinado por meio da redugdo de 1,0 mm no comprimento real dos canais determinado
pela inser¢do de uma lima tipo-K #10 até a visualizacdo de sua ponta através do forame
apical.

Previamente a instrumentacdo, todos os espécimes foram irrigados com 2,0 mL
de hipoclorito de sodio a 2,5%. O preparo quimico-mecanico dos tercos cervical, médio
e apical foi efetuado por um tnico operador, especialista em Endodontia, empregando a
técnica coroa-apice, utilizando instrumentos Reciproc R25 (VDW GmbH, Munique,
Alemanha), acionados em motor elétrico VDW Silver (VDW GmbH) na programacao
“Reciproc All”; cada instrumento teve seu uso limitado a quatro condutos. Entre cada
ciclo de emprego dos instrumentos foi realizada irrigacdo com 2,0 mL de hipoclorito de
sodio, limpeza das espiras com gaze e recapitulacdo do comprimento real do dente com
lima tipo-K #15. Apos a instrumentagdo, foi realizada a prova dos cones de guta-percha;
sendo empregados cones do mesmo sistema (VDW GmbH).

Ao final da instrumentacao, os canais foram irrigados com 5 mL de hipoclorito de
sodio a 2,5%, utilizando irrigagdo ultrassonica passiva com a técnica de fluxo
intermitente; esse procedimento foi repetido por trés vezes durante 20 segundos (van der
Sluis et al., 2007) utilizando um aparelho de ultrassom piezoelétrico (Piezon Master 200;
EMS, Nyon, Geneva, Sui¢a) programado para poténcia 03 (aproximadamente 30%),
munido de inserto ultrassonico liso (Irrisonic; Helse Ultrassonics, Santa Rosa do Viterbo,
SP, Brasil). Em seguida, os canais receberam irrigagdo com 2 mL de EDTA (Biodinamica
Quimica e Farmacéutica Ltda., Ibipora, PR, Brasil) a 17% por 3 minutos. Por fim, os
canais foram irrigados com 5,0 mL de soro fisioldgico (Eurofarma Laboratérios S.A., Sdo
Paulo, SP, Brasil) para, em seguida, serem aspirados com canula endodontica calibre 40
x 10 mm (Indusbello Industria e Comércio de Produtos Médicos e Odontologicos Ltda,
Londrina, PR, Brasil) por 5 segundos e secos com 2 pontas de papel absorvente estéreis
Reciproc R25 (VDW GmbH).

Os espécimes foram, entdo, randomicamente divididos; os espécimes do grupo
seco, protocolo adicional de secagem composto por armazenamento por 7 dias em estufa
de secagem com temperatura calibrada para 70° C foi realizado. Finalizados os
procedimentos, dentre os dentes secos (SEC) e imidos (UM), nova divisdo randdmica foi

realizada em fun¢@o do cimento utilizado na obturagdo, AH Plus ou Endofill.
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Obturacio dos canais radiculares

As amostras foram divididas em 4 grupos (n =10): AH/UM, AH/SEC, EF/UM,
EF/SEC; todos os grupos tiveram a incorporacdo dos dois fluoréforos, Rodamina-B
(Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, EUA) e Fluo-3 (Sigma-Aldrich, Warrington, PA,
EUA). Para tal, os cimentos foram manipulados de acordo com as instrugdes dos
fabricantes com a adi¢do dos fluoréforos aos cimentos no momento da manipulagdo na
concentragao de 0,1% (g/g); tal associacao foi possivel por apresentarem comprimentos
de onda de excitagdo e emissdo diferentes, em espectros de luz distintos.

Tao logo misturados os fluoréforos aos cimentos e ja com os cones de guta-percha
devidamente provados, os cimentos foram levados ao interior dos condutos com auxilio
de espiral Lentulo n° 25 (Dentsply/Sirona) mantendo o instrumento 2,0 mm aquém do
comprimento de trabalho. Em seguida, foi realizada a inser¢do dos cones, corte do
excesso cervical com cureta aquecida e condensagdo vertical com compactadores de
Paiva n° 3 (Fava, Sao Paulo, SP, Brasil).

