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RESUMO

AGUIAR, N. L. F. Efeito do extrato de limoneno na adesao de diferentes cimentos
endoddénticos a dentina radicular. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia de Ribeirdo Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2023.

O objetivo do presente estudo foi avaliar o efeito do uso do extrato de limoneno na
resisténcia de unido (RU) a dentina radicular de dentes tratados endodonticamente.
Raizes unirradiculares foram selecionadas e instrumentadas pela técnica reciprocante
(Wave One Gold®, Dentsply/Maillefer, Ballaigues, Suiga). Posteriormente, foram
divididas aleatoriamente em trés grupos (n=24) de acordo com o agente irrigador final
utilizado: hipoclorito de sédio (NaOCI) a 2.5%, acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
a 17% e extrato de Limoneno a 5%. As raizes foram novamente divididas (n=12) e
obturadas pela técnica de cone unico com o cimento a base de resina epodxica (AH
Plus®, Dentsply De Trey, Konstanz, Alemanha) e o cimento bioceramico (Bio-C
Sealer®, Angelus, Londrina, PR, Brasil. Apds obturagdo, as raizes foram
armazenadas a 37 °C por 3 dias e entdo seccionadas transversalmente em fatias
(slices) de 2 mm de espessura, obtendo-se duas fatias de cada ter¢o radicular. As
fatias foram submetidas ao teste de push-out, com velocidade de 0.5 mm/min, e
posterior analise do padrédo de falha. Os dados de RU foram analisados por 3-way
ANOVA e poés-teste de Tukey (p<.05). A distribuicdo dos padrdes de falha foi expressa
em porcentagem e comparada entre os grupos por meio do teste de exato de Fischer.
Analisando a RU dos tercos radiculares em relagao aos tratamentos realizados, para
cada um dos cimentos, verificou-se que houve maior RU a dentina utilizando o cimento
a base de resina epdxi quando o canal foi irigado com EDTA (5,0 + 2,3) do que com
NaOCI (1,8 £ 1,1) (p=0,0005) no tergo cervical. A irrigagdo com limoneno resultou em
valores intermediarios em relagdo aos demais irrigadores (3,5 = 1,9), sem diferenga
estatisticamente significante em relagdo a eles (p>0,05). Quando o cimento
bioceramico foi utilizado, houve maior RU para o ter¢o apical, quando tratado com
limoneno (9,4 £ 5,0) diferente dos outros tergos (p<0,05) e diferente dos demais
tratamentos (p<0,05). O padrao de falha mais prevalente na unido cimento e dentina
foi o misto, independente do tratamento a dentina e cimento utilizado. Conclui-se que
a associagao do limoneno com o cimento bioceramico apresentou valores de RU
superiores no terco apical indicando, efeito promissor para seu uso como solucéo

irrigadora final em tratamentos endodonticos.

Palavras-chave: resisténcia de unido, irrigador, limoneno, interface dentina-cimento.



Abstract




AGUIAR, N.L.F. Effect of imonene extract on the bond of different endodontic
cements to root dentin. Dissertation (master's degree) - Ribeirdo Preto School of
Dentistry, University of Sao Paulo, Ribeirao Preto, 2023.

The aim of this study was to evaluate the effect of limonene extract on the bond
strength (BS) to endodontically treated root dentin. Single-rooted teeth were selected
and instrumented with a reciprocating system (Wave One Gold®, Dentsply/Maillefer,
Ballaigues, Switzerland). Subsequently, they were randomly divided into three groups
(n=24) according to the final irrigation solution used: 2.5% sodium hypochlorite
(NaOCl), 17% ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), and 5% Limonene extract. The
roots were further divided (n=12) and obturated using the single-cone technique with
either epoxy resin-based (AH Plus®, Dentsply De Trey, Konstanz, Germany) or
bioceramic root canal sealer (Bio-C Sealer® cement, Angelus, Londrina, PR, Brazil).
After obturation, the roots were stored at 37 °C for 3 days and then sectioned
transversely into 2-mm-thick slices, obtaining two slices from each root third. The slices
were submitted to push-out test, at a crosshead speed of 0.5 mm/min, followed by
analysis of failure pattern. BS data were analyzed using 3-way ANOVA and Tukey's
post hoc test (p<.05). The distribution of failure pattern was expressed as percentage
and compared between groups using the Fisher's exact test. Analyzing the BS of the
root thirds in relation to the treatments, for each of the root canal sealer, it was found
that there was higher BS to dentin using the epoxy resin-based sealer when the canal
was irrigated with EDTA (5.0 £ 2.3) than with NaOCI (1.8 £ 1.1) (p=0.0005) on cervical
third. Irrigation with limonene resulted in intermediate values compared to the other
irrigants (3.5 £ 1.9), with no difference related to them (p>.05). When the bioceramic
root canal sealer was used, there was higher BS in apical third when treated with
limonene (9.4 £ 5.0) different from the other thirds (p<0.05). The most prevalent failure
pattern between root canal sealer and dentin was mixed, regardless of the dentin
treatment and sealer used. It can be concluded that the association of limonene with
bioceramic root canal sealer showed superior bond strength values in the apical third,
indicating a promising effect to be used as a final irrigant solution in endodontic

treatments.

Keywords: bond strength, irrigant, limonene, dentin-cement interface.
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1. INTRODUGAO

O tratamento endoddntico fundamenta-se na limpeza biomecéanica do sistema
de canais radiculares (SCR), procedendo-se a eliminagao fisico-quimica do tecido
pulpar inflamado e necrosado, com a ajuda de instrumentos, mediante irrigagao, e
obturagdo do SCR (REN et al., 2013). O sucesso da terapia endoddntica depende da
eliminagao de microrganismos no SCR e da prevencéo de reinfecgdo. Os objetivos da
instrumentagao é facilitar a irrigacéo, limpeza e modelagem do SCR, bem como a
obturacao tridimensional (HAAPASALO et al., 2010; CHUBB, 2019).

