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RESUMO

A combinacdo e a agitacdo de solucdes irrigadoras aprimoram a desinfecdo do sistema de canais
radiculares. Porém, quando o hipoclorito de sodio (NaOCI) e a clorexidina (CHX) entram em
contato, ocorre a formacdo de um precipitado marrom-alaranjado que se deposita nas paredes
dentinarias do canal radicular. Esse precipitado age como uma smear layer obstruindo os tdbulos
dentinarios e pode comprometer o sucesso do tratamento endodéntico. O objetivo deste trabalho foi
avaliar a influéncia de diferentes protocolos de irrigacdo com &gua destilada (H20), na prevengao
da formacdo do precipitado observado apds a interacdo entre 0 NaOCI e a CHX. Para isso, 40
caninos humanos foram instrumentados, divididos longitudinalmente e analisados no
estereomicroscopio nos aumentos de 16x e 40x. Em seguida todos os dentes foram colocados
novamente em posicao e distribuidos em 4 grupos (n=10), de acordo com o protocolo de irrigacéo
final: G1 (controle) — EDTA + NaOCI + CHX, com irrigacdo convencional (IC) por 60s cada; G2
— EDTA + NaOCI + H,O + CHX agitados com irrigacdo ultrassonica passiva (PUI) por 30s cada,
com excec¢do da H20 (IC por 60s); G3 - EDTA + NaOCI + H,0 + CHX (PUI por 30s cada); G4 —
EDTA (PUI por 30s) + NaOCI (PUI por 30s) + H,O (irrigacdo ultrassonica continua (CUI) por
30s) + CHX (PUI por 30s). As amostras foram analisadas apds a irrigacdo final no
estereomicroscopio e no microscopio eletrénico de varredura (MEV). As imagens finais foram
classificadas em escores de 0 a 3 para o estereomicroscopio e de 1 a 4 para 0 MEV, de acordo com
a quantidade de precipitado encontrada, por dois avaliadores cegados e previamente calibrados. Foi
realizada a avaliacdo idnica do contetdo presente no canal através da espectroscopia de energia
dispersiva (EDX). O teste estatistico utilizado foi Kruskal-Wallis, seguido de Dunn (andlise entre
0s grupos) e Friedman (analise intragrupo) (a=5%). Na analise do estereomicroscopio, G1
(controle) apresentou escores estatisticamente maiores que os demais grupos em todos 0s ter¢os
(p<0,05). Nao houve diferenca estatistica entre os demais grupos (p>0,05). Na analise do MEV G1
(controle) apresentou escores maiores que G4 (H20/CUI) (P<0,05). O precipitado, ou smear layer
quimica, proveniente da interacéo entre 0 NaOCl e a CHX foi melhor visualizado no MEV do que
no estereomicroscopio. Ele foi caracterizado como uma lama irregular sobreposta as paredes
dentinarias e apresentou altos picos de Cl em sua composicdo. A irrigacdo intermediaria com agua

destilada ativada por CUI foi efetiva na prevencéo de sua formagéo.

Palavras-chave: Clorexidina. Hipoclorito de sodio. Irrigagcdo terapéutica. Irrigantes do canal

radicular. Tratamento do canal radicular.



ABSTRACT

The combination and agitation of irrigation solutions improve the disinfection of the root canal
system. However, when sodium hypochlorite (NaOCI) and chlorhexidine (CHX) interact with
each other, an orange-brown precipitate forms on the canal walls. This precipitate acts like a
chemical smear layer occluding dentinal tubules and may compromise treatment success. For
this purpose, 40 human canines were instrumented, divided longitudinally and analyzed in the
stereomicroscope at 16x and 40x magnifications. Next, all teeth were put back into position and
divided into 4 groups (n = 10), according to the final irrigation protocol: G1 (control) — EDTA
+ NaOCI + CHX, with conventional irrigation (Cl) for 60s each; G2 — EDTA + NaOCI + distilled
water (H.0) + CHX all of solutions activated with passive ultrasonic irrigation (PUI) for 30s each,
excepting H2O (ClI for 60s); G3 - EDTA + NaOCI + H,O + CHX (PUI for 30s each); G4 — EDTA
(PUI for 30s) + NaOCI (PUI for 30s) + H.O (continuous ultrasonic irrigation (CUI) for 30s) +
CHX (PUI for 30s). Then, stereomicroscope and scanning electron microscopy were performed to
analyze the samples after final irrigation. The final images were classified into scores from 0 to 3
for the stereomicroscope and 1 to 4 for the SEM, according to the amount of precipitate found by
two blinded and previously calibrated evaluators. The ionic evaluation of the content present in the
canal was performed using dispersive energy spectroscopy (EDS). The statistical test used was
Kruskal-Wallis, followed by Dunn (analysis between groups) and Friedman (intragroup analysis)
(oo = 5%). Stereomicroscope analysis showed that G1 (control) had scores statistically higher than
the other groups in all thirds (p<0.05). There was no statistical difference between the other groups
(p>0.05). SEM analysis showed G1 (control) had scores statistically higher than G4 (H.O/CUI)
(P<0,05). The precipitate or chemical smear layer from the interaction between NaOCI and CHX
was better visualized on SEM than on the stereomicroscope. It was characterized as an irregular
layer superimposed on the dentinal walls and showed high CI peaks in its composition. Intermediate

flush with distilled water activated by CUI was effective in preventing its formation.

