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Resumo: 
 
O protocolo de revascularização pulpar é uma atual opção de tratamento 
para casos de dentes portadores de necrose pulpar com rizogênese 
incompleta. Embora a literatura mostre resultados promissores, ainda há 
inúmeras variações quanto ao protocolo de desinfecção química com o uso 
de soluções irrigadoras.  Para o êxito do tratamento, o irrigante deve ter ação 
antimicrobiana e, ao mesmo tempo, permitir a sobrevivência das células 
responsáveis pelo processo de revascularização. O objetivo desse estudo foi 
avaliar o efeito do Hipoclorito de Sódio (NaOCL) associado ao EDTA, 
Hipoclorito de Sódio associado ao Smear Clear e do QMix® 2 in 1 em 
diferentes concentrações e tempos experimentais, como possíveis irrigantes 
para o protocolo de revascularização, por meio de ensaios in vitro em cultura 
de células primárias obtidas da papila apical humana e em linhagem celular 
endotelial. Os aspectos avaliados foram citotoxicidade, índice de polaridade 
celular, migração e efeito angiogênico, por meio do ensaio de tubulogênese. 
Os dados foram submetidos ao teste estatístico ANOVA seguido de post-hoc 
de Bonferroni com nível de significância de 5%. Para todos os grupos, um 
maior período de contato com o irrigante foi relacionado a uma menor 
viabilidade celular. O efeito citotóxico também foi dose dependente para 
todos os irrigantes, após o período de 24h (p<0.5). O grupo NaOCL/EDTA 
apresentou as maiores taxas de viabilidade (p<0.5). O índice de polaridade 
celular foi afetado pela concentração dos irrigantes. Menores tempos de 
exposição resultaram em morfologias celulares mais alongadas, 
especialmente no grupo NaOCL/EDTA. A velocidade de migração celular foi 
menor do que o controle, em todos os grupos analisadas nas diferentes 
concentrações e períodos (p<0.5), exceto na concentração de 0.1% no grupo 
NaOCL/EDTA após 1h de exposição. No período de 24h, o grupo 
NaOCL/EDTA 0.1% apresentou a maior velocidade de migração (p<0.5). A 
direcionalidade de migração foi reduzida nos maiores períodos de exposição 
aos irrigantes, em todos os grupos e concentrações, o que foi menos 
evidente para o NaOCL/EDTA. No ensaio de tubulogênese, células 
endoteliais tratadas com NaOCL/EDTA demonstraram uma maior distância 
de migração em uma matriz tridimensional (3D), comparado aos outros 
grupos, independentemente da concentração e período experimental 
avaliados (p<0.5).Em conclusão, dentre as soluções testadas, o uso de 
NaOCL associado ao EDTA apresentou melhores resultados em relação à 
resposta biológica do modelo de cultura celular avaliado.  
 
Palavras-chaves: irrigantes do canal radicular; necrose da polpa dentária; 
endodontia regenerativa; viabilidade celular, ensaios de migração celular;  
coagulação sanguínea 
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Abstract:  
 
Pulp revascularization protocol is a current treatment option for cases of 
immature teeth presenting pulp necrosis. Although promising results has been 
demonstrated, there are still numerous variations regarding the chemical 
disinfection protocol. Irrigant solutions must have antimicrobial activity and 
also allow maintainance of cells viability. The aim of this study was to evaluate 
the effect of Sodium Hypochlorite (NaOCL) associated with EDTA, Sodium 
Hypochlorite associated with Smear Clear and QMix® 2 in 1 at different 
concentrations and experimental periods, as possible irrigants for the 
revascularization protocol. Cytotoxicity, cellular polarity index and migration 
assays were performed in primary cell culture obtained from human apical 
papilla. Cytotoxicity and angiogenic effect by a tubulogenesis assay were 
assessed using an endothelial cell line. Data were submitted to statistical test 
ANOVA followed by Bonferroni post hoc test with a significance level of 5%. 
For all groups, a longer contact period with the irrigant was related to lower 
cell viability. The cytotoxic effect was also dose dependent for all irrigants 
after the 24h period (p<0.5). The NaOCL/EDTA group had the highest viability 
rates (p<0.5). Cell polarity index was affected by irrigant concentration. 
Shorter exposure times resulted in longer cell morphologies, especially in the 
NaOCL/EDTA group. Cell migration rate was lower than control in all groups 
analyzed at different concentrations and periods (p<0.5), except at 0.1% 
concentration in NaOCL/EDTA group after 1h of exposure. In the 24h period, 
the 0.1% NaOCL/EDTA group presented the highest migration speed. 
(p<0.5). Migration directionality was reduced in the longest irrigant exposure 
periods in all groups and concentrations. NaOCL/EDTA presented the highest 
migration directionality compared to the other groups in both concentrations 
and periods evaluated. In the sprouting assay, endothelial cells treated with 
NaOCL/EDTA demonstrated a greater migration distance in a three-
dimensional (3D) matrix compared to the other groups, regardless of the 
concentration and experimental period evaluated (p<0.5). In conclusion, 
amongst the tested solutions, the use of NaOCL associated with EDTA 
presented better results regarding to the biological behavior of the evaluated 
cell culture model. 
 
Keywords: root canal irrigants; dental pulp necrosis; regenerative 
endodontics; cell viability, cell migration assays; blood coagulation 
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1.APRESENTAÇÃO 
 

A presente dissertação teve como objetivo principal avaliar a ação do 

Hipoclorito de Sódio associado ao EDTA, Hipoclorito de Sódio associado ao 

Smear Clear e do QMix® 2 in 1 como possíveis irrigantes para o protocolo de 

revascularização, por meio de ensaios in vitro em cultura de células primárias 

obtidas da papila apical humana e em linhagem celular endotelial. 