Os grupos plancténicos agrupam-se em uma matriz polissacaridica extracelular
associada a parede do canal radicular para formar o biofiime (PRADA et al., 2019).
Ademais, as bactérias gram-negativas possuem endotoxinas em suas paredes
celulares que podem provocar resposta inflamatéria (SIQUEIRA et al., 2022). Um dos
principais objetivos da irrigacdo é a destruicdo desta comunidade microbiana e dos
seus subprodutos (CHUBB, 2019). Durante e apds a instrumentagao, os irrigadores
facilitam a remogao de microrganismos e da camada de smear layer do canal radicular
por meio do mecanismo de lavagem, saponificacdo de gorduras, e desnaturacéo
proteica. Os irrigadores ainda podem contribuir para a prevengéo de compactagéo de
tecido duro ou amolecido no tergo apical, bem como, evitar a extrusao de debris para
a regiao periapical (HAAPASALO et al., 2010; XU et al., 2022). Atualmente, a
instrumentagdo € amplamente considerada um meio de fornecer acesso a anatomia
apical para os irrigadores, que devem realizar a maior parte da limpeza e modelagem
(PEREIRA et al., 2021; ALENCAR et al., 2021).

A irrigacao ideal e eficaz depende da combinagao de uma ou mais solugdes de
irrigacéo e de alguns requisitos como: agdo antimicrobiana, inativacado de fatores de
viruléncia bacterianos, remogéao do biofilme, dissolugdo de restos de tecido pulpar,
remocdo de detritos de tecido duro, auséncia de efeitos adversos, ampla
disponibilidade e baixo custo (BOUTSIOUKIS et al., 2022).

O irrigador mais utilizado € o hipoclorito de sédio (NaOCI), que se constitui em
um oxidante altamente destrutivo, ndo seletivo, que reage prontamente com as

biomoléculas, conferindo-lhe a capacidade de dissolver componentes de biofilme e
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restos necréticos (ABUHAIMED et al., 2017; CAl et al., 2023). Além disso, contribui
na redugdo dos fatores de viruléncia bacteriana, como endotoxinas e acidos

lipoteicdicos (ABUHAIMED et al., 2017) e também serve como lubrificante para
instrumentos endodénticos (HAAPASALO et al., 2010).

Os efeitos quimicos do NaOCI sao produzidos pelo cloro disponivel livre, que
consiste em hipoclorito (OCI) e acido hipocloroso, ambos os agentes quimicos sao
oxidantes fortes e suas qualidades relativas dependem do pH (ORLOWSKI et al.,
2020). Ainda ndo existe um consenso sobre a concentragdo ideal das solugbes
irrigadoras a base de NaOCI, com variacdes de 0,5% a 8,25% (STOJICIC et al., 2010;
CULLEN et al., 2015, DEMENECH et al., 2021). Ha, também, limitacbes no uso do
NaOClI, que incluem citotoxidade, incapacidade de remover componentes inorganicos
da camada de smear layer e, em altas concentragbes, efeitos adversos nas
propriedades mecanicas das raizes; o NaOCl a 5% causa alteragdes estruturais
irreversiveis na dentina radicular, o que influencia sua resisténcia a flexdo e
tenacidade, além disso, o uso prolongado aumenta a fragilidade da dentina
(MARENDING et al., 2007, CHUBB, 2019, ORLOWSKI et al., 2020).

Agentes desmineralizantes ou quelantes, como o] acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), compdem outro grupo de irrigadores endodonticos,
gue se ligam e formam complexos em forma de anel com ions metalicos, permitindo
a dissolucao efetiva do material inorganico. O EDTA n&o afeta o tecido organico e tem
efeito antimicrobiano limitado, por meio da quelagdo de cations metalicos da
membrana externa das bactérias (HULSMANN et al., 2003; HAAPASALO, et al.,
2014). O EDTA é utilizado como solugao irrigadora final devido a sua agcao quelante
(LOTTANTI et al., 2009; SEN et al., 2009), capacidade de aumentar a permeabilidade
da dentina (PASCON et al., 2012; SCELZA et al., 2000), de remover a camada de
smear layer (CARVALHO et al., 2008; MOZAYENI et al., 2009; NASHER et al., 2016)
e de sanificar o SCR (KISHEN et al., 2008). De acordo com a eficiéncia do EDTA,
alguns fatores influenciam diretamente na sua agao, dentre eles, pode-se destacar o
tempo de contato da solugdo, concentragdo, pH, agitacdo da solugcdo, tensao
superficial, temperatura da solugdo e volume final do irrigador (ORLOWSKI et al.,
2021). Alguns autores concluiram que, quanto maior o tempo de contato entre a
solucdo e a parede dentinaria, maior sera a capacidade de remo¢ao de matéria
inorgénica (DE-DEUS et al., 2006, SAITO et al., 2008).
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Entretanto, se esse agente é extruido ndo intencionalmente do canal radicular
e atinge os tecidos periapicais (FERRAZ et al., 2001), pode causar apoptose, necrose
(BALLAL et al., 2013), inflamacdao (ZACARRO SCELZA et al.,, 2010) e efeitos
citotéxicos (VOUZARA et al., 2016).

Uma opgao ao uso do EDTA como irrigador final seria o acido citrico (CALT &
SERPER, 2002; MANCINI et al., 2009), mas ambas as substancias podem causar
erosdo da dentina inter e peritubular (TORABINEJAD et al., 2003; QIAN et al., 2011),
0 que pode aumentar o risco de fratura dental vertical (ZHANG et al., 2010; BELLI et
al.,, 2014). Além disso, o EDTA é considerado um poluente organico na agua e forma
complexos com metais que permanecem no meio ambiente por muitos anos, ja que
nao é facilmente biodegradavel (MANCINI et al., 2009; XIE et al., 2007).

Agentes quimicos empregados em tratamentos deveriam ser biologicamente
compativeis, especialmente quando em contato com a regido periapical (AMARAL et
al., 2007). Assim, é preciso identificar agentes eficientes para remog¢éo da camada de
smear layer e que nao tenham efeitos adversos, e algumas tentativas foram feitas
nesse sentido. BELLO et al. (2019) testou o acido glicélico, muito usado na industria
farmacéutica em cosméticos e na preparacdo de polimeros biocompativeis. Os
resultados demonstraram que o acido glicolico removeu a camada de smear layer do
canal radicular, entretanto apresentou citotoxicidade semelhante ao EDTA (BELLO et
al., 2019).

PIVATTO et al., (2020) testaram a solugdo de quitosana a 0,2% em
comparagao ao acido acético 1% e EDTA 17%. Os resultados demonstraram que a
quitosana e o acido acético demonstraram efeito citotéxico semelhante ao EDTA,

porém a quitosana inibiu metaloproteinases 2 e 9.