Concluida a obturacao dos canais, o selamento das embocaduras foi realizado com
Cimento de Iondmero de Vidro (Maxxion R; FGM Produtos Odontologicos Ltda.,
Joinville, SC, Brasil) para em seguida os espécimes serem levados a estufa onde

permaneceram por 7 dias a 37°C e 100% de umidade.

Analise dos espécimes com Microscopio Confocal a Laser

Decorrido o periodo de armazenamento, os dentes foram seccionados a 2 (apical),
4 (médio) e 6 mm (cervical) do 4pice radicular, utilizando disco diamantado de 0,3 mm
acionado na méaquina de corte a 200 RPM, sob irrigacdo continua com agua. Em seguida,
os discos de dentina produzidos foram polidos em méquina para polimento (Aropol 2V;
Arotec, Cotia, SP, Brasil), sendo utilizadas lixas d’4gua de granulometria 600, 900 e
1200. Por fim, a face coronal de cada disco/espécime foi adaptada e fixada em laminulas
de vidro, numeradas e identificadas.

A interface cimento/dentina foi analisada no Microscépio Confocal de Varredura
a Laser (LM 710; Carl Zeiss Microscopy GmbH, Baden-Wiirttemberg, Alemanha), em
modo de fluorescéncia. As secgdes foram visualizadas 10um abaixo da superficie da
amostra com aumento de 10x. As imagens foram obtidas pela varredura de 10 sec¢des de
I um e gravadas em uma resolucdo de 1024 x 1024 pixels, utilizando o programa ZEN

Imaging Software (Carl Zeiss Microscopy GmbH), e salvas em formato TIFF; foram
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captadas imagens separadas para os dois fluordforos, para isso o Laser foi emitido
separadamente em cada um dos comprimentos de onda de excitacao.

Para mensurar a profundidade de penetracdo dos cimentos endodonticos nos
tubulos dentindrios, as imagens foram avaliadas no programa Image J (National Institute
of Health, Bethesda, EUA). A escala oferecida pelas imagens de microscopia confocal
(100 pm) foi empregada na calibragdo do programa de medigdo, que forneceu os dados
em milimetros. Durante as mensuragdes, linhas verticais e horizontais foram demarcadas
para que as imagens tivessem 4 seguimentos de tamanhos iguais (Bitter et al., 2004,
Gharib et al., 2007). A parede do canal serviu como ponto de partida e a penetragdao do
cimento nos tibulos dentinarios foi medida em sua maior extensdo em cada segmento,
sendo realizada apenas uma medida por segmento. A Figura 1 descreve o método
empregado. Uma vez obtidas essas medicdes, foram calculadas as médias de
profundidade de penetragdo de cada cimento nos tibulos dentinarios sendo considerados

como valor representativo do espécime.

Analise estatistica

Os dados expressos em forma de média e desvio-padrao (dados paramétricos)
foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk, e analisados pelos testes ¢ de
Student, ANOVA e ANOVA a4 fatores seguidos do pos-teste de Bonferroni, utilizando-

se um nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS

A Figura 2 apresenta imagens ilustrativas da penetracdo oferecida pelos materiais
nas duas condi¢des em teste. A analise descritiva dos resultados da penetragdo
intratubular oferecidos pelos cimentos, em fungdo das variaveis umidade, fluoréforo e
tergo, encontra-se descrita na Tabela 1. Nesta também se encontra a estatistica analitica
com as comparacdes individuais entre os grupos. Considerando a comparagao entre os
fluoroforos ROD e o F3, foram observadas diferencas significantes nos tercos apical,
médio e cervical no grupo EF/UM, nos ter¢cos médio e cervical no grupo EF/SE e no ter¢o
cervical no grupo AH/UM (P < 0,05).