Keywords: Chlorhexidine. Sodium hypochlorite. Therapeutic irrigation. Root canal irrigators.
Root canal treatment.
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1 INTRODUCAO

O tratamento endodontico visa eliminar ou reduzir o nimero de microrganismos do
sistema de canais radiculares, resultando na preservacéo do dente e dos tecidos que o suportam
(BECKER; WOOLLARD, 2001). A desinfeccao do canal radicular é consequéncia do preparo
quimico-mecénico, no qual devem ser utilizados instrumentos endoddnticos associados a
solugdes irrigadoras auxiliares (SIQUEIRA JUNIOR et al., 2018).

Essa associacdo é primordial porque o preparo mecanico por si s ndo é capaz de limpar
todo o sistema de canais radiculares devido a sua complexidade, tornando-se necessario o0 uso
das solucgdes irrigadoras (HAAPASALO et al., 2014). Portanto, as areas representadas por
ramificacOes, reentrancias, istmos, canais laterais, deltas apicais e dentina profunda ndo séo
alcancadas pela instrumentacdo, de modo que microrganismos e seus residuos podem
permanecer abrigados (PETERS et al., 2003; VERSIANI et al., 2013). A permanéncia desses
microrganismos e seus subprodutos no sistema de canais pode levar ao insucesso do tratamento
endodéntico e, consequentemente, a formacdo ou permanéncia de lesGes periapicais
inflamatdrias (ITO et al., 2011).

Diante disso, diversas substancias antimicrobianas sdo utilizadas durante e apds o
preparo do canal, a fim de eliminar os microrganismos, produtos toxicos, tecido necrotico e a
smear layer formada durante o preparo quimico-mecénico do canal (NOWICKI; SEM, 2011;
ARSLAN etal., 2016; MACHADO et al., 2017). A smear layer ou lama dentinaria consiste em
uma camada composta por substancias organicas e inorganicas incluindo fragmentos de
processos odontoblésticos, microrganismos e tecido necrético (PASHLEY, 1992). Essa camada
é depositada sobre as paredes do canal radicular e penetra nos tdbulos dentinarios, prejudicando
a acdo das solucdes irrigadoras, da medicacéo intracanal, e a adesdo dos materiais obturadores
(VIOLICH; CHANDLER, 2010; WANG; SHEN; HAAPASALO, 2013). Por ser formada
durante a instrumentacdo do canal radicular, esta lama formada também é chamada de smear
layer mecanica (HAAPASALO; QIAN; SHEN, 2012).

A solucdo irrigadora mais utilizada durante a terapia endodontica é o hipoclorito de
sodio (NaOCI) em concentragGes que podem variar de 0,5% a 6% (HAAPASALO etal., 2014),
uma vez que associa a capacidade Unica de dissolver matéria organica (BELTZ;
TORABINEJAD; POURESMAIL, 2003; NAENNI; THOMA; ZEHNDER, 2004,
CLARKSON et al.,, 2012; ARSLAN et al., 2015) a eficaz atividade antimicrobiana
(ORDINOLA-ZAPATA et al., 2012; RUIZ-LINARES et al., 2017). Em altas concentragdes o
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NaOCI apresenta baixa biocompatibilidade e pode causar danos aos tecidos periapicais (DE
SERMENO et al., 2009; GUIVARC’H et al., 2017), enquanto que em concentracdes mais
baixas existem estudos que relataram diminuicdo da sua agdo contra microrganismos
especificos (AYHAN et al., 1999; OLIVEIRA et al., 2007; TIRALI et al., 2013).