Alguns estudos tém sido direcionados para encontrar novos agentes com
atividades terapéuticas em Odontologia a base de produtos naturais (ALMADI et al.,
2018), incluindo a propolis (ABBASI et al., 2018) e o extrato da semente de uva
(FEBVEY et al., 2022). Segundo DOS SANTOS et al (2019), o tratamento com o
extrato da semente de uva, mesmo em altas concentragdes e por longos periodos,
nao causou efeito citotoxico em células pulpares. Além disso, o extrato de semente

de uva pode ter efeito bioestimulador e protetor sobre as células pulpares.
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Monoterpenos sdo metabdlitos secundarios de plantas, frequentemente
utilizados como antissépticos em geral (MA et al., 2020). O limoneno (d-limoneno) é
um monociclico monoterpeno, utilizado como o principal constituinte de dleos citricos,
como os encontrados em laranjas, toranjas e limbes e tem sido bastante utilizado
como aditivo de sabor/fragrancia em perfumes, sabonetes, produtos farmacéuticos e
alimentos devido a sua esséncia citrica (KIM et al., 2013), além de ser muito utilizado
em praticas médicas (SUH et al., 2017; RAVICHANDRAN et al, 2018;
ANANDAKUMAR et al., 2021).

LIU et al., (2020) foram os primeiros a demonstrar que o limoneno poderia ser
utiizado em odontologia como produto para tratamento, a despeito de ser um
componente de outros produtos, como os dentifricios (XIE et al., 2010), e que essa
substancia pode ter maior efeito inibidor sobre o Streptococcus sobrinus que a
clorexidina, além de apresentar potencial para inibir a progressao da carie (LIU et al.,
2020). Segundo os autores, o limoneno pode inibir o crescimento de bactérias
cariogénicas, sua adesdo a producdo de acidos e de outros fatores de viruléncia
cariogénica, como glucana insoluvel. Portanto, os principais componentes dessa
substancia podem impedir o avango da carie, ja que o composto afeta as bactérias

cariogénicas em termos de mineralizacao (MA et al., 2020).

O limoneno € um composto organico que apresenta atividade antimicrobiana,
anti-inflamatdria, anti-carcinogénica e anticariogénica (MA et al., 2020; LIU et al.,
2020). E considerada uma substancia de baixa toxidade e segura, e sua distinta
lipofilicidade proporciona aumento da absor¢do celular, principalmente na regido
intestinal, possibilitando boa biodisponibilidade na circulagao sistémica (SUN, 2007;
ANANDAKUMAR et al., 2021). De acordo com COSTA et al., (2019), o d-limoneno
apresentou atividade clinica relevante contra bactérias gram-positivas e gram-

negativas.

Sendo assim, considerando as propriedades do limoneno e a literatura escassa
do seu uso em Endodontia, resultado de pesquisas anteriores (MA et al., 2020; LIU et
al., 2020) e a busca por novos métodos para irrigagao final mediante a utilizacdo de
substancias naturais e que apresentem menos efeitos adversos que o EDTA, o
presente estudo avaliou o efeito do uso do extrato de Limoneno sobre a resisténcia

de unido a dentina radicular de dentes tratados endodonticamente e obturados com
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os cimentos AH Plus® e Bio-C Sealer®, visando a conhecer o protocolo de irrigagao

final que permita a melhor resisténcia de uniao dentina/cimento obturador.
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2. PROPOSICAO

O objetivo desse estudo in vitro foi avaliar o efeito do uso do extrato de
Limoneno como irrigador final durante a realizagdo do tratamento endodéntico em
dentes obturados com diferentes cimentos endodonticos, a base de resina epoxi e
bioceramico, em relacao:

e Aresisténcia de unido ao cisalhamento por extrusdo (push-out);

¢ Ao padrao de falha apds o teste de push-out por meio de estereomicroscopio.

Este estudo partiu da hipotese que condutos tratados com limoneno
produziriam maior resisténcia de unido do cimento obturador a dentina

radicular.



3.Materiale Métodos

OGIA
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3. MATERIAL E METODOS

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de
Odontologia de Ribeirdao Preto da Universidade de S&o Paulo (CAAE:
67552923.8.0000.5419).

O calculo amostral foi obtido utilizando o software Epi-Info, no maddulo
STALCALC, versao 7.0 de acordo com as médias e desvio padrao do estudo piloto.
Nivel de probabilidade de a = 0,05 e poder estatistico de 0,8 foram considerados. O
numero minimo de espécimes estimado foi de 12 para cada grupo.

As raizes foram obtidas junto ao Banco de Dentes da FORP/USP e foram
analisadas macroscopicamente e escaneadas em tomoégrafo computadorizado de
feixe conico PreXion 3D® (Prexion Co. Ltd, Téquio, Japao), com protocolo de aquisi¢édo
endodéntico de 90 kV, 4 mA, 37 segundos, voxel isotrépico de 0.10 mm e campo de
visao (FOV) de 5x5 mm. No programa OnDemand 3D Project Viewer (Cybermed Inc.,
Tustin, CA, USA), foram obtidos os dados morfométricos bidimensionais de
circularidade e diametros maior e menor para determinagdo do grau de achatamento
dos canais radiculares (VERSIANI, SOUSA-NETO, PECORA, 2011; PEREIRA et al.,
2015; ASSIS et al., 2020; ALVES DOS SANTOS et al., 2023). Dessa forma, foram
selecionadas 72 raizes com canais radiculares ovais (relagao didametro maior/diametro
menor entre 1 e 2) (WU et al., 2000), com dimens&o vestibulo lingual/mesiodistal < 1,5
mm e 16 mm de comprimento radicular.

Apos a selecdo das amostras, os canais radiculares foram irrigados com 2,5
mL de hipoclorito de sédio (NaOCl) a 2,5% com seringa plastica descartavel
(Ultradent® Products Inc., South Jordan, UT, EUA) e explorados com o instrumento
tipo K#15 (Dentsply® Maillefer, Ballaigues, Suica) até que a extremidade livre do
instrumento surgisse no forame apical. Dessa medida, subtraiu-se 1,0 mm para o
estabelecimento do comprimento de trabalho (CT) (LOPES et al., 2020; ALVES DOS
SANTOS et al., 2023).