Será apresentada da seguinte forma:  

▪ Introdução;  

▪ Objetivos;  

▪ Artigo científico: o desenvolvimento e os resultados do estudo estão 

apresentados na forma de artigo científico que será submetido à publicação 

na revista	 International Endodontic Journal, fator de impacto 3.331 (Qualis 

A1, CAPES);  

▪ Considerações finais. 
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2. INTRODUÇÃO  
 

A revascularização pulpar é uma atual opção de tratamento para 

casos de dentes portadores de necrose pulpar com rizogênese incompleta 

(KAHLER B et al., 2018). Esses casos representam um grande desafio para 

os profissionais, pois os dentes imaturos apresentam as paredes radiculares 

finais e frágeis e não há um limite de trabalho definido, dificultando assim a 

desinfecção por meios mecânicos. Dessa forma, a desinfecção depende 

exclusivamente de irrigantes e medicações intracanal. (LOVELACE et al., 

2011). Esta técnica surgiu como uma alternativa para o tradicional tratamento 

de apicificação, o qual consiste na utilização de uma pasta a base de 

hidróxido de cálcio no interior do canal radicular, realizando trocas periódicas 

deste produto por um longo período, em múltiplas consultas. Apesar deste 

procedimento também ter como objetivo a indução da formação de uma 

barreira calcificada, o mesmo não permite a continuidade do desenvolvimento 

radicular e a permanência desta medicação por longos períodos pode 

diminuir a resistência à fratura das raízes, fragilizando-as (ANDREASEN; 

FARIK; MUNKSGAARD, 2002). Dessa forma, em casos de ocorrência de 

traumatismos dento-alveolares, fraturas coronárias ou radiculares poderão 

ocorrer, comprometendo a permanência do dente na cavidade oral. Um 

clássico estudo realizado por Cvek em 1992, avaliou dentes humanos 

imaturos necróticos tratados com hidróxido de cálcio e posteriormente 

preenchidos com guta percha. O período de acompanhamento foi de 4 anos. 

Analisou-se a saúde dos tecidos periradiculares e a frequência de fraturas 

radiculares cervicais e observou-se que a ocorrência de fraturas foi maior do 

que o esperado e foi dependente do estágio de desenvolvimento radicular 

(CVEK, 1992). 

Nesse sentido, o objetivo e a principal vantagem deste novo 

tratamento consiste em continuar o desenvolvimento radicular, através da 

deposição de tecido duro, fortalecendo a raiz contra possíveis fraturas 

(DIOGENES et al., 2013; GALLER, 2016). Esse procedimento ocorre através 

da formação de um scaffold no interior do canal radicular, que irá atuar como 

uma matriz para as células tronco indiferenciadas (LOVELACE et al., 2011; 

THIBODEAU e TROPE, 2007). A presença de infecção pode afetar 
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negativamente o processo de regeneração, danificando essas células (KIM, 

2016). Por isso, é extremamente importante que haja uma adequada 

desinfecção prévia do canal radicular.  

Um dos primeiros estudos envolvendo o processo de revascularização 

foi realizado no ano de 1961 por Ostby. Foi analisado o papel do coágulo 

sanguíneo após o preenchimento do canal radicular e observou-se a 

importância do mesmo para a formação de tecido fibroso no interior de canais 

radiculares. Além disso, também foi avaliado a influência do ambiente 

asséptico para a organização do tecido periapical (OSTBY, 1961). Em 1972 

Ham e colaboradores também avaliaram a indução de formação de coágulo, 

observando o posterior fechamento apical. Sob o ponto de vista histológico, o 

tecido calcificado formado sobre o ápice radicular foi avaliado como material 

osteóide ou cementóide (HAM; PATTERSON; MITCHELL, 1972).  

O protocolo clínico de revascularização baseia-se na desinfecção do 

sistema de canais radiculares através do uso de soluções irrigadoras e 

medicações intracanal, seguida pela indução de sangramento na região 

periapical que irá permitir o preenchimento do canal radicular pelo coágulo 

sanguíneo e por células indiferenciadas, possibilitando assim a formação do 

novo tecido. A porção cervical do dente é selada com MTA e coronalmente 

com materiais restauradores (SHAH et al., 2008), sendo realizado um 

acompanhamento clínico e radiográfico. 

De acordo com a literatura, após ocorrer a desinfecção, as células da 

papila apical (SCAPs), estimuladas pelas células da bainha epitelial de 

Hertwig, são capazes de proliferar e diferenciarem-se em odontoblastos, 

permitindo a continuidade da formação radicular. (SONOYAMA et al., 2008; 

HUANG et al., 2008). A entrada dessas células no interior do canal radicular 

ocorre através da indução de sangramento na região periapical. Além disso, 

a presença de fatores de crescimento, também presentes no coágulo 

sanguíneo, apresentam um papel importante na revascularização. (WANG et 

al., 2007). 

 

 

 



	 12	

No entanto, o uso de antissépticos citotóxicos e a instrumentação 

excessiva podem inviabilizar o tecido da papila apical (DAS, 1980; DAS; 

DAS; MURPHY, 1997) e consequentemente as células capazes de formar 

polpa e dentina também são perdidas (IWAYA; IKAWA;  KUBOTA, 2011). 

Inicialmente, é realizada a descontaminação dos canais radiculares, 

por meio da irrigação e da medicação intracanal (LOVELACE et al., 2011). As 

soluções irrigadoras possuem um papel fundamental na desinfeção primária, 

sendo as mais utilizadas nesse protocolo o hipoclorito de sódio (NaOCl), a 

clorexidina (CHX) e o Ácido Etileno Diaminotetracético (EDTA). 

Os relatos demonstram a utilização do hipoclorito de sódio em 

diferentes concentrações, variando de 1% a 6% (KONTAKIOTIS et al., 2015).  

O NaOCl é a solução irrigadora mais utilizada em tratamentos endodônticos, 

devido a sua capacidade antimicrobiana e dissolução de matéria orgânica 

(ESTRELA et al, 2002), porém, alguns estudos demonstram que a mesma é 

considerada citotóxica para células tronco da papila apical (TREVINO et al., 

2011) sendo que quanto maior a sua concentração, menor a sua 

biocompatibilidade (VOUZARA et al., 2016). 

A clorexidina também apresenta propriedades antimicrobianas, além 

de possuir efeito residual (GREENSTEIN; BERMAN; JAFFIN, 1986). As 

concentrações utilizadas nos protocolos de revascularização assumem 

valores de 0,12%, 0,2% e 2% (KONTAKIOTIS et al., 2015). Em relação à 

citotoxicidade, estudos também demonstram que a clorexidina possui efeito 

citotóxico. (BONACORSI; RADDI; CARLOS, 2004; VOUZARA et al., 2016), 

além de não ser capaz de dissolver tecido orgânico (NAENNI;  THOMA; 

ZEHNDER, 2004). 