O gluconato de clorexidina (CXH), utilizado como substancia quimica auxiliar no
tratamento endodoéntico, na concentracdo de 2% (ZEHNDER, 2006), vem sendo apontado por
alguns autores como uma alternativa promissora na desinfec¢éo do canal, visto que apresenta
atividade antimicrobiana de amplo espectro (KIM et al.,, 2013; ZHANG et al.,, 2015;
GERGOVA etal., 2016) sem exibir a citotoxicidade inerente ao NaOCI (BARRIOS et al., 2013;
BOTTON et al., 2016; MOLLASHAHI; SABERI; KARKEHABADI, 2016). Além disso, a
CHX apresenta substantividade antimicrobiana (BACA et al., 2012; HAAPASALO et al.,
2014), uma vez que pode ser adsorvida de forma reversivel pelos cristais de hidroxiapatita da
dentina (BASRANI; HAAPASALDO, 2012), tendo efeito sobre os microrganismos presentes
no sistema de canais radiculares por até sete dias (BOTTCHER et al., 2015). A CHX néo é
eficiente na dissolucdo do tecido organico (NAENNI; THOMA; ZEHNDER, 2004; OKINO et
al., 2004; ARSLAN et al., 2015) e por esse motivo ndo é o irrigante mais indicado para ser
utilizado durante o preparo do canal (ZEHNDER, 2006). Entretanto, o0 seu uso como irrigante
final € muito interessante, pois favorece a adesdo dos cimentos resinosos as superficies
dentinarias (DE ASSIS; PRADO; SIMAO, 2011) e reduz a possibilidade de recontaminacéo
em casos de microinfiltracdo coronaria (SHARIFIAN et al., 2010; PRADO et al., 2014).

Uma vez que nenhuma das solucdes irrigadoras comentadas apresenta capacidade de
dissolver os componentes inorganicos da dentina, o acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
em concentragfes entre 10% e 17% tem sido indicado no protocolo de irrigacdo final
(ZEHNDER, 2006; BAUMGARTNER; JOHAL; MARSHALL, 2007; LEAL et al., 2015;
MAGRO et al., 2015). O EDTA é um agente quelante que atua na remogdo da parte inorganica
da smear layer (CARVALHO et al., 2008; HAAPASALO et al., 2014), expondo a entrada dos
tubulos dentinarios, promovendo assim um aumento da permeabilidade dentinaria e,
consequentemente, melhorando o selamento do canal radicular pela obturagéo (LEAL et al.,
2015).

Embora as solu¢cdes mencionadas apresentem propriedades importantes, nenhuma delas
cumpre isoladamente com todas as caracteristicas ideais desejadas durante a instrumentagéo
(CRUZ-FILHO et al., 2011). Essas caracteristicas incluem a baixa tensdo superficial, baixa

viscosidade, capacidade de dissolucéo tecidual, acdo antimicrobiana, lubrificante, suspenséao de
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detritos e biocompatibilidade (BASRANI; HAAPASALO, 2012). Sendo assim, para ser
efetiva, a irrigacdo deve ser realizada com o uso combinado de solucGes, seguindo um protocolo
especifico, a fim de potencializar os resultados almejados (CRUZ-FILHO et al., 2011).

Um protocolo de irrigacdo sugerido por Zehnder (2006) e citado em diversos outros
estudos (MOHAMMADI; ABBOTT, 2009; AKISUE et al.,, 2010; KRISHNAMURTHY;
SUDHAKARAN, 2010; BASRANI; HAAPASALO, 2012; DO PRADO; SIMAO; GOMES,
2013; SOUZA et al., 2013) faz uso do NaOCI durante a instrumentacéo para dissolver matéria
organica, irrigacdo final com EDTA para eliminar a porcdo inorganica da smear layer e
posterior irrigacdo com CHX para assegurar uma acao antimicrobiana prolongada dentro do
canal. Contudo, uma solucdo irrigadora ndo é completamente removida do interior do canal
radicular antes da aplicacdo da outra (DO PRADO; SIMAO; GOMES, 2013; VOUZARA et
al., 2016), podendo haver interacdo entre elas e subsequente formacdo de subprodutos
(RASIMICK et al., 2008; ROSSI-FEDELE et al., 2012).

Nesse sentido, ao se combinar NaOCI e CHX foi observada a formagdo de um
precipitado insoltvel de coloracdo marrom-alaranjada (THOMAS; SEM, 2010; METRI et al.,
2015), originado de reacGes acido-base (BASRANI et al., 2007). O precipitado, quando
visualizado em microscopio eletrdnico de varredura (MEV), foi chamado smear layer quimica
(AKISUE et al., 2010). Ele é capaz de ocluir os tdbulos dentinarios e comprometer a
permeabilidade dentindria (BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL, 2008), a difusdo da
medicacdo intracanal e o selamento da obturacdo ( BUI; BAUMGARTNER; MITCHELL,
2008; AKISUE et al., 2010; HOMAYOUNI et al., 2014), além de causar manchamento da
dentina (SOUZA et al., 2013). Alguns estudos ainda apontam que esse precipitado pode conter
uma molécula chamada para-cloroanilina (PCA), a qual possui potencial carcinogénico
(BASRANI; MANEK; FILLERY, 2009; KOLOSOWSKI et al., 2014).