Considerando cada condicdo de umidade, diferengas significantes foram
observadas em algumas comparagdes: na presen¢a de umidade entre os cimentos no terco
cervical (P<0,05) com ambos os fluordéforos e no terco médio com a ROD (P<0,05) e

nos canais secos entre os cimentos nos tercos apical (P<0,05), médio (P<0,05) e cervical
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(P<0,05) com a ROD. Nao foram observadas diferencas quando comparado cada
fluoroforo nas duas condigdes considerando ambos os cimentos (P > 0,05). Por fim,
considerando a comparacdo entre os tercos de um mesmo cimento com os diferentes
fluoréforos, encontrou-se diferenga entre os tercos cervical e médio quando comparados
ao apical no cimento EF/SEC, empregando o F3 como fluoréforo (P < 0,05).

A Tabela 2 apresenta a andlise estatistica multifatorial, onde se constatou que o
cimento AH Plus apresentou maior penetragao quando comparado ao Endofill (P <0,05).
Nao foram observadas diferencgas significantes quando considerados os substratos (tmido
e seco) ou o fluordforo utilizado (Rodamina-B e Fluo-3) (P > 0,05). Quanto aos tergos, a
analise demonstrou que houve maior penetragao dos cimentos nos ter¢os médio e cervical

quando comparados ao terco apical (P < 0,05).

DISCUSSAO

O presente estudo buscou avaliar a penetragdo intratubular dos cimentos
obturadores endodonticos AH Plus e Endofill em condicdo de umidade convencional e
com canais secos; ainda, verificou se o emprego de diferentes fluoréforos, Rodamina-B
ou Fluo-3, influenciariam em tal resultado, determinacdo até o presente inexistente na
literatura. Para tal empregou-se a Microscopia Confocal de Varredura a Laser, método
que utiliza uma combinagdo de microscopia Optica e recursos computacionais para
aquisi¢do e processamento de imagens (Chauhan et al., 2012). Esse método apresenta
como uma de suas principais vantagens o fato de ndo exigir preparos especiais das
amostras quando comparada a microscopia eletronica de varredura (MEV) (van
Meerbeek et al., 2000) e permitir analise das amostras em trés dimensdes (3D),
possibilitando determinagdes da penetracdo intratubular mais precisas quando comparada
ao MEV (Bitter et al., 2009).

Para a visualizacdo da penetracdo do cimento nos tubulos dentinarios, faz-se
necessaria a utilizacdo de um corante. A Rodamina-B é o corante mais utilizado na
literatura (Gharib et al., 2007, Ordiola-Zapata et al., 2009, Silva et al., 2015, Tedesco et
al., 2018). Todavia, ndo existem estudos que comparem a Rodamina-B com outro
fluoréforo ou que comprovem que realmente € o cimento corado que penetra no tibulo e
ndo parte deste que por ventura poderia se desprender e migrar em profundidade, uma
vez que apresenta uma forte afinidade com umidade (Pioch ef al., 1997). Como resultado,
poderia vir a se separar da mistura do cimento, marcar até pequenos graus de umidade na

dentina, emitir fluorescéncia independente do cimento e mostrar uma penetra¢do mais
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profunda nos tubulos dentinérios, resultando em achados imprecisos (Jeong et al., 2017).
Como opc¢ao ao seu emprego, foi sugerida a utilizacdo do Fluo-3, que ¢ um fluordforo
que na presenga de ions de célcio aumenta a intensidade da sua fluorescéncia em mais de
100 vezes, bem como na sua auséncia nao produz fluorescéncia no MCON (Paredes et
al., 2008).

Entretanto, apesar das vantagens e desvantagens atribuidas a cada um dos
fluoréforos testados, em fungdo dos resultados encontrados no presente estudo, mesmo
considerando a existéncia de diferengas significantes em uma ou outra comparagado
testada, ndo foi observada diferenca estatisticamente significante entre os mesmos na
analise multifatorial. Tal achado valida o emprego tanto da Rodamina-B quanto do Fluo-
3 como marcadores da penetracdo intratubular em MCON dos cimentos endodonticos
testados. Nao se pode afastar a possibilidade de variagdes poderem vir a surgir quando
do emprego de materiais obturadores com outras composi¢des, fato que pode ensejar
novas observagdes.

