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Project abstract:

Cimentos reparadores como o0 MTA sdo amplamente utilizados na Endodontia em procedimentos que incluem o
selamento de perfura¢des, capeamento pulpar, cirurgias apicais e apicificacdes. A composi¢do de tais cimentos
inclui a presenca de 6xido de bismuto, como agente radiopacificador. Os fons bismuto sdo muito reativos e
interagem quimicamente com estruturas dentais, resultando na deposi¢cdo de um precipitado preto que causa
descoloracdo dental. Estudos recentes demonstram que hd uma migracao de fons de tais materiais nos tecidos
adjacentes. O objetivo do estudo ¢é avaliar a migracdo de fons bismuto provenientes do cimento ProRoot MTA
nos tecidos locais e sistemicamente apds contato com tecido conjuntivo e 6sseo. Serdo utilizados 64 animais no
total, para avaliagdo dos cimentos ProRoot MTA (TCS-BiO) (n=20), contendo bismuto, em comparagdo com o
cimento silicato tricalcio (TCS), sem bismuto (n=20). Duas amostras de cada cimento (4 mm de didmetro x 2
mm de altura) serdo implantadas no tecido subcutineo ou fémur, sendo que cada animal receberd dois implantes
do mesmo cimento. Como controle positivo, serd implantado 6xido de bismuto na propor¢do de 20%, associado
a hidroxiapatita (HAp-BiO) (n=20). Como controle negativo (n=4), 0os animais ndo receberdo nenhum tipo de
implante. Apds o periodo de 30 dias, metade dos animais serdo sacrificados e apds 180 dias os demais. Apés a
eutandsia, serdo analisados os tecidos adjacentes aos implantes, o volume total de sangue e os 6rgaos: cérebro,
figado e rins. Foram coletadas amostras do sangue, cérebro, figado e rins para anélise do acimulo de fons
bismuto e silicio utilizando espectrometria de emiss@o dptica por plasma acoplado indutivamente (ICP-OES).
Além disso, a partir do sangue, foram realizados os exames de hemograma total, coletas sanguineas periddicas
para andlise em ICP-OES (/nductive Coupled Plasma Optical Emission Spectrometry) dos ions de interesse e
testes sanguineos bioquimicos hepéticos e renais. Os dados obtidos foram submetidos aos testes de normalidade

e comparagdes (p < 0,05). Os resultados parciais mostraram crescimento e desenvolvimento normal dos animais



até o momento da eutandsia, sem diferenca de peso intragrupo no grupo 30 dias (p = 0,378) ou 180 dias (p =
0,090). Os eritrogramas apresentaram-se dentro dos valores da faixa de referéncia adotada em todos os animais.
Os leucogramas se apresentaram levemente alterados nos animais que receberam implantes eutanasiados em 30
dias, provavelmente devido a proximidade do procedimento cirtrgico realizado com o periodo de eutandsia
estabelecido. As andlises hepdticas e renais nos grupos teste apresentaram valores normais em comparacao aos
controles e com o valor de referéncia adotado para a andlise. As amostras de sangue, rim, figado, cérebro e dos
suprimentos (dgua, racdo e maravalha) foram digeridas individualmente utilizando uma combinacdo de 4cido
nitrico 20% ultrapuro (6 mL) associado a peréxido de hidrogénio 30% (2 mL) em sistema de digestio por
micro-ondas. Além disso, foram realizados blanks tanto para a calibracdo do ICP-OES, como também,
paralelamente a cada ciclo da digestao para assegurar a qualidade de digestdo intrinseca ao ciclo. As amostras
digeridas ja encontram-se em Birmingham onde serd realizada a leitura em ICP-OES (processo associado
Fapesp BEPE - 2020/12327-8). A continuagdo do presente projeto consiste na leitura das amostras para a
obtencdo dos dados de fracdo de massa de cada fon de interesse e estabelecimento das comparagdes
apropriadas. Para os tecidos locais serd utilizada microscopia eletronica de varredura (MEV) e mapeamento
local de elementos quimicos (EDS). Os cimentos implantados serdo analisados utilizando difratometria de
raios-X (XRD) para determinacdo da interacdo quimica com os tecidos. Os resultados serdo submetidos a

andlise estatistica apropriada com nivel de significancia de 5%.
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Analise in vivo da migracao local e sistémica de ions dos cimentos ProRoot MTA e silicato
tricélcio

Serdo coletados dados sobre a migracao sist€émica por meio das metodologias de ICP-OES, andlises sanguineas
(eritrogramas e leucogramas), analises sanguineas bioquimicas e migracdo local de {fons por meio de microscopia

eletronica de varredura e energia dispersiva de raios-X.