O preparo biomecanico foi realizado por meio da técnica de instrumentagao por
movimento reciprocante com o instrumento (Wave One Gold®, Dentsply/Maillefer,
Ballaigues, Suica), com torque e velocidade pré-estabelecidas pelo fabricante. O
protocolo de irrigagao final foi dividido de acordo com a substéncia quimica utilizada

para essa finalidade, nos grupos do hipoclorito de soédio (NaOCl) a 2,5%, acido
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etilenodiaminotetracético (EDTA) a 17%, e extrato de Limoneno na concentragao de
5% (Tabela I). As solugbes permaneceram no interior do canal radicular por 5 minutos
apos finalizada a instrumentagcdo. A secagem dos canais foi realizada com a canula
de aspiragédo Capillary Tip (Ultradent® Products Inc., South Jordan, UT, EUA) e com
cones de papel absorvente 45.05 (Dentsply Sirona®, Dentsply/Maillefer, Ballaigues,

Suica).

Tabela l. Solugdes irrigadoras com o0 nome comercial, fabricagdo e composigao.

Nome
Solugao . Fabricante Composicao
Comercial
Hydroplan
. ProLyks - EB, Sdo Oleo essencial de
Limoneno
Natural® Paulo, limoneno
SP/Brasil
Asfer®
Industria
Quimica. Sao . .
. . . Base de Hipoclorito de
Hipoclorito de s6dio NaOCl Caetano do _
s6dio 2,5%
Sul -
SP/Brasil
Biodinamica® Acido
) quimica e Etilenodiaminotetracético
Acido
EDTA farmacéutica  Dissddico, Hidroxido de
etilenodiaminotetracético L o .
LTDA. Ibipora Sdédioe Agua
— PR/Brasil. Deionizada.

Os canais foram obturados pela técnica de cone (nico WaveOne® Gold
Conform Fit™ (Dentsply Sirona, Dentsply/Maillefer, Ballaigues, Suiga). Os grupos
foram subdivididos em dois: num deles os dentes foram obturados com o cimento a
base de resina epoxi (AH Plus®, Dentsply De Trey, Konstanz, Alemanha) e, no outro,

com o cimento Bio-C Sealer® (Angelus, Londrina, PR, Brasil) (Tabela ll). As raizes
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foram armazenadas em estufa a 37°C, por 3 dias. Todos os procedimentos incluindo

o preparo biomecanico e obturacado foram realizados pelo mesmo operador.

Tabela Ill. Cimentos endodonticos.

Material Principais componentes Lote Fabricante

AH Plus® Pasta A - (bisphenol-A epoxy resin, 210400657 Dentsply,
bisphenol-F epoxy resin, tungstato de
calcio, 6xido de zirconio, silica,
pigmentos de 6xido de ferro.
Pasta B — dibenzyldiamine,
aminoadamantane, tricyclodecane-
diamine, tungstato de calcio, 6xido de
zirconio, silica, 6leo de silicone.

Baillaigues, Suica

Bio-C Sealer® Silicato de calcio, aluminato de calcio, 64766 Londrina, PR, Brasil
oxido de calcio, 6xido de zirconio, oxido
de ferro, diéxido de silicio e agente de
disperséo.

Para a obtengdo das fatias para o teste de push-out, as raizes foram
posicionadas em resina acrilica autopolimerizavel (Jet, Classico, Sdo Paulo, SP,
Brasil) adaptadas a cortadora metalografica (Isomet 1000, Buehler, Lake Buff, IL,
EUA) de forma que fossem seccionadas perpendicularmente ao seu longo eixo, no
sentido mesiodistal, com disco diamantado dupla face de 0,3 mm de espessura,
acionado na velocidade de 350 rpm, sob refrigeragao.

De cada terco radicular, foram obtidas duas fatias de dentina, com 2,0 mm (z
0,2 mm) de espessura cada, totalizando seis fatias por raiz para realizar o teste de

push-out. (Figura 1).
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16mm

Figura 1. Representagéo esquematica da distribuigdo das fatias para o teste de push-out
e avaliagcdo do padrio de falha.

Teste de resisténcia de uniao ao cisalhamento por extrusao (push-out)

As fatias foram posicionadas em bases metalicas de aco inoxidavel acopladas
na porgao inferior da maquina de ensaio universal modelo 2519-106 (Instron, Canton,
MA, EUA). De acordo com o didmetro do material obturador radicular nos tercos
cervical, médio e apical, foram selecionadas as bases metalicas com orificios de 1,2
mm, 1,5 mm e 2,5 mm de diametro em sua porgéo central e as hastes metalicas com
ponta ativa de 0,8 mm, 1 mm e 1,5 mm de didametro. Os corpos-de-prova foram
posicionados na mesma direcao do orificio da base metalica com sua face cervical
voltada para baixo e as hastes foram fixadas na porgao superior da maquina de ensaio
e posicionadas sobre o material intracanal; a maquina de ensaio foi acionada na
velocidade constante de 0,5 mm/min até a tensdo maxima necessaria para
deslocamento do material (ZANATTA et al., 2015; ASSIS et al., 2020; LOPES et al,,
2020; ALVES DOS SANTOS et al., 2023) (Figura 2).
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Figura 2. Ensaio mecanico de resisténcia de unido ao cisalhamento por extrus&o: (A) Maquinadeensaio
universal Instron 2519-106; (B) Bases metalicas de ago inoxidavel com orificios de2,5mm,1,5mme
1,2 mm de didmetro em sua porgéo central (direita para esquerda); (C) Hastes metalicas com ponta
ativade 1,5mm, 1,0 mme 0,8 mm de didmetro (de cima para baixo); (D) Posicionamento do conjunto
haste, fatia e base; (E) Hastes metélicas com pontas ativas compativeis com o didmetro do material
intracanal utilizadas para o teste de push-outdos respectivos slices do tergo cervical, médio e apical (de
cima para baixo).

A forca necessaria para o deslocamento foi aferida em Newtons (N). Para
calculo da RU, a forga resultante foi convertida em Mega Pascal (MPa), pela divisao
da area lateral do material intracanal. Para o calculo exato da area lateral aderida (SL),
0 aspecto geométrico do material intracanal (cimento obturador + guta-percha) foi
considerado de acordo com o nivel do corte realizado para obtencdo das fatias. Para
isso, antes da realizagdo do teste, foi mensurada a altura (h) de cada fatia com auxilio
de um paquimetro digital, como também o raio (maior € menor) por meio de
estereomicroscopio Leica M165C (Leica Mycrosystems, Mannheim, Alemanha)

usando o software Las v4.4 (Leica Mycrosystems, Mannheim, Alemanha) (Figura 3).
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Figura 3. Tela de software mostrando a delimitacdo do material obturador
intracanal para a mensuracéo do raio no estereomicroscopio Leica M165C, em
que a ferramenta Circle Tool (Three Point Type) permite, por meio da demarcagao
de 3 pontos na interface adesiva, a determinagdo do raio.