O escoamento, uma das propriedades fisico-quimicas apontadas como necessarias
a um material obturador, ¢ definido como a capacidade de um cimento de escoar em
irregularidades, canais laterais e tubulos dentindrios. Varios estudos demonstraram que a
fluidez do AH Plus € superior a de os outros cimentos, notadamente o Endofill, Endobtur,
Acroseal e Kentac Endo (Kokkas et al., 2004, Bernardes et al., 2010, Balguerie ef al.,
2011). Cimentos a base de 6xido de zinco e eugenol, como o Endofill, apresentam uma
baixa coesdo entre suas particulas e baixa resisténcia adesiva a dentina radicular, o que
pode facilitar a ocorréncia de falhas e dificultar sua penetragcdo nos tubulos (De Oliveira
et al., 2003, Tedesco et al., 2014). Os resultados do presente estudo, ressaltados pela
diferenga significante observada, corroboram com a literatura ao apontar a superioridade
do AH Plus quanto a penetragdo intratubular frente ao Endofill (Tedesco ef al., 2018).
Sabidamente os cimentos a base de resinas plésticas exibem maior penetragcdo do que os
cimentos endoddnticos convencionais — a base de 6xido de zinco e eugenol (Kokkas et
al., 2004, Patel et al., 2007, Gharib et al., 2007). Todavia, até o presente, ndo existia
informac¢do da penetracdo em canais secos ou empregando o Fluo-3 como fluorédforo.
Segundo Saleh ef al. (2004), a boa penetragdo intratubular apresentara dois efeitos
benéficos, o primeiro na vedagdo do SCR proveniente do aumento do contato de
superficie entre o cimento e os tibulos dentinarios e o segundo um efeito antimicrobiano,

devido ao sepultamento das bactérias residuais nos tibulos dentinarios.
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A penetragdo nos tubulos dentinarios foi significativamente maior nos tergos
cervical e médio quando comparado ao tergo apical. Esse achado corrobora com varios
autores que apontam como justificativas o fato de o ter¢o apical apresentar menor nimero
de tubulos, os quais, quando presentes, apresentam-se em menor didmetro ou até mesmo
obliterados (Balguerie et al., 2011, Kara et al., 2012, Chadha et al., 2012). Ainda,
apresentam grande variagdo na anatomia nessa regido do canal radicular em termos de
trajetoria (Mjor et al., 2001).

Considerando os achados do presente estudo, ¢ importante ressaltar que, apesar
de ter sido introduzido o Fluo-3 como op¢ao a Rodamina-B, como marcador fluorescente
para emprego em MCON, os resultados observados apontam para a validade dos
resultados presentes na literatura quando do emprego da Rodamina-B, mesmo diante de
extremos de umidade no SCR. Quanto aos materiais testados, confirma-se a informagao
preexistente da superioridade do AH Plus frente ao cimento Endofill quanto a penetragdo
nos tubulos dentindrios, fato que pode incrementar os indices de sucesso do tratamento

por proporcionar maior aprisionamento das bactérias remanescentes ao tratamento.

CONCLUSAO

Em funcdo dos resultados pode-se concluir que a profundidade de penetragdo
tubular proporcionada pelo AH Plus foi superior a do Endofill, ¢ que ndo foram
observadas diferencas em relacdo ao fluoréforo em fungdo da condi¢do de umidade dos
canais, validando, desta forma, tanto a Rodamina-B quanto o Fluo-3 como fluor6foros
em microscopia confocal; ainda, que as maiores penetragdes foram observadas nos ter¢os

cervical e médio.
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FIGURAS E TABELAS

Tabela 1. Resultados (mm) oferecidos pelos grupos em teste em fung¢éo dos cimentos, fluoréforo e condigdo de umidade considerando os trés tercos analisados.