As variaveis serao coletadas por meio de distintas metodologias:
Andlise da migragado sistémica de ions em ICP-OES

A precisdo da leitura por ICP-OES justificou a escolha desse método de quantificacio idnica nesse trabalho, uma
vez que os fons investigados presentes nos diferentes 6rgdos e corrente sanguinea poderiam estar presentes em
quantidades pequenas. Os niveis de deteccdo de 0,07 Jlg/g para Bismuto e 0,20 Jlg/g para Silicio foram
previamente relatados utilizando ICP-OES (De Blas Bravo et al., 2007; Thangavel et al., 2015)

Anélises sanguineas (eritrogramas e leucogramas)

O volume de 0,5 mL de sangue foi colhido e estocado em frasco com anticoagulante especifico para esse tipo de
coleta onde foram analisados os exames de hemograma pelo método de impedancia, onde: os eritrocitos,
hemoglobina, hematdcrito, volume corpuscular médio (MCV), concentragdao média de hemoglobina corpuscular
(MCHC), proteina sanguinea total, leucdcitos, plaquetas, neutréfilos segmentados, eosinéfilos, linfécitos e
mondcitos foram quantificados com intuito de se avaliarem os valores de hemograma em comparacido aos animais
controle. As amostras de sangue foram enviadas e analisadas em laboratdrio de andlises clinicas veterindrias
(Animal Labor, Piracicaba, SP).

Anélises sanguineas bioquimicas

O volume de 1,0 mL foi encaminhado para os testes bioquimicos pelo método colorimétrico para avaliacio de:
bilirrubina plasmadtica (total e fragdes), fosfatase alcalina (ALP), transaminase glutimico-oxalacética (AST),
alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamil transpeptidase (GGT) com intuito de se avaliarem as funcdes
hepaticas, sendo esse ultimo incluido para complementar os testes de fungdo hepdtica (Hepatic liver panel) (Burke,
2002; Dillon & Miller, 2016). Os valores de creatinina e ureia foram utilizados para avaliar as fun¢des renais em

comparacdo com 0s animais controle nos mesmos periodos (Brosnan, 2010).
Andlise da migragao local de ions em MEV e EDS

Os tecidos subcutaneo e femoral foram fixados em alcool, desidratados em etanol, seccionados transversalmente,
montados em stub de aluminio e recobertos com carbono, de acordo com a metodologia descrita (Schembri
Wismayer ef al., 2016). Os tecidos serdo analisados em microscopia eletronica de varredura (MEV) com baixos

aumentos. Os fons bismuto e silicio serdo mapeados por espectroscopia de energia dispersiva (EDS).

Todos os arquivos de imagens (.jpg) e dados organizados em planilhas (.xIsx) serdo armazenados juntamente com

arquivo (.docx) contendo lista de abreviaturas, descricio das metodologias, grupos dos materiais e detalhes
necessarios

para a rastreabilidade e interpretacdo dos resultados.



Para andlise da migracdo de fons, o estudo utilizard ratos machos que foi previamente submetido ao Comité de
Etica em Pesquisa em Animais da Faculdade de Odontologia de Piracicaba (CEUA, FOP/UNICAMP).

Os dados estarao disponiveis no Repositorio de Dados e Pesquisa (REDU) da Comissao Central de Pesquisa
(CPGD) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A partir da publicagao do artigo, a referéncia a ele e

aos autores sera por meio do identificador DOI.

Os dados gerados pelos colaboradores também serdo organizados e armazenados em plataforma digital (Google
Drive) utilizada pelos membros dos laboratérios. Os dados obtidos durante a execucao do projeto serdao

compartilhados com todos os colaboradores.

A solicitagdo de acesso e o uso dos dados poder@o ser feitos apds formalizacio (e-mail) do pedido para o
responsdvel pelo projeto. Os dados serdo mantidos por no minimo 10 anos sendo esse também o periodo de

disponibilizacdo dos mesmos.

Os arquivos de dados e metadados serdo mantidos em plataforma de armazenamento em nuvem (Google Drive).
Sera criada uma pasta com identifica¢do do projeto e subpastas com identificacdo das anélises realizadas onde
serdo feitos todos os arquivamento dos dados e metadados dos experimentos sob responsabilidade dos

pesquisadores.

Somente os pesquisadores responsaveis pela gestdo dos dados terdo acesso a nuvem.

Todos os dados serdo mantidos em nuvem e preservados por um periodo de longo prazo.

Os dados nio serdo descartados a longo prazo, considerando que os mesmos estardo alocados em nuvem.

Os dados estarao disponiveis no Repositorio de Dados e Pesquisa (REDU) da Comissao Central de Pesquisa
(CPGD) da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP). A partir da publicagao do artigo, a referéncia a ele e

aos autores sera por meio do identificador DOI.
Nao existirdo restricdes no compartilhamento dos dados requeridos.
O pesquisador responsavel gerenciard os dados coletados e armazenados.

Nao serdo necessarios recursos para entrega do plano.
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