Assim, a area de adesdo do cimento (em mm?) foi calculada pela férmula da
area lateral (SL):

St=nt (R+r),/h2+ (R—r)?

Nesta formula, “R” é a medida do raio da guta-percha e cimento obturador em
sua porg¢ao coronal, “r’ € a medida do raio da guta-percha e cimento obturador em sua
porcao apical e “h” é a altura/espessura da fatia. A partir destes dados, foi calculado
a RU, em MPa, dividindo-se a forga necessaria para descolamento da guta-percha
pela sua area lateral (RU=F/SL).

Para a analise do tipo de falha, as fatias foram avaliadas com auxiio do
estereomicroscopio Leica M165C (Leica Mycrosystems, Mannheim, Alemanha) com
aumento de 25x e do programa de software LAS v4.4 (Leica Mycrosystems,
Mannheim, Alemanha). As falhas observadas foram determinadas em percentuais e
classificadas em: a) adesiva a dentina: quando o material obturador deslocou da
dentina; b) adesiva ao cimento obturador: quando a guta-percha deslocou do cimento
obturador; ¢) mista: quando o material obturador deslocou tanto da dentina quanto do
cimento obturador; d) coesiva da dentina: quando ocorreu fratura na dentina; e)
coesiva do cone de guta-percha: quando ocorreu fratura do cone (ASSIS et al., 2020;
LOPES et al., 2020; ALVES DOS SANTOS et al., 2023) (Figura 4).
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Figura4.Imagens representativas dos tipos de falhas observadas apods o teste de resisténcia de unido. A) Adesiva
a dentina: quando o material obturador deslocou da dentina; B) Adesiva ao cimento obturador: quando a guta-
percha deslocou do cimento obturador; C) Adesiva mista: quando o material obturador deslocou tanto da dentina
quanto do cimento obturador; D) Coesiva da dentina: evidenciando fratura na dentina; E) Coesiva do cone de guta-
percha: evidenciando fratura do cone.

Analise dos dados

Os dados de resisténcia de unido foram inicialmente analisados quanto a
distribuicdo normal utilizando o teste de Shapiro-Wilk (p > 0,05) e homocedasticidade
pelo teste de Levene, apresentando distribuicdo normal e homogeneidade.

O teste paramétrico ANOVA de trés fatores (p < 0,05) foi utilizado para analise
da influéncia e interagado entre tratamento (limoneno, hipoclorito de sédio e EDTA),
cimento (a base de resina epoxi ou bioceramico) e ter¢os radiculares (cervical, médio
e apical). O pos teste de Tukey foi utilizado para comparagdes multiplas.

Para analise da prevaléncia dos padrdes de falha encontrados apds o teste de
resisténcia de unido, foi realizado o teste exato de Fischer.



4.Resultados
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4. RESULTADOS

Resisténcia de uniao

Os valores de média e desvio-padrao obtidos a partir do teste de resisténcia de
unido ao cisalhamento por extrusdo (push-out) para as variaveis cimentos

obturadores, tratamentos e tergos radiculares sao apresentados na Tabela .

Tabela lll. Valores médios e desvio padrao em MPa, da resisténcia de unido dos
cimentos endoddénticos a dentina radicular tratada com diferentes solugdes, nos tergos

cervical, médio e apical.

Tratamentos
Limoneno EDTA NaOCI
AHP Cervical 3,5 (1,9)abA 5,0 (2,3) aA* 1,8 (1,1) bA
Médio 2,5(1,0) aA 34 (2,1) aA 1,4 (0,6) aA
Apical 2,2 (1,5)aA* 3,3(2,1)aA 1,9 (0,9) aA
Bioc Cervical 24 (1,6) aB 1,9 (1,5) aA’ 1,4 (0,5) aA
Médio 2,6 (1,9) aB 1,5 (0,9) aA 1,9 (1,4) aA
Apical 9.4 (5,0) aA’ 1,4 (0,9) bA 3,0 (2,1) bA

Letras minUsculas nalinha e maiusculas na coluna, paraum mesmo cimento, indicam diferenga estatisticamente
significante (p<0,05). Simbolos diferentes em mesmo tratamento e tergo indica diferenga estatisticamente
significante entre cimentos.

A analise de variancia (3-way ANOVA, Tukey, p<0,05) evidenciou que, para o
cimento a base de resina epdxi, ndo houve diferenga significativa da resisténcia de
unido do cimento a dentina entre os tergos analisados (p>0,05). Quanto ao cimento
bioceramico, houve maior resisténcia de uniao do cimento quando tratado com
limoneno no tergo apical, resultado diferente estatisticamente (p>0,05) em relagcéo aos
demais tercos, que nao apresentaram diferenca entre si (p>0,05). Os demais
tratamentos n&do resultaram em resisténcia de unido com diferengas estatisticamente
significantes entre si (p>0,05), independentemente do ter¢co analisado.

Analisando a resisténcia de unido dos tergcos radiculares em relagdo aos

tratamentos realizados para cada um dos cimentos, verificou-se que houve maior
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resisténcia de unido a dentina do cimento a base de resina epdxi quando tratado com
EDTA® (5,0 + 2,3), resultado com diferenca estatisticamente significante em relagéo
ao tratamento com NaOCI (1,8 + 1,1) (p=0,0005), cujo tratamento resultou em
menores valores de resisténcia de unido que as demais solugdes. O tratamento com
limoneno resultou em valores intermediarios em relagdo aos demais tratamentos (3,5
1 1,9), sem diferenca estatisticamente significante em relagao a eles (p>0,05).

Quanto ao cimento bioceramico, houve diferenca na resisténcia de unidao do
cimento a dentina no tergo apical, de forma que, apdés o tratamento com limoneno,
houve maior resisténcia de unido (9,4 + 5,0), resultado com diferenca estatisticamente
em relagdo aos demais tratamentos (p<0,05), que ndo apresentaram diferencas
estatisticamente significantes entre si (p = 0,2819).

Quando comparada a resisténcia de unido dos diferentes cimentos em dentina
tratada com um mesmo tipo de tratamento e em um mesmo tergo, verificou-se que,
quando a dentina foi tratada com limoneno, houve maior resisténcia de unido do
cimento bioceramico (9,4 + 5,0) no terco apical, com diferenca estatisticamente
significante do cimento a base de resina epdxi (2,2 + 1,5) (p<0,001).