33

Endofill AH Plus Endofill vs. AH Plus (p-Valor®)
Fluoréforo Apical Médio Cervical p-Valor® Apical Médio Cervical p-Valor® Apical Médio Cervical
Umido
Rodamina 0,012+0,012 0,085+0,173  0,081+0,080 0,522 0,225+0,211 0,480+0,349 0,585+0,197 0,080 0,054 0,032 0,001
F3 0,279+0,166  0,424+0,203  0,407+0,097 0,334  0,123+0,147 0,226+0,141 0,256+0,112 0,232 0,132 0,079 0,041
p-Valor 0,007 0,011 <0,001 0,358 0,129 0,005
Seco
Rodamina 0,031+0,027 0,069+0,115  0,042+0,051 0,667  0,411+0,274 0,562+0,452 0,681+0,246 0,585 0,007 0,029 0,001
F3 0,153+0,160 0,420+0,126  0,538+0,378 0,055  0,306+0,249 0,354+0,254 0,413+0,205 0,738 0,233 0,617 0,492
p-Valor 0,123 0,001 0,010 0,502 0,394 0,132
p-Valor* 0,193 0,855 0,332 0,217 0,739 0,906
p-Valo?” 0,231 0,973 0,472 0,152 0,316 0,132

“Teste t de Student (Rodamina versus F3); "Teste t de Student (Endofill versus AH Plus); “Teste t de Student (Seco versus Umido) no grupo Rondamina; “Teste t de
Student (Seco versus Umido) no grupo F3; *Teste ANOVA/Bonferroni (Apical versus Médio versus Cervical), *p<0,05 versus Apical. Dados expressos em forma de

média e desvio-padrdo.
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Tabela 2. Andlise multifatorial da penetracdo dos cimentos endodonticos nos tubulos,

verificacdo da interagdo entre as variaveis.

Fatores gL F p-Valor Pos-teste

Interagao 5 273,417 <0,001

Grupo*Umidade*Fluoréforo*Terco

Grupo 1 21,799 <0,001 AH Plus > Endofill
Umidade 1 2,78 0,098 Umido = Seco
Fluoréforo 1 2,785 0,098 Rodamida = F3
Terco 2 8,680  <0,001 Apical <Médio = Cervical

*p<0,05, teste ANOV A-4-fatores; F = Estatistica ANOVA; gl = graus de liberdade; Pos-teste = Bonferroni.

FIGURAS E LEGENDAS

Figura 01. a. Areas observadas e analisadas quanto & penetracdo intratubular dos
cimentos endodonticos em cada area; b. T - tags, C/GP - cimento e guta-percha, D —

Dentina.

1)




Figura 02. Imagens ilustrativas da penetragdo oferecida pelos materiais nas duas condi¢des em teste.

CERVICAL

AH PLUS SECO AH PLUS UMIDO ENDOFILL SECO  ENDOFILL UMIDO

RODAMINA-B

FLUO-3

RODAMINA-B/FLUO-3
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5. CONCLUSAO GERAL
Em funcdo dos métodos aplicados e considerando os resultados deste estudo pode-se

concluir que:

- O cimento resinoso AH Plus apresentou maior penetragao intratubular quando

comparado ao cimento Endofill, independente de outras variaveis testadas;

- Os diferentes padrdes de umidade testados ndo influenciaram nos resultados de

penetragdo intratubular dos cimentos obturadores avaliados;

- Nao foram observadas diferencas significantes entre os fluor6foros, Rodamina-
B e Fluo-3, independente da condi¢do de umidade do sistema de canais

radiculares;

- Houve diferenca estatisticamente significante em relagdo a penetragdo dos
cimentos quando analisado os ter¢os, sendo maior a penetragao nos tergos cervical

e médio quando comparado ao terco apical.
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Determinar o fluor6foro ideal para avaliagdes da profundidade de penetragao nos tubulos dentinarios dos
cimentos obturadores endodénticos.

Avaliacao dos Riscos e Beneficios:
Beneficios: Verificar a penetrabilidade dos cimentos nos tubulos dentinarios

Comentarios e Consideracoes sobre a Pesquisa:

Pesquisa importante na area da endodontia pois ira:

-Determinar o perimetro de penetracao dos cimentos endodénticos nos tubulos dentinarios. -Determinar o
fluoréforo ideal para mensurar a real profundidade de penetragcao dos cimentos nos tubulos dentinarios.
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Author Guidelines

5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1.Format

Language: The language of publication is English. It is preferred that manuscript is
professionally edited. A list of independent suppliers of editing services can be found
at http://authorservices.wiley.com/bauthor/english lanquage.asp. All services are paid
for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee
acceptance or preference for publication

Presentation: Authors should pay special attention to the presentation of their research
findings or clinical reports so that they may be communicated clearly. Technical jargon should
be avoided as much as possible and clearly explained where its use is unavoidable.
Abbreviations should also be kept to a minimum, particularly those that are not standard. The
background and hypotheses underlying the study, as well as its main conclusions, should be
clearly explained. Titles and abstracts especially should be written in language that will be
readily intelligible to any scientist.