Além dessas substâncias irrigadores é necessário fazer o uso de um 

agente quelante, sendo o EDTA o mais utilizado. Devido à sua ação 

quelante, sugere-se que o mesmo, ao entrar em contato com a dentina, seja 

capaz de liberar fatores de crescimento presente na matriz dentinária que 

servem como sinalização para a diferenciação celular (GRAHAM et al., 

2006). Além disso, é capaz de reverter parcialmente os efeitos deletérios da 

solução de NaOCl em altas concentrações na sobrevivência e diferenciação 

de SCAPs (Martin et al, 2014).  

Baseado em uma série de estudos publicados nos últimos anos, a 



	 13	

Associação Americana de Endodontia (AAE) estabeleceu um protocolo 

padrão atualizado em 2018 para auxiliar os clínicos. Entretanto, a AAE 

sugere que essas considerações devem ser apenas uma possível fonte de 

informação e em função da rápida evolução deste campo, os profissionais 

devem atualizar-se e estar atentos aos novos resultados advindos das 

pesquisas executadas. Após os procedimentos prévios de anestesia e 

isolamento absoluto, o  protocolo propõe inicialmente a realização da 

irrigação abundante com NaOCL, em baixa concentração, como 1,5%, 

seguida pela irrigação com soro fisiológico ou EDTA, com a ponta da agulha 

posicionada cerca de 1mm aquém do final da raiz, minimizando os efeitos 

citotóxicos para as células troncos presentes nos tecidos apicais. Depois, 

realiza-se a secagem do canal radicular e a inserção da pasta de hidróxido 

de cálcio ou da pasta tri-antibiótica na  concentração 1:1:1 de Metronidazol, 

Minociclina e Ciprofloxacina. Eles ainda consideram a utilização da pasta 

dupla antibiótica, sem a minoniclina. Por último se faz o selamento com um 

material restaurador temporário e aguarda-se de 1 a 4 semanas. Na segunda 

consulta observa-se a resposta ao tratamento, se houver sinais ou sintomas 

de infecção persistente, pode se considerar um tempo de tratamento 

adicional com os antibióticos. Se a resposta for favorável, a anestesia é feita 

com mepivacaína 3% sem vasoconstritor e depois o isolamento absoluto é 

realizado. Inicia-se pela irrigação com 20ml de EDTA 17%, seguida pela 

secagem do canal. Realiza-se o sangramento no interior do canal, pela 

sobre-instrumentação ultrapassando 2mm do forame apical, com o objetivo 

de se ter o canal inteiro preenchido por sangue, até a região da junção 

cemento-esmalte. Outra alternativa para a obtenção do coágulo sanguíneo é 

a utilização do plasma rico em plaquetas, ou a fibrina rica em plaquetas ou 

ainda a matriz de fibrina autóloga. 

 Depois, se necessário, coloca-se uma matriz reabsorvível sobre o 

coágulo sanguíneo e realiza-se o capeamento com MTA, seguido pela 

inserção de ionômero de vidro. Como o MTA tem sido associado à alteração 

de cor, pode-se utilizar como alternativa o Biodentine. É necessário realizar a 

proservação clínica e radiográfica, sendo a eliminação de sintomas e a saúde 

óssea o objetivo primário de sucesso. Como objetivo secundário, espera-se o 

aumento da espessura das paredes dentinárias e o desenvolvimento 
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radicular e, por fim, a resposta positiva ao teste de sensibilidade pulpar. 

Com a intenção de aumentar a penetração dos irrigantes no canal 

radicular e nos túbulos dentinários, surfactantes podem ser adicionados à 

solução irrigadora (LUI, KUAH, CHEN, 2007). Uma nova formulação de 

irrigante chamada SmearClear (SybronEndo, Orange, CA) foi introduzida ao 

mercado, essa solução também possui ação quelante e contém na sua 

composição, EDTA 17%, cetramida e propriedades adicionais de 

surfactantes, sendo indicado para remoção da smear layer e limpeza final do 

canal radicular (DA SILVA et al., 2008). Sabe-se que uma maior 

penetrabilidade depende de uma baixa tensão superficial, por isso o objetivo 

da adição de surfactantes é reduzir essa tensão superficial, resultando em 

uma melhor eficiência de limpeza (CAMERON, 1986).  

O QMix® 2 in 1 (Dentsply, Tulsa, EUA) também é uma recente solução 

irrigadora e é composta pela associação do EDTA, da Clorexidina e do 

detergente Cetramida (MA et al., 2011).  Essa combinação tem como objetivo 

a remoção da smear layer e efeito antimicrobiano adicional. Estudos 

demonstram que o QMix é tão eficaz quanto o EDTA a 17% na remoção da 

smear layer (STOJICIC et al., 2012), sem causar erosão dentinária 

(BALDASSO et al., 2017) 

Ambas as novas soluções irrigadoras apresentam efeitos desejáveis e 

promissores para o protocolo de revascularização e não há estudos que 

avaliem os seus efeitos nesse tipo de tratamento. Na literatura ainda há 

inúmeras variações do protocolo de revascularização, principalmente no que 

diz respeito aos materiais utilizados e às suas concentrações (KONTAKIOTIS 

et al., 2015). Apesar da sugestão da AAE, até o momento não há um 

consenso na literatura de qual seria o melhor protocolo de irrigação a ser 

utilizado.  

O irrigante ideal para procedimentos de revascularização endodôntica 

deve ser capaz de ter ação desinfetante e ao mesmo tempo permitir a 

sobrevivência das células responsáveis pelo processo de revascularização 

(SCOTT et al.,2018). A viabilidade das células tronco é essencial para que 

ocorra a proliferação e a diferenciação para o desfecho do tratamento. 

(WIDBILLER; ALTHUMAIRY; DIOGENES, 2019). Além disso, as soluções 
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irrigadoras são utilizadas dentro dos canais radiculares e estudos 

demonstram que o efeito citotóxico dos irrigantes pode ser neutralizado pela 

dentina (HAAPASALO et al., 2007). Entretanto, até o momento, poucos 

estudos que avaliam o efeito dessas soluções sobre as células consideram 

esse aspecto. 

Sendo assim, é válido utilizar esse modelo experimental, utilizando as 

células da papila dentária para avaliar o uso de irrigantes no tratamento de 

revascularização, visto que essas células estão diretamente envolvidas no 

processo de reparo (SONOYAMA et al., 2008; HUANG et al., 2008).  

Por se tratar de um tratamento recente, ainda há diversas dúvidas 

existentes que precisam ser esclarecidas através da realização de novas 

pesquisas, visando atingir o melhor resultado de tratamento possível. 