Quando a dentina foi tratada com EDTA®, verificou-se maior resisténcia de
unido do cimento a base de resina epodxica (5,0 + 2,3) no tergo cervical, com diferenga
estatisticamente significante em relagcdo ao cimento biocerdmico (1,9 £+ 1,5) (p =
0,0008). Todos os demais tratamentos, ndo apresentaram diferenga estatisticamente

significante (p>0,05), independente do cimento utilizado ou tergo analisado.

Analise do padrao de fratura

Os resultados da analise do teste exato de Fischer e os dados percentuais da
distribuicao dos tipos de falha para cada grupo estdo descritos nas Tabelas IV e V,
respectivamente. O teste exato de Fischer demonstrou que, independente do cimento
obturador utilizado, houve maior percentual de falhas mistas a dentina em relagdo aos
demais tipos de falhas. Analisando-se os tratamentos, verificou-se que, independente
do cimento obturador utilizado, o uso do EDTA resultou em quase 30% de fraturas
coesivas a dentina e pequenas porcentagens de fraturas adesivas. Os mesmos
achados foram encontrados apds o tratamento com o Limoneno. Adicionalmente,

quando utilizado o tratamento com NaOCI, ndo ocorreu nenhum tipo de fratura
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adesiva, demonstrando que o tratamento é um fator significativo para a prevaléncia

do padréao de fratura com esse tipo de cimento (AHP — p = 0,020 / Bioc - p < 0,001).

Tabela IV. Resultado da analise do teste exato de Fisher da prevaléncia dos padrdes

de fratura em relagao aos fatores cimento e tratamento.

Teste X2 Valor df p
Padrao de falha x AHP X2 11,9 6 0,064
Teste exato de Fisher 0,020
N 232
Padréo de falha x Bioc X2 20,7 6 0,002
Teste exato de Fisher < 0,001
N 234
Padrao de falha x Total X2 22,3 6 0,001
Teste exato de Fisher < 0,001
N 466

Tabela V. Percentual de falha apds o teste de push-out para os diferentes cimentos

endodobnticos e tratamentos da dentina.

Cimento Padrao de

falha Limoneno EDTA NaOCI

AHP AD 1,4 1,3 0,0
AC 0,0 1,3 0,0

CD 12,8 29,5 14,5

M 85,9 69,2 85,5

Bioceramico AD 0,0 1,3 0,0
AC 2,6 3,9 0,0

CD 9,0 26,9 36,8

M 88,5 68,0 67,1

(AD) Adesiva a dentina; (AC) Adesiva ao cimento; (CD) Coesiva em dentina; (M) Mista.
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A distribuicdo dos tipos de falhas entre os grupos pode ser visualizada nas

figuras 5 e 6.

AHP

NaOClI

EDTA

Limoneno

0

x

10% 20% 30% 40% 50% 60% 70% 80% 90% 100%
BMAD mMAC mCD =M

Figura 5 — Distribuicdo percentual dos padrbes de falha entre os diferentes

tratamentos para os grupos obturados com cimento a base de resina epoxi. AD —
Adesiva em dentina; AC — Adesiva em cimento; CD — Coesiva em dentina; M — Mista

Bioc

NaOCl

EDTA
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Figura 6 — Distribuicdo percentual dos padrdes de falha entre os diferentes
tratamentos para os grupos obturados com cimento biocerdmico. AD — Adesiva em

dentina; AC — Adesiva em cimento; CD — Coesiva em dentina; M — Mista
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5. DISCUSSAO

Este estudo avaliou a resisténcia de unido e analise da interface adesiva do
tratamento da dentina com limoneno, EDTA e hipoclorito de sd6dio como agentes
irrigadores finais, em dentes obturados com cimentos endoddnticos a base de resina
epoxi (AH Plus®) e bioceramico (Bio-C Sealer®). Assim, de acordo com os resultados
encontrados, a hipotese testada pode ser aceita, uma vez que os dentes tratados
endodonticamente com limoneno apresentaram maiores valores de resisténcia de
unido no tergco apical e ndo houve diferenga significativa em relagdo aos demais
tratamentos testados nos demais tercos.

Em relagdo a metodologia, foi realizada a analise da resisténcia de unido por
meio do teste de push-out, que permite a avaliagdo do desempenho mecanico da
unido entre a guta-percha e o cimento obturador nos tergos cervical, médio e apical,
seguida de analise complementar do padrdao de falhas em estereomicroscopio,
possibilitando a visualizacdo da camada de cimento obturador endoddntico e a
avaliacdo de espacos vazios presentes na interface adesiva (PAIOLA et al., 2018;
YAMIN et al., 2018; ASSIS et al., 2020; LOPES et al., 2020; BERTOLINI et al., 2022;
CIMPEAN et al., 2022; ROSA-E-SILVA et al., 2022; ALVES DOS SANTOS et al.,
2023).

E importante salientar que, anteriormente & selecdo dos dentes, foi realizada
anadlise criteriosa dos elementos por meio da avaliagdo das imagens obtidas em
tomografia computadorizada de feixe cénico (WU et al., 2001; PEREIRA et al., 2015),
uma vez que a anatomia do canal radicular pode apresentar, em um mesmo grupo
dental, sec¢des transversais variadas de acordo com a razdo entre as dimensdes
vestibulolingual e mesiodistal, sendo classificadas em circulares (razdo igual a 1),
ovais (razdo entre 1 e 2), muito ovais (razdo entre 2 e 4) e achatados (razdo =4). Essa
analise para a selegdo da amostra € necessaria pois a técnica de cone unico pode ter
limitagbes, especialmente em canais ovais, independentemente do cimento obturador
utiizado. Levando isso em consideracdo, houve padronizagcdo da amostra
selecionando canais radiculares circulares (razdo igual a 1) de dentes unirradiculares
para que o risco de viés fosse minimo.

A irrigagao dos canais radiculares no tratamento endodontico € uma das etapas

do preparo da dentina para a remocao da camada de smear layer e na sanificagao
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intracanal. Por esta razdo, diferentes técnicas de irrigagdo sao desenvolvidas,
estudadas e observadas na literatura, efetivamente removem detritos e
microorganismos dos canais radiculares e, com isso, auxiliam na adesao entre o
cimento endodéntico, guta-percha e dentina radicular (KIRMALI et al., 2021;
CHANDARANI et al., 2022; ROY et al., 2022).