Abbreviations: International Endodontic Journal adheres to the conventions outlined in
Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Medical and Scientific Editors and Authors.
When non-standard terms appearing 3 or more times in the manuscript are to be abbreviated,
they should be written out completely in the text when first used with the abbreviation in
parenthesis.

5.2.Structure

All manuscripts submitted to International Endodontic Journal should include Title Page,
Abstract, Main Text, References and Acknowledgements, Tables, Figures and Figure
Legends as appropriate

Title Page: The title page should bear: (i) Title, which should be concise as well as
descriptive; (ii) Initial(s) and last (family) name of each author; (iii) Name and address of
department, hospital or institution to which work should be attributed; (iv) Running title (no
more than 30 letters and spaces); (v) No more than six keywords (in alphabetical order); (vi)
Name, full postal address, telephone, fax number and e-mail address of author responsible
for correspondence.

Abstract for Original Scientific Articles should be no more than 350 words giving details
of what was done using the following structure:

* Aim: Give a clear statement of the main aim of the study and the main hypothesis tested,
if any.

* Methodology: Describe the methods adopted including, as appropriate, the design of the
study, the setting, entry requirements for subjects, use of materials, outcome measures and
statistical tests.

* Results: Give the main results of the study, including the outcome of any statistical
analysis.

» Conclusions: State the primary conclusions of the study and their implications. Suggest
areas for further research, if appropriate.
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Abstract for Systematic Review Articles should be no more than 350 words giving
details of what was done using the following structure where applicable:

» Background: Provide a brief introduction of the subject and why it is important.

* Aim: Give a clear statement of the main aim of the study and the main hypothesis tested,
if any.

» Data sources: Describe the databases searched.

« Study eligibility criteria, participants, and interventions: Briefly describe the methods
adopted including exclusion/inclusion criteria.

» Study appraisal and synthesis methods: Describe bias, study type and quality

* Results: Give the main results of the review, including the outcome of any statistical
meta-analysis.

« Limitations: Highlight problems with the current review end research area

» Conclusions and implications of key findings: State the primary conclusions of the
study and their implications. Suggest areas for further research, if appropriate.

Abstract for Review Articles (narrative)
The Abstract should be unstructured and no more than 350 words.

Abstract for Case Reports should be no more than 350 words using the following structure:

* Aim: Give a clear statement of the main aim of the report and the clinical problem which is
addressed.

*« Summary: Describe the methods adopted including, as appropriate, the design of the
study, the setting, entry requirements for subjects, use of materials, outcome measures and
analysis if any.
» Key learning points: Provide up to 5 short, bullet-pointed statements to highlight the key
messages of the report. All points must be fully justified by material presented in the report.

Abstract for Clinical Articles should be no more than 350 words using the following
structure:

* Aim: Give a clear statement of the main aim of the report and the clinical problem which
is addressed.

* Methodology: Describe the methods adopted.

* Results: Give the main results of the study.

» Conclusions: State the primary conclusions of the study.

Main Text of Original Scientific Article should include Introduction, Materials and Methods,
Results, Discussion and Conclusion

Introduction: should be focused, outlining the historical or logical origins of the study and
gaps in knowledge. Exhaustive literature reviews are not appropriate. It should close with
the explicit statement of the specific aims of the investigation, or hypothesis to be tested.

Material and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the
references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced.

(i) Clinical Trials should be reported using the CONSORT guidelines available
at www.consort-statement.orq. A CONSORT checklist and flow diagram (as a Figure)
should also be included in the submission material.