Estudos utilizando ensaios com culturas celulares são comumente aplicados 

para avaliar os mecanismos envolvidos em diferentes respostas biológicas e 

investigar o comportamento celular em situações específicas. Embora os 

resultados não possam ser imediatamente utilizados em humanos, eles são 

clinicamente relevantes, pois representam um modelo básico apropriado para 

avaliar diferentes propriedades dos materiais e seus potenciais riscos para a 

saúde. 
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3. OBJETIVOS 
 
3.1 OBJETIVO GERAL  

Avaliar o efeito do Hipoclorito de Sódio associado ao EDTA, Hipoclorito de 

Sódio associado ao Smear Clear e do QMix® 2 in 1 como possíveis irrigantes 

para o protocolo de revascularização, por meio de ensaios in vitro em cultura 

de células primárias obtidas da papila apical humana e em linhagem celular 

endotelial. 

 
3.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

3.2.1 Avaliar a citotoxicidade das soluções irrigadoras em diferentes 

concentrações e períodos por meio do ensaio �de SRB. � 

3.2.2  Avaliar o efeito das soluções irrigadoras em diferentes concentrações e 

períodos no índice da polaridade celular. 

3.2.3  Avaliar o efeito das soluções irrigadoras em diferentes concentrações e 

períodos na migração celular por meio do ensaio de time-lapse. 

3.2.4  Avaliar o efeito das soluções irrigadoras em diferentes concentrações e 

períodos no efeito angiogênico por meio do ensaio de tubulogênese, 

associado ao ensaio de SRB em células endoteliais (HUVEC). � 
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Abstract 
Introduction: Intracanal chemical disinfection is an important step of 

revascularization procedures and should promote both antimicrobial activity 

and maintenance of cell viability. Various irrigantion protocols have been 

suggested to establish more predictable outcomes. In the present study the 

effects of sodium hypochlorite associated with EDTA (NaOCL/EDTA) and of 

alternative irrigating protocols - NaOCL associated with SmearClear and QMix 

- were evaluated in a cell culture model. Methods: Three roots of mandibular 

first premolars had their length and root canal diameter standardized to 

simulate the anatomical features of immature teeth. The irrigant protocols 

were performed in the standardized roots to allow the contact of irrigant 

solutions with dentin, using concentrations of 0.1, 0.5 and 1%. The resulting 

solutions were used to evaluate cytotoxicity, polarization index, migration 

speed and directionality of cells from the apical papilla. Moreover, the 

cytotoxicity and angiogenic effect of these solutions on endothelial cell 

spreading was analyzed. Results: NaOCL/EDTA group promoted lower 

cytotoxicity, greater migration speed and longer migration distance of cells 

from the apical papilla migration compared to other groups, especially at the 

concentration of 0.1% (p<0.5). Also, endothelial cells treated with 

NaOCL/EDTA showed better results regarding to the angiogenic effect 

(p<0.5). Conclusions: NaOCL/EDTA presented more favorable biological 

response of cells involved in the revascularization outcome. In addition, the 

irrigant solutions concentrations affect cellular responses. Based on the 

results of the present study and in the current available data, the use of 

NaOCL/EDTA should still be considered as the first irrigating protocol option 

for revascularization procedures.  

Key words: root canal irrigants; endodontic regeneration; cytotoxicity; cell 

migration; angiogenesis  
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Introduction 

Immature permanent teeth with pulp necrosis are a major challenge for 

clinicians. Traditional treatment options, such as apexification, result in fragile 

roots and high tooth loss rates (1). Revascularization procedures have been 

considered the first treatment option for non-vital immature teeth (2-3), aiming 

to enable root development and strengthening (4-5). However, the 

predictability of this treatment option should be improved (6-7). 

Considering the anatomical peculiarity and the need to retain stem cell 

viability, chemical disinfection should be optimized in the endodontic 

treatment of immature teeth, and variations on the disinfection protocol have 

been suggested (8). Sodium hypochlorite (NaOCL) has been preferred due to 

its antimicrobial and tissue dissolution abilities (9-12). The American 

Association of Endodontists (AAE) protocol (2), recommends that a 

concentration of 1.5% be employed in conjunction with 

ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), aiming to reduce NaOCl toxicity 

against stem cells from apical papilla (SCAPs) (13). Due to its chelating 

action, it is also suggested that EDTA is capable of releasing dentin matrix 

growth factors helping on cell differentiation signaling (14). However, the use 

of NaOCl can be toxic to SCAPs (15) and, if extruded to periapical tissues, it 

can cause pain and morbidity (16). Chlorhexidine (CHX) has been also 

suggested due to its antimicrobial properties and residual effect (17), but it 

highly affected cell viability of SCAPS (18) as well.  

Due to the capacity of improving dentinal tubules penetration (19-21) 

and cleaning efficiency (20,22-23), the use of endodontic irrigants that 

combine antimicrobial properties with chelating and surfactant agents should 

be considered for the endodontic treatment of immature teeth. Within this 

context, QΜixΤΜ (Dentsply Tulsa Dental, Tulsa, OK, USA) - comprised CHX, 

EDTA, and cetrimide - and SmearClear (SybronEndo, Orange, CA, USA) - a 

17% EDTA solution containing cetrimide - could be alternatives. Some studies 

have evaluated these solutions on cell culture viability, but the influence of 

dentin was not considered (24-27). Besides, the effect of these materials on 

cell migration and in the angiogenesis has yet to be studied.  
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The aim of this study was to evaluate the effects of various 

concentrations of 1.5% NaOCl/17% EDTA; 1.5% NaOCl/SmearClear and 

QMix on apical papilla cells survival, morphology and migration using a dentin 

model that simulates an immature tooth. Moreover, the angiogenic effect of 

these solutions on endothelial cell spreading was assessed. 

 

Materials and methods 

 
Ethics considerations 

The protocol of this research was approved by the Cientific Committee 

(nº 36239) and by the Research Ethics Committee (nº 3.110.390/2019) of 

Federal University of Rio Grande do Sul, Porto Alegre/RS, Brazil.   