No presente estudo, ndo houve diferenga estatisticamente significante (p>0,05)
entre os cimentos endodénticos, com excegdo para os resultados dos grupos
Limoneno no tergo apical e no EDTA no ter¢o cervical, apesar de estudos ressaltarem
a boa penetragdo do cimento a base de resina epdéxi (AH Plus®) em
microirregularidades devido a sua capacidade de solubilidade e tempo de presa.
Essas propriedades facilitam o imbricamento mecanico entre o cimento endodéntico,
dentina e guta-percha, que, aliado a coesdo entre as moléculas, promove maior
adesdo e maior resisténcia ao deslocamento do cimento da superficie dentinaria
(KURUP et al., 2021).

O uso do limoneno para irrigagao final seguido de obturagao do canal radicular
com cimento a base de resina epdxi (AH Plus®) apresentou valores de resisténcia de
unido semelhantes aos resultados obtidos com o cimento bioceramico (Bio-C
Sealer®), exceto no tergo apical, onde o tratamento com limoneno apresentou maiores
valores de resisténcia de unidao com padrao de falha mista ao material obturador.

Dentre as propriedades que o limoneno apresenta, estdo a capacidade
antimicrobiana e a dissolugao de bactérias e fungos da espécie Streptococcus mutans
(SUN et al., 2018; LANDEO-VILLANUEVA et al., 2023; TORSHABI et al., 2023),
Pseudomonas aeruginosa (CHEN et al., 2015), Staphylococcus aureus (ADUKWU et
al., 2012), Escherichia coli (BUDZYNSKA et al., 2011) e depdsitos de carie presentes
na superficie da dentina (LANDEO-VILLANUEVA et al., 2023). O mecanismo de agao
do limoneno esta relacionado com a ruptura lipidica da membrana citoplasmatica do
microrganismo fazendo com que esses compostos possam penetrar na célula e
interagir com outros sitios intracelulares da atividade antibacteriana (LEACH 2000;
LANDEO-VILLANUEVA et al., 2023).

Além disso, a solucdo de limoneno pode penetrar e dissolver a camada
superficial da matriz de colageno e biofilme (LANDEO-VILLANUEVA et al., 2023),
podendo agir na limpeza e remog¢ao da camada de smear layer da dentina radicular,
0 que auxilia na adesdo dos materiais obturadores a dentina, justificando os maiores

valores de resisténcia de unido no tergo apical. De acordo com Ma et al., (2020), o
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efeito do limoneno é mais significativo na dentina do que no esmalte, pois a dentina
contém matriz organica, na qual o colageno é cerca de 90% e isso auxilia na barreira
mecanica para a deposicdo de minerais e aumentar a estabilidade do colageno
(HIRAISHI et al., 2017).

O limoneno também é um desengraxante bastante usando na industria agricola
e automotriz (ORSI et al., 2022). Dessa forma, pode diminuir a tensao superficial entre
o0 cimento que ainda nao tomou presa e a dentina radicular, aumentando o seu
escoamento no interior do canal, permitindo que o cimento chegue ao apice do canal
em espessura mais homogénea, permitindo melhores resultados de resisténcia de
unido do que quando se empregam as demais solugdes irrigadoras. A analise dessa
regiao em microscopia eletrénica de varredura, em estudo futuro, podera demonstrar
tal efeito.

Ressalta-se que, nos demais tergos, o uso do limoneno n&o ocasionou
diminuigdo da resisténcia de unido em relagdo aos demais tratamentos, resultando
em valores sem diferengcas estatisticamente significantes entre eles (p>0,05).
Ademais, a analise do padrao de fratura demonstrou que esse tratamento resultou em
baixa prevaléncia de numero de fraturas adesivas, sendo que as fraturas nao adesivas
foram as mais prevalentes, demonstrando boa unido na interface dente/cimento.

O uso do EDTA para a irrigagao final seguido de obturagdo com o cimento a
base de resina epoxi (AH Plus®) e bioceramico (Bio-C Sealer®) apresentaram
resisténcia de unidao sem diferenca estatisticamente significante com padrao de falha
mista (p>0,05). Conclusdes semelhantes foram obtidas de Carvalho et al., (2017) e
Tuncel et al., (2015), que verificaram que o uso de diferentes agentes quelantes para
a remogao da camada de smear layer nao apresentou diferenga estatisticamente
significante na resisténcia de unido com os cimentos AH Plus® em comparagédo com
iRoot® SP, Total Fill BC® Sealer e MTA® Fillapex. No entanto, para auxiliar na
resisténcia de unido, a rede de colageno precisa ser exposta e a combinagado do EDTA
e hipoclorito de sodio € usada para dissolver componentes inorganicos e organicos
na camada de smear layer da dentina radicular (SIQUEIRA et al., 2000; BONSOR et
al., 2005; STELZER et al., 2014; KUDEN et al., 2022).

Por outro lado, o tratamento da dentina com hipoclorito de sodio apresentou
valores inferiores da resisténcia de unido com padrao de falha mista ao material
obturador e isso pode ser explicado pela formagcdo de camada de oxigénio na

superficie dentinaria, que ocorre pela clivagem em cloro e oxigénio (NAKATANI et al.,
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2017; AHAMED et al., 2021) e isso corrobora com estudo de Donnermeyer et al.,
(2019), que ressaltam que o hipoclorito de sédio ndo demonstrou nenhum efeito na
adesdo a dentina radicular. O hipoclorito de sodio € considerado uma solucéo
irrigadora endodontica com efeito antibacteriano e capacidade de dissolver tecidos
organicos (NAKATANI et al., 2017; AHAMED et al., 2021).

Os resultados do limoneno sugerem uma remogao eficiente da camada de
smear layer da dentina radicular. Adicione-se a esse efeito o fato de o limoneno ser
um produto natural. Nas Ultimas décadas, as substancias de ocorréncia natural t€ém
recebido crescente atengdo devido ao seu potencial uso na Odontologia. Isso porque
apresentam baixa toxicidade comparadas aos agentes sintéticos, e por serem
recursos sustentaveis e renovaveis (BEDRAN-RUSSO et al., 2014).

O EDTA, composto que seria o padrao ouro utilizado hoje em endodontia para
a remogao da camada de smeatr layer, (LIU et al., 2021), € um composto sintético que
pode levar a efeitos adversos ou colaterais (ALDOSKI et al., 2022), principalmente
quanto a citotoxicidade (SERPER et al., 2001; PHOTHICHAILERT et al., 2023;
MEEPRASERT et al., 2023).