(ii) Experimental Subjects: experimentation involving human subjects will only be published
if such research has been conducted in full accordance with ethical principles, including the
World Medical Association Declaration of Helsinki (version 2008) and the additional
requirements, if any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts
must be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the
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understanding and written consent of each subject and according to the above mentioned
principles. A statement regarding the fact that the study has been independently reviewed
and approved by an ethical board should also be included. Editors reserve the right to reject
papers if there are doubts as to whether appropriate procedures have been used.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that
adequate measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be
carried out in accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health
(NIH) in the USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with
the European Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in
accordance with local laws and regulations.

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the
Material and Methods section identifying the review and ethics committee approval for each
study, if applicable. Editors reserve the right to reject papers if there is doubt as to whether
appropriate procedures have been used.

(iii) Suppliers: Suppliers of materials should be named and their location (Company,
town/city, state, country) included.

Results: should present the observations with minimal reference to earlier literature or to
possible interpretations. Data should not be duplicated in Tables and Figures.

Discussion: may usefully start with a brief summary of the major findings, but repetition of
parts of the abstract or of the results section should be avoided. The Discussion section
should progress with a review of the methodology before discussing the results in light of
previous work in the field. The Discussion should end with a brief conclusion and a comment
on the potential clinical relevance of the findings. Statements and interpretation of the data
should be appropriately supported by original references.

Conclusion: should contain a summary of the findings.

Main Text of Review Articles should be divided into Introduction, Review and Conclusions.
The Introduction section should be focused to place the subject matter in context and to
justify the need for the review. The Review section should be divided into logical sub-sections
in order to improve readability and enhance understanding. Search strategies must be
described and the use of state-of-the-art evidence-based systematic approaches is
expected. The use of tabulated and illustrative material is encouraged. The Conclusion
section should reach clear conclusions and/or recommendations on the basis of the evidence
presented.

Main Text of Clinical Reports and Clinical Articles should be divided into Introduction,
Report, Discussion and Conclusion,. They should be well illustrated with clinical images,
radiographs, diagrams and, where appropriate, supporting tables and graphs. However, all
illustrations must be of the highest quality

Acknowledgements: International Endodontic Journal requires that all sources of
institutional, private and corporate financial support for the work within the manuscript must
be fully acknowledged, and any potential conflicts of interest noted. Grant or contribution
numbers may be acknowledged, and principal grant holders should be listed.
Acknowledgments should be brief and should not include thanks to anonymous referees and
editors. See also above under Ethical Guidelines.

5.3. References
It is the policy of the Journal to encourage reference to the original papers rather than to
literature reviews. Authors should therefore keep citations of reviews to the absolute
minimum.
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We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference
management and formatting. The EndNote reference style can be obtained upon request to
the editorial office (iejeditor@cardiff.ac.uk). Reference Manager reference styles can be
searched for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

In the text: single or double authors should be acknowledged together with the year of
publication, e.g. (Pitt Ford & Roberts 1990). If more than two authors the first author followed
by et al. is sufficient, e.g. (Tobias et al. 1991). If more than 1 paper is cited the references
should be in year order and separated by "," e.g. (Pitt Ford & Roberts 1990, Tobias et al.
1991).

Reference list: All references should be brought together at the end of the paper in
alphabetical order and should be in the following form.

(i) Names and initials of up to six authors. When there are seven or more, list the first three
and add et al.

(ii)Year of publication in parentheses

iii) Full title of paper followed by a full stop (.)

iv) Title of journal in full (in italics)

v) Volume number (bold) followed by a comma (,)

vi) First and last pages

Examples of correct forms of reference follow:

Standard Jjournal article
Bergenholtz G, Nagaoka S, Jontell M (1991) Class Il antigen-expressing cells in
experimentally induced pulpitis. International Endodontic Journal 24, 8-14.

Corporate author
British Endodontic Society (1983) Guidelines for root canal treatment. International
Endodontic Journal16, 192-5.

Journal supplement
Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M (1979) Functional asplenia: demonstration of splenic
activity by bone marrow scan (Abstract). Blood 54 (Suppl. 1), 26a.