 
Cell culture 

Apical papilla cells were obtained by two donnors. The cells were 

collected via apical opening from third molars presenting incomplete root 

development and stored in a culture dish (35x10 mm; TPP - Techno Plastic 

Products, Zollstrasse, Trasadingen, Swiss) containing Minimum Essential 

Medium Eagle - Alpha Modification (α-MEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, 

USA) supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS, Gibco, Grand Island, 

NY, USA) and 1% penicillin and streptomycin (P/S, Gibco). The tissues were 

sectioned into fragments of approximately 1 mm3 and kept in an incubator at 

37°C, 100% humidity and 5% CO2. Culture medium was changed 24h after 

the tissue collection and every 48h to obtain explants of the cells. After 90% 

confluency, successive passages were prepared for cellular expansion, and 

the experiments were performed between the fourth (P4) and the eighth (P8). 

passage. All the experiments were conducted in three independent times. 

During this whole period, the cells were incubated in a 37°C humidified and 

5% CO2 environment. 

Human umbilical vein endothelial cells (HUVECs) were obtained from 

American Type Culture Collection (ATCC) and were cultured in Dulbecco’s 

modified Eagle’s medium (DMEM, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) with 

10% FBS containing 1% penicillin and streptomycin in an incubator at 5%, 

CO2, 37°C and 100% humidity.  
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Exposure to Irrigants 
To simulate a clinical situation, three roots of mandibular first premolars 

with a standardized length of 13mm were used. The root canal was enlarged 

to the foraminal end with a Peeso drill (# 4), simulating the morphology of 

immature teeth.  The roots were fixed in falcon tubes (TPP) using a rubber 

dam and a rubber O-ring (Ø 0.8 cm).  

Three irrigating protocols, i.e 1.5% NaOCl/EDTA (NaOCL/EDTA), 1.5% 

NaOCl/SmearClear  (NaOCL/SC) and QMix were compared. Each root was 

used for one experimental group. Root canals were irrigated with 20 ml of 

each irrigating solution. Immediately before each experiment, the resulting 

solutions were diluted in media in the following concentrations: 1%, 0.5%, 

0.1%. The cells were placed in contact either with the non-exposed media 

(control) or to the media exposed to different concentrations of the irrigants. 

Different exposure periods were evaluated in order to analyze the time 

dependence effect.  

 

Apical papilla cells assays 
Cytotoxicity assay 

Cytotoxicity was assessed by sulforhodamine B (SRB, Sigma-Aldrich). 

For SRB evaluation, apical papilla cells were seeded in 96-well plates (Kasvi, 

Curitiba, PR, Brasil) at a cell density of 5x103 cells per well, exposed to 

different concentration of the irrigants (1%, 0.5% and 0.1%). The citotoxicity 

effect of the irrigation solutions on the apical papilla cells was evaluated after 

1, 24 and 72h. Additionally, an exposure period of 1h, followed by 24h in 

contact with unexposed media was evaluated to verify the residual effect of 

irrigants. After each experimental period, 50 µL of a 50% trichloroacetic acid 

solution (Sigma-Aldrich) were added, followed by incubation for 1h at 4°C. 

The wells content were removed and 50 µL of SRB dye (0.4%) were added in 

each well for 30 minutes. The plate was washed with 1% acetic acid solution 

(Sigma-Aldrich) and 100 µL of Trizma Base (10mM) (Sigma-Aldrich) were 

added to solubilize the colorimetric product. The optical densities of the 

solutions were measured in a spectrophotometer (Thermo Fischer Scientific 

Inc., Waltham, MA, USA) at 560 nm wavelength. 
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The SRB absorbance readouts were normalized with the absorbance 

of the control group (α-MEM) and represented the activity of the viable cells. 

 
Polarity index assay 

Apical papilla cells were plated in 6-well plates (Kasvi, Curitiba, PR, 

Brasil) at a cell density of 2,5x104 cells per well, exposed to the same different 

concentration of the irrigants (1%, 0.5% and 0.1%). The effect of irrigation 

solutions on cells polarity was evaluated after 1, 24 and 72h. Additionally, an 

exposure period of 1h, followed by 24h in contact with unexposed media was 

evaluated to verify the residual effect of irrigants. Images were captured in a 

microscope (Axio Observer Z1 microscope (Zeiss) with a charge coupled 

device camera (Axiocam mrn, Zeiss) using a 10X objective (Ecplan-Neofluar 

10x/0.3 aperture, Zeiss-) and AxioVision Software (Zeiss-). The polarity index 

(PI) was calculated as the length of the main migration axis (parallel to the 

direction of movement) divided by the length of the perpendicular axis that 

intersects the center of the nucleus of the cell (28). Over 200 cells were 

randomly analyzed, using the software ImageJ. (http://rsb.info.nih.gov/ij[B2]).  
 

Migration assay 
Cells were plated on collagen-coated dishes (5µg/cm2) at a density of 

2,5x104 cells per well and maintained at the incubator for 4 hours to promote 

cell attachment. Then, different concentration of the irrigants were added to 

the cells and maintained in contact for 1 or 24h. After the exposure time of 1h, 

the cells were maintained in contact with unexposed media for 24h aiming to 

evaluate the residual effect of irrigantion protocols. 

For long‐term migration, time‐lapse images were captured in a 

microscopy at 10 min intervals for 24 hours (Axio Observer Z1 microscope 

(Zeiss) with heat control (37°C) and a charge coupled device camera 

(Axiocam mrn, Zeiss) using a 10X objective (Ecplan-Neofluar 10x/0.3 

aperture, Zeiss-) and AxioVision Software (Zeiss-). 

 Migrating cells were tracked using the software ImageJ updated with 

the plugin Manual Tracking. From these data, the migration velocity as total 

distance of migration (µm) per hour was calculated. For the directionality 

analysis, a polar plot graph was constructed, which represents the spatial 
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trajectory developed by each migratory cell, where the X and Y coordinates of 

each cell trajectory were normalized to start at a virtual (X = 0 and Y = 0) 

position.  

 

HUVEC Assays 
Cytotoxicity and Sprouting assay 

For sprouting assay, the protocol of Koh et al, 2008 (29) was adapted. 

HUVEC cells at a density of 3x104 cells per well were plated in low adhesive 

96-well plate containing 1.5% low melting agarose (Sigma) with regular 

culture media and under standard humidified conditions (37°C, 5% CO2) for 

48h to stimulate spheroid formation. For analysis of endothelial cell spreading, 

spheroids were transferred to a rat-tail collagen-based 3D matrix (1.8 mg/ml) 

with the irrigants diluted in the media. The effect of irrigants on HUVECs were 

evaluated after 1h followed by 96h in contact with unexposed media and 96h 

in contact with the exposed media. After collagen polymerization (30 min), 

spheroids were imaged at 0, 24, 48, 72 and 96h using a Axio Observer Z1 

microscope (Zeiss) with a charge coupled device camera (Axiocam mrn, 

Zeiss) using a 4X objective (Ecplan-Neofluar 10x/0.3 aperture, Zeiss-) and 

AxioVision Software (Zeiss-). The perimeter of spheroids was measured by 

ImageJ software, as previously described. It was calculated the ratio of the 

treated spheroids after 96h by the original spheroids (24h).  