Assim, o limoneno, um dos monoterpenos mais comuns na natureza, com
indicagdes seguras para administragdo em humanos (SUN, 2007), ao demostrar efeito
positivo sobre remogéao da camada de smear layer sem efeitos adversos, apresentaria

potencial para ser utilizado como solugéo para irrigagao endodéntica.
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6. CONCLUSAO

Com base nos resultados deste estudo in vitro, conclui-se que:

1. A associagédo do limoneno com o cimento bioceramico apresentaram valores de
resisténcia de unido superiores no tergo apical;

2. A resisténcia de unido dos cimentos apds a irrigagao final com limoneno foi,
semelhante nos tercos cervical e médio das raizes, independentemente do tipo de
cimento obturador utilizado;

3. A falha mais prevalente entre cimento e dentina foi a mista, independentemente do

tipo de irrigagao final empregado e do tipo de cimento endoddntico utilizado.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito do extralo de Limoneno na adesdo de diferentes cimentos endoddnticos a
dentina radicular

Pesguisador: Fernanda de Carvalho Panzeri Pires de Souza
Area Temética:

Versao: 1

CAAE: 67552923.8.0000.5419

Instituigio Proponente: Universidade de Sao Paulo
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 5.947.374

Apresentagio do Projeto:

Estuda in vitro - dantes doados palo biobanco.

Este astudo tera por objetivo avaliar o efeito do uso do exirato de Limoneno na adesfio de cimentos
endoddnticos & dentina radicular. Serfo selecionados 72 dentes anteriores uniradiculares higidos que sardo
tratados endodonticamants. Mo mamento da imgadcio final, ekes serdo separados em grupos, segundo o Hipo
de irrigante final (hipoclorito de sddio, EDTA ou Limoneno a 5%) & cimento obturador (AH Plus ou Bio G
Sealer) utilizado. Apds a obturagso, 0s denles serdo armazenados em estufa por 48h a 37°C. Em seguida,
os dentes serdo seccionados nos 3 tergos (cervical, médio e apical) em fatias de 2mm de espessura, por
meio de cortadeira metalografica (lsomet 1000, Buehler, Lake Buff, IL, EUA).

Em saguida, serfo submetidos ao teste de push out com velocidade de 0.5mm/min. A tensdo de resisténcia
de unido (RU) sera calculada e os dados serdo submetidos a andlise estalistica, comparando o8 valores de
RU entra os tergos & antre o8 fratamentos (solucdo irmgantalciments obturador) com o teste estatistico mais
indicade segundo a distribuigio normal dos dados.

Objetivo da Pesquisa:

Hipdtesa:

A hipdtese testada serd a de que condufos fratados com Limoneno produzem maior adesdo do cimeanto
obturador & dentina radicular.

Enderago: Awvenida do Cahé a/n® - Bloco K, sala k,10

Balrro: Monbs Alegre CEP: 14.040-904
UF: 5P Munisiplo: RIBEIRAQ PRETO
Telefone: |16)331 60453 Fa: (16331 5-0483 E-mail: cap@forpuspbr
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Ohjetivo Primario:

O objetivo desse estudo in vilro serd avaliar o efeito do uso do extrato de Limonano na adesio de cimenios
endaddnticos 4 dentina radicular.

Objetivo Secundario:

Avaliar o efeito do uso do extrato de Limoneno como irigante final no teste de push out dos cimantas
obluradores da denfina radicular & delarminar o padrao de falha.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

O estudo nfio envolve pacientes. Nao ha riscos previsiveis por se fratar de um estudo in vitro.

Beneficios:

Os resultados poderfo resullar em melhora na qualidade da adesf&o dentinafadesivo & também na
longevidade da restauragéo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

O projeto estd apresentado de forma correfa, cumpre todas as normativas estabelecidas pelo CEP da
FORP/AUSP e CONEP. Pesquisa relevante para a drea da odonfologia, apresenta referéncias bibliograficas
atualizadas & os pesquisadores 530 plenamente habilitados para o desenvolvimeanto do projeto em tela.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:
Vide o item "Conclustes ou Pandencias & Lista de Inadequagies”.
Recomendagbes:

Vide o item "Conclustes ou Pandencias & Lista de Inadequagies”.
Conclusbes ou Pendéncias & Lista de Inadequagibes:
projeta de pesquisa aprovado.

Consideragdes Finais a critério do CEP:
Projeto aprovado conforme deliberado na 268* Rewnido Ordinaria do CEP/FORP de 15/03/2023.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Argquivo Paostagem Autor Situagao
Informagies Basicas |PE_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 15/02/2023 Acailo
do Projeto ROJETD_2087945. pdf 11:43:44
Folha de Fosto folhaderosio. pdf 15/02/2023 [Fernanda da Acailo

11:43:00 | Carvalho Panzeri

Endarsgo:  Avenida do Café ain® - Bloco K, sala k10

Bairro: Monts Alegre CEP: 14.040-004
UF: P Munigipio: FIBEIRAC PRETO
Talefone: (1633150483 Fax: (16)3315-0450 E-mail: cap@orpusp br
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Falha de Rosto folhaderosto. pdf 15/02/2023 |Pires de Souza Acailo
11:43:00
Prajeto Detalhado /| Projeto.pdf 10/02/2023 |Farnanda de Acaito
Brochura 14:10:35 | Carvalho Panzeri
| Imeestigador Pires de Souza
Cronograma Cronograma_pdf 10/02/2023 |Farnanda da Acailo
14:10:12 | Carvalho Panzeri
Pires da Souza
TCLE / Termos da | JustificativaTCLE pdf 10/02/2023 |Farmmanda da Acailo
Assantimeanta / 13:58:35 |Carvalho Panzeri
Justificativa de Pires da Souza
Auséncia
Declaragao da BancodeDentes. pdf 10/ 02/2023 |Fernanda da Acailo
Manussio Material 13:58:22 |Carvalho Panzeri
Bioltgico | Pires de Souza
Biorepositdrio /
Biohanco
Declaracao da Infragstrutura.paf 10/0&/2023 |Farmanda da Acailo
Instituigio & 13:55:44 |Carvalho Panzeri
Infrasstrutura Pires da Souza
Situacio do Parecer:
Aprovado

Mecessita Apreciagio da CONEP:
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