Books and other monographs

Personal author(s)
Gutmann J, Harrison JW (1991) Surgical Endodontics, 1st edn Boston, MA, USA: Blackwell
Scientific Publications.

Chapter in a book
Wesselink P (1990) Conventional root-canal therapy IlI: root filling. In: Harty FJ,
ed. Endodontics in Clinical Practice, 3rd edn; pp. 186-223. London, UK: Butterworth.

Published proceedings paper
DuPont B (1974) Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with
an unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of the Third
Annual Meeting of the International Society for Experimental Rematology; pp. 44-46.
Houston, TX, USA: International Society for Experimental Hematology.

Agency publication
Ranofsky AL (1978) Surgical Operations in Short-Stay Hospitals: United States-1975. DHEW
publication no. (PHS) 78-1785 (Vital and Health Statistics; Series 13; no. 34.) Hyattsville,
MD, USA: National Centre for Health Statistics.8

Dissertation or thesis
Saunders EM (1988) In vitro and in vivo investigations into root-canal obturation using
thermally softened gutta-percha techniques (PhD Thesis). Dundee, UK: University of
Dundee.

URLs

Full reference details must be given along with the URL, i.e. authorship, year, title of
document/report and URL. If this information is not available, the reference should be
removed and only the web address cited in the text.

(
(
(
(
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Smith A (1999) Select committee report into social care in the community [WWW document].
URL http://www.dhss.gov.uk/reports/report015285.html
[accessed on 7 November 2003]

5.4. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be double-spaced with no vertical rulings, with a single bold ruling
beneath the column titles. Units of measurements must be included in the column title.

Figures: All figures should be planned to fit within either 1 column width (8.0 cm), 1.5 column
widths (13.0 cm) or 2 column widths (17.0 cm), and must be suitable for photocopy
reproduction from the printed version of the manuscript. Lettering on figures should be in a
clear, sans serif typeface (e.g. Helvetica); if possible, the same typeface should be used for
all figures in a paper. After reduction for publication, upper-case text and numbers should be
atleast 1.5-2.0 mm high (10 point Helvetica). After reduction, symbols should be at least 2.0-
3.0 mm high (10 point). All half-tone photographs should be submitted at final reproduction
size. In general, multi-part figures should be arranged as they would appear in the final
version. Reduction to the scale that will be used on the page is not necessary, but any special
requirements (such as the separation distance of stereo pairs) should be clearly specified.

Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data presented in small
tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text instead. Figures
should not contain more than one panel unless the parts are logically connected; each panel
of a multipart figure should be sized so that the whole figure can be reduced by the same
amount and reproduced on the printed page at the smallest size at which essential details
are visible.

Figures should be on a white background, and should avoid excessive boxing, unnecessary
colour, shading and/or decorative effects (e.g. 3-dimensional skyscraper histograms) and
highly pixelated computer drawings. The vertical axis of histograms should not be truncated
to exaggerate small differences. The line spacing should be wide enough to remain clear on
reduction to the minimum acceptable printed size.

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case, boldface, roman letter, a, b,
and so on, in the same typesize as used elsewhere in the figure. Lettering in figures should
be in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have a single space
between the number and the unit, and follow SI nomenclature or the nomenclature common
to a particular field. Thousands should be separated by a thin space (1 000). Unusual units
or abbreviations should be spelled out in full or defined in the legend. Scale bars should be
used rather than magnification factors, with the length of the bar defined in the legend rather
than on the bar itself. In general, visual cues (on the figures themselves) are preferred to
verbal explanations in the legend (e.g. broken line, open red triangles etc.)

Figure legends: Figure legends should begin with a brief title for the whole figure and
continue with a short description of each panel and the symbols used; they should not contain
any details of methods.

Permissions: If all or part of previously published illustrations are to be used, permission
must be obtained from the copyright holder concerned. This is the responsibilty of the authors
before submission.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent the
final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs) files
only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use pixel-
oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi (halftone) or
600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below). EPS files
should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible). For scanned
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images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to ensure good
reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi; figures
containing both halftone and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell's guidelines for
figures: http:/authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.

Check your electronic artwork before submitting
it: http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp.