Also, the SRB assay was performed with HUVECs, as previously 

described. Cells were exposed to the irrigants during 1h, followed by 24h in 

contact with unexposed media.  

 

Statistical analysis 
All the experiments were conducted and analyzed in triplicate. Data 

were analyzed using Graph Pad Prism 5.0 version software (Graph Pad, La 

Jolla, CA). The normality of the data was analyzed by Kolmogorov-Smirnov. 

Data were analyzed by ANOVA followed by Bonferroni post hoc test (p<.05).  

Results were expressed as mean ± SD (standard deviation). 
Different lowercase letters represent the groups’ statistical differences when 

comparing the same concentrations (e.g. NaOCL/EDTA 1% vs NaOCL/SC 

1%). Different capital letters represent the statistical differences among the 
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concentrations within each group (e.g. NaOCL/EDTA 1% and NaOCL/EDTA 

0.5% concentrations).  

 

Results 
 
Apical papilla cells cytotoxicity assay 
 SRB assay showed that after 1h, 0.1% NaOCL/EDTA, 0.1% and 0.5% 

NaOCL/SC and 0.5% QMix presented similar viability rate of cells from the 

apical papilla compared to the control (p<.05) (Figure 1A). After 1h+24h, 

NaOCL/SC showed a dose dependent significant decrease in cell viability 

(p<.05) and, at the concentration of 1%, presented lower cell viability 

compared to the other groups and among the different concentrations (Figure 

1B). Dose dependent cytotoxic effects were observed for all irrigants after 24h 

(p<.05). At this period, only the 0.1% NaOCL/EDTA was similar to control 

(p<.05) (Figure 1C). After 72h, apical papilla cells viability was highly 

decreased in all experimental groups, presenting significantly lower rates 

compared to the control, regardless of irrigants concentrations (p<.05). In this 

period, NaOCL/EDTA protocol showed higher rates of cell viability compared 

to the other groups (p<.05), except with NaOCL/SC at 0.5% concentrations 

and QMix at 1% concentrations. Moreover, at 72h within NaOCL/EDTA group, 

the concentration of 0.1% promoted the highest cell viability (p<.05) (Figure 

1D). 

 
Polarity index assay: 

Cell polarization was affected in a dose and time dependent manner, 

regardless of the irrigating protocol and solution concentration. Shorter 

exposure periods maintained elongated cell morphology (similar to the control 

group), while longer exposure periods promoted greater number of round cells 

(Figure 2). Decreased fraction of elongated cells was mainly observed in the 

NaOCL/SC and QMix groups from the 24h exposure period (Figure 2C-D). 
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Migration velocity and directionality assay 
 Migration speed was lower for all irrigation protocols compared to the 

control, regardless of the experimental period, except for 0.1% NaOCL/EDTA 

after 1h of cells exposition (p<.05) (Figure 3A). At 1h + 24h, at the 0.1% 

concentration, all groups presented similar migration speed  (p>0.5), except 

NaOCL/EDTA and NaOCL/SC at the concentration of 0.5% (p<0.5). Dose 

dependent migration speed was observed for all groups after 24h (p<.05) 

(Figure 3A). 0.1% NaOCL/EDTA showed higher migration speed compared to 

other groups after 24h of cells exposition. (p<.05) (Figure 3A).  

At 0.5% concentration, migration directionality was severely impacted 

by the period of irrigants exposition, regardless of the experimental group. 

Longer periods of cells exposition decreased distance of cell migration, 

especially in the NaOCL/SC and QMix groups. At a lower concentration  

(0.1%), the longer period of irrigants exposure to cells (24h) allowed higher 

migration trajectory, compared to the 0.5% concentration at the same period, 

in all the groups (Supplementary Figure 1). NaOCL/EDTA showed longer 

migration trajectory compared to other groups in both concentrations and 

periods evaluated (Figure 3B and Supplementary Figure 1). 

 

Endothelial cells cytotoxicity assay 
NaOCL/EDTA and QMix promoted cell viability rates similar to those 

observed for the control group, regardless of its concentration (p<.05). 

NaOCL/SC was similar to the control group only at the concentration of 0.1%. 

(p<.05). 

 
Endothelial cells sprouting assay 
 Sprouting assay analyzes revealed that endothelial cells treated with 

NaOCL/EDTA showed a higher migration distance into a three dimensional 

(3D) matrix compared to NaOCL/SC and QMix, regardless of its concentration 

and experimental period (p<.05). At the concentration of 0.1%, NaOCL/EDTA 

presented similar outcomes compared to the control group in both exposure 

periods. At the concentration of 0.5% NaOCL/EDTA was similar to control 

group only in the 1h + 96h period (p<.05). 
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Discussion 
  

To establish more predictable protocols for revascularization 

procedures, the influence of single steps of this treatment modality has to be 

evaluated. In this regard, root canal irrigation and dentin pretreatment are of 

paramount importance for the clinical outcomes. Ideal irrigation protocols 

should promote disinfection, while favoring stem cell viability and 

angiogenesis (18). Thus, the present investigation evaluated the effects of 

various concentrations of NaOCL/EDTA and of alternative irrigating protocols 

(NaOCL/SC and QMix) on apical papilla cells viability, morphology and 

migration and on endothelial cells viability and sprouting.  

It is well known that antimicrobial and chelating agents must be 

associated in cases of revascularization (5). Therefore, NaOCL was 

associated either with EDTA or SC. Since the formulation of QMix already 

comprises an antimicrobial (CHX) and a chelating agent (EDTA) it was used 

as a single irrigant solution. Previous studies also tested this irrigating 

solution as the only irrigant (20,24), although the manufacturer recommended 

it as final irrigation. 

An experimental model simulating the morphology of immature teeth 

was used to assess the irrigating protocols effects on cell viability and 

behavior, considering their interaction with dentin. In this regard, it is well 

established that EDTA treatment – which is part of the three irrigating 

protocols tested herein - promotes the release of dentin-derived growth 

factors related to cell survival, proliferation and differentiation (30-34), 

including transforming growth factor-b (TGF-b), bone morphogenetic protein 2 

(BMP2), and angiogenic factors such as platelet-derived growth factor 

(PDGF), vascular endothelial growth factor (VEGF), and fibroblast growth 

factor 2 (FGF2) (31,33,35). 

The cytotoxic effect of irrigants in different concentrations and 

exposure periods was assessed by SRB colorimetric assay. SRB presents 

advantages in comparison to other methods that evaluate cytotoxicity, such 

as better predictive power (36). The present outcomes showed that the three 

irrigant solutions have dose and time dependent effects on apical papilla cells 

viability. It was observed a significant reduction after 72 hours of treatment 
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compared to the control group. Moreover, NaOCL/EDTA generally promoted 

the highest rates of cell viability amongst the tested irrigation protocols. 
Aiming to simulate clinical reality, the residual effect of the irrigating protocols 

on cell viability was also assessed. As shown, NaOCL/SC presented a 

residual effect, since the cell viability highly decreased in the 1h+24h 

compared to 1h period. 
Amongst the three tested concentrations and the three irrigants 

solutions evaluated, 0.1% NaOCL presented the least cytotoxic effect. The 

irrigating solutions were diluted to various concentrations unlike from the 

clinical situation, because in vitro cultured cells are more susceptible to drugs 

toxic effects than the in vivo periapical tissue (37), since the cultured cells are 

isolated, without taking into account the host defense mechanism for 

detoxification (24). In the clinical situation, the drugs are not so irritating as in 

the cytotoxicity studies, because blood channels, the lymph system and the 

phagocytic cells helps to dilute the drugs (38).  

Probably, NaOCL/SC and QMix cytotoxic effect is related to the 

presence of cetrimide in their composition. Cetrimide is a quaternary 

ammonium disinfectant that presents cytotoxic (39), and proinflammatory (27) 

effects. As a matter of fact, it has been demonstrated that cellular membrane 

integrity and cell morphological features are significantly affected by cetrimide 

(39), and that cell permeability is potentiated when quaternary ammoniums 

are used combined with EDTA (40). Also in agreement with the present study, 

other investigations observed dose and time-dependent deleterious effects of 

cetremide on cell culture (39). 

Moreover, the cytotoxicity of CHX, present in QMix solution, has been 

previously demonstrated (41-43). Although the concentration of CHX present 

in QMix is not disclosed by the manufacturer, it is possible that CHX 

substantivity interferes with the binding of SCAP cells to the extracellular 

dentinal matrix, leading indirectly to a decrease in cellular viability (15). 

Especially for revascularization procedures, cell migration ability should 

directly influence the clinical decision for an irrigation protocol. In this regard, 

the irrigants used during treatment should favor migration by means of 

providing the release of chemotactic factors included in the recruitment of 

apical papilla cells. In the current study, changes in cell morphology were 
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assessed in conjunction with migration velocity and directionality assays to 

evaluate migration capacity. Apical papilla cells morphological features were 

analyzed by the polarity index, which has been reported to indicate the state 

of migration cells, being cells with higher indexes more prone to migration 

(28). Higher concentrations of irrigants and longer exposure periods induced 

loss of cell polarization. Polarity index were mainly decreased in NaOCL/SC 

and QMix groups, showing a greater cell size reduction.  

To confirm the migratory ability, migration speed and directionality by a 

time-lapse assay were evaluated. All experimental groups had the migration 

speed decreased compared to the control group, except for 0.1% 

NaOCL/EDTA after 1h of cells exposition. Also, the longest exposure time, 

severely impacted migration directionality in all groups. In 24h, the 

NaOCL/EDTA showed the higher migration speed and longer distance of cell 

migration compared to other groups in both concentrations.  

The effects of EDTA on cell migration has been previously 

demonstrated and is associated to its capacity of favoring the release of a 

variety of endogenous growth factors from dentine (44). On the other hand, 

chemotactic factors released from the blood clot are also included in the 

recruitment of SCAPs (45), which could not be evaluated through the 

experimental model adopted herein and can be considered a limitation of the 

present study. For the clinical outcome of root canal development as a 

consequence of the revascularization protocol it is necessary that the cells 

migrate to the root canal to allow cell differentiation (44). In this regard 

directionality assay provided information related to the distance of cell 

migration, but was not capable to demonstrate differences regarding cell 

trajectory direction in the model adopted herein.  

Since the blood clot is one of the steps in the revascularization 

protocol, a spheroid-based angiogenesis assay was performed with 

endothelial cells. In this regard, it is well established that models that mimic 

capillary sprouting in vitro are important tools to investigate developmental 

blood vessel formation (46). Sprouting assay provides a sensitive and 

versatile tool to study the impact of pro and antiangiogenic determinants on 

multiple steps of the angiogenic cascade (47). Heiss et al., 2015 (47) 

concluded that this method supports the formation of tip cells that precede the 
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elongation of individual capillary-like sprouts originating from single spheroids. 

The current results showed that the NaOCl/EDTA group had the highest 

migration distance into a three dimensional (3D) matrix and it was similar to 

the control group in both concentrations in 1h and in the 0.1% concentration 

after 96h treatment. In contrast, the NaOCL/SC and QMix groups were 

different to control group in both concentrations and exposure periods, even in 

1h hour of contact, demonstrating that they might negatively impact in the 

angiogenesis process in vivo.  

Considering the aforementioned, NaOCL/EDTA presented more 

favorable biological response of cells involved in the revascularization 

outcome, compared to NaOCL/SC and QMix. In addition, the irrigant solutions 

concentrations affect cellular responses. The use of low concentrations of 

NaOCL/EDTA still should be considered as the first irrigating protocol option 

for revascularization procedures. Further in vivo studies should be performed 

to evaluate clinical conditions that could not be represented in cell culture.  
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Figures 
 
Figure Captions: 
Figure 1. Experimental model to simulate the revascularization protocol: 
The previously prepared and sterilized root was fixed in a falcon tube (A) to 
allow solutions to come into contact with dentin during canal irrigation (B); 
The resulting solution was collected and diluted in culture medium at different 
concentrations (C). 
 
Figure 2. Apical papilla cell viability after exposure to irrigants in various 
concentrations: Different capital letters represent statistical differences at the 
same material in different concentrations. Different lowercase letters 
represent statistical differences between the materials at the same 
concentration. (p<.05).  
 
Figure 3. Polarization index assay of cells exposure to irrigants: White 
lines indicate the main migration axis (parallel to the direction of movement) 
and intersection the center of the cell used to determine the polarity index of 
the cells. The picture shows an example of a low polarized (left) and a highly 
polarized cell – control group. (right), with the indexes evaluated (A). 
Polarization index changes caused by cells exposure to irrigant protocols after 
various experimental periods (B-C-D). 
 
Figure 4. Cell migration speed after the exposure to irrigants analyzed 
by a time-lapse assay (A). Different capital letters represent statistical 
differences at the same material in different concentrations. Different 
lowercase letters represent statistical differences between the materials at the 
same concentration. (p<.05). Cell directionality plot after the exposure to 
irrigants analyzed by a time-lapse assay (B).  Polar plot graphs of the 
apical papilla cells in the presence of irrigants for different time. Each line 
represents one migratory cell. 
 
Figure 5. HUVEC viability after exposure to irrigant protocols for 1+24h. 
(A). Different capital letters represent statistical differences at the same 
irrigant in different concentrations. Different lowercase letters represent 
statistical differences between the irrigants at the same concentration. 
(p<.05). HUVEC sprouting assay after the exposure to irrigants for 
different periods (B). HUVEC spheroids areas were measured as shown in 
the picture. Different capital letters represent statistical differences at the 
same material in different concentrations. Different lowercase letters 
represent statistical differences between the materials at the same 
concentration. (p<.05). 
 
Figure 6. Cell directionality plot after the exposure to irrigants analyzed 
by a time-lapse assay. Polar plot graphs of the apical papilla cells in the 
presence of irrigants for different time. Each line represents one migratory 
cell. 
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Figure 1. 
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Figure 2. 
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Figure 3. 
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Figure 4. 
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Figure 5.  
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Figure 6. 
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5. CONSIDERAÇÕES FINAIS 
	

Por ser uma recente modalidade de tratamento com resultados 

promissores, a revascularização pulpar vem sendo amplamente estudada 

nos últimos anos.  A etapa de desinfecção química, por meio de soluções 

irrigadoras é crucial para o desfecho clínico desse procedimento. Para que o 

tratamento tenha êxito, as células envolvidas nesse processo precisam se 

manter viáveis para que ocorra proliferação, migração e finalmente a 

diferenciação, permitindo a continuidade da formação radicular. (SONOYAMA 

et al., 2008; HUANG et al., 2008) 

No presente estudo, pode-se concluir que o uso do irrigante Hipoclorito 

de Sódio associado ao EDTA foi capaz de permitir uma melhor resposta 

biológica das células avaliadas, em relação à viabilidade, migração e efeito 

angiogênico. Sendo assim, essas soluções ainda devem ser consideradas 

para o uso no protocolo de revascularização pulpar. 

Além disso, as menores concentrações dos materiais e os menores 

tempos de exposição dos irrigantes em contato com as células 

proporcionaram melhores resultados nos experimentos avaliados.  

Estudos adicionais envolvendo metodologias, in vivo, devem ser 

realizados para avaliar condições clínicas que não podem ser avaliadas em 

estudos in vitro. 
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DADOS DO PARECER

Trata-se do projeto de pesquisa que tem como pesquisador responsável Roberta Kochenborger Scarparo,
intitulado "AVALIAÇÃO DE SOLUÇÕES IRRIGADORAS NO PROTOCOLO DE REVASCULARIZAÇÃO
PULPAR: ESTUDO EM CÉLULAS TRONCO DA PAPILA APICAL" a ser executado de 03/2019 a 09/2019 e
que pretende “Avaliar "in vitro" e "ex vivo" a ação do QMix 2 in 1 e do Smear Clear como possíveis irrigantes
para o protocolo de revascularização, por meio de ensaios in vitro em cultura de células primárias obtidas da
papila apical humana e em linhagem celular endotelial.

Como hipótese, os pesquisadores informam que “A hipótese nula é que o protocolo de desinfecção proposto
pela Associação Americana de Endodontia não possui diferença em relação ao protocolo alternativo
utilizando as soluções irrigadoras Qmix e SmearClear.”

Foi apresentada uma fundamentação teórica bem estruturada, considerando aspectos relativos à
revascularização, desinfecção e seus protocolos e medicações intracanal.
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revascularização, por meio de ensaios in vitro em cultura de células primárias obtidas da papila apical
humana e em linhagem celular endotelial.

Como objetivos específicos:
- Avaliar a citotoxicidade das soluções irrigadoras por meio dos ensaios de MTT e SRB
- Avaliar a capacidade das soluções irrigadoras promoverem proliferação celular por meio do ensaio de
cicatrização da ferida in vitro.
- Avaliar a bioatividade celular das soluções irrigadoras por meio da enzima fosfatase alcalina e identificar
depósitos minerais por meio da coloração de Alizarin Red
- Avaliar o efeito angiogênico das soluções irrigadoras por meio do ensaio de tubulogênese, associado ao
ensaio de SRB em células endoteliais (HUVEC)
- Avaliar as vias envolvidas no potencial osteogênico a partir de marcadores osteogênicos através do ensaio
de PCR Real Time
- Avaliar o efeito das soluções irrigadoras na aderência à superfície dentinária do canal radicular por meio da
microscopia eletrônica de varredura
- Avaliar a influência da utilização do modelo com a superfície radicular e com o lipopolissacarídeo
bacteriano (LPS), nos resultados dos ensaios.

Como riscos, os pesquisadores informam que “não trará riscos à saúde do participante, uma vez que serão
empregados dentes extraídos por razões terapêuticas e independentes do objetivo desse estudo. Os riscos
do projeto referem-se à quebra de confidencialidade. Esses serão minimizados pela assinatura de termo de
compromisso de manutenção de sigilo de dados pessoais dos participantes pelos pesquisadores, o que
também estará explícito no termo de consentimento livre e esclarecido.”

Como benefícios, os pesquisadores relatam que “serão indiretos e estão relacionados a possibilidade de
aprimoramento do conhecimento acerca de protocolos de revascularização pulpar.”

Avaliação dos Riscos e Benefícios:

Segundo os pesquisadores, “indivíduos com indicação terapêutica de extração de terceiros molares com
rizogênese incompleta serão convidados a doar seus dentes afim de obter o isolamento de
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