Sendo assim, fica evidente a necessidade da utilizacdo de irrigantes intermediarios entre
as solugdes irrigadoras, a fim de minimizar a interacdo quimica entre as solucfes e prevenir a
formacgédo de precipitados e subprodutos (KRISHNAMURTHY; SUDHAKARAN, 2010;
PRADO et al., 2013).

Em virtude disso, diversos protocolos de irrigacdo com irrigantes intermediarios vém
sendo testados com o objetivo de evitar essas consequéncias ( KHADSE; BANGA; KAMRA,
2014; MAGRO et al., 2015; SILVA et al., 2017; CHHABRA et al., 2018). Krishnamurthy &
Sudhakaran (2010) demonstraram que a irrigagdo intermediaria convencional com 5mL de

alcool absoluto entre NaOCl e CHX foi eficaz na prevencdo da formacdo do precipitado,
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enquanto que a irrigacdo com 5mL de agua destilada ou 5mL de solugéo salina estéril apenas
diminuiu a formacdo do mesmo, ndo o eliminando completamente (KRISHNAMURTHY;
SUDHAKARAN, 2010). Outros estudos também constataram que a agua destilada, inserida no
canal radicular com seringa, ndo preveniu a formacgdo do precipitado entre NaOCl e CHX
(PRADO, 2012; MAGRO et al., 2015). Chhabra et al. (2018) realizaram um estudo testando a
utilizacdo de 2,5mL de alcool isopropilico, metabissulfito de sodio e tiossulfato de s6dio como
irrigantes intermediarios entre 0 NaOCI 2% e a CHX 2%. O metabissulfito de sodio foi o0 mais
efetivo na prevencéo da formacéo do precipitado (CHHABRA et al., 2018).

Em relacdo a remocéo do precipitado marrom-alaranjado j& formado dentro do canal,
Guneser, Dincer e Arslan (2017) compararam a utilizacdo de 5mL de &gua destilada por 1
minuto associado a diferentes técnicas de irrigacdo na tentativa de remover o precipitado
formado pela interacdo do NaOCl 5% com a CHX 2%. Nenhuma das técnicas foi
completamente eficiente, embora a agitacdo manual tenha apresentado os melhores resultados
(GUNESER; DINCER; ARSLAN, 2017). Metri et al. (2015) também testaram a remoc¢éo do
precipitado formado com de solu¢éo salina e acido citrico. Obtiveram como resultado que tanto
o0 uso da lima F-file acoplada a um contra-angulo, quanto a irrigacdo ultrassonica passiva (PUI)
foram eficazes (METRI et al., 2015). Um recente estudo testou a remogéo do precipitado por
meio da aplicacdo de diversos irrigantes intermediarios agitados ou ndo por PUI (KELES; ORS;
YILMAZ, 2020). Concluiram que a agitacdo ultrassénica aumentou significativamente a
capacidade do EDTA e da agua destilada em remover o precipitado formado (KELES; ORS;
YILMAZ, 2020).

Nos estudos abordados anteriormente, os resultados variaram conforme a técnica de
irrigacdo utilizada para aplicacdo do irrigante intermediario no canal. Atualmente existem
inimeras técnicas de irrigacdo do canal radicular, que vao desde a irrigacdo convencional com
seringa (IC), até métodos de irrigacdo assistidos por maquinas, incluindo bombas automaticas,
pontas vibratorias e energia sonica ou ultrassonica (HAAPASALO et al., 2014)

A IC tem sido descrita por diversos autores como a técnica menos eficiente na remocao
de remanescentes teciduais e na limpeza do terco apical (ANDRABI et al., 2014; THOMAS et
al., 2014). Essa regido possui dimensdes reduzidas (JUNIOR et al., 2010) onde ocorre 0
aprisionamento de ar (vapor lock) e dificulta a circulagéo e acao das soluges irrigadoras (TAY
et al., 2010). Uma vez que para uma acdo efetiva as solucgdes irrigadoras devem entrar em
contato com toda superficie das paredes do canal (ANDRABI et al., 2014), estudos mostram

que a adicdo da ativacdo da solucdo irrigadora no interior do canal aumenta o nivel de limpeza
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tanto do canal principal quanto das areas consideradas como complexidades anatdmicas
(JIANG et al., 2010; KLYN; KIRKPATRICK; RUTLEDGE, 2010).

Um método de ativacdo de solucgdes irrigadoras € a PUI, que consiste na ativacdo
ultrassénica intracanal de uma solucéo quimica irrigadora por meio de insertos finos e lisos que
ndo entram em contato com as paredes dentinarias (BECKER; WOOLLARD, 2001), e permite
que as solugdes irrigadoras circulem na porcéo apical e nas complexidades do canal (MOZO et
al., 2014). A PUI gera energia acustica que € transmitida por ondas ultrassénicas ao inserto e
entdo a solucdo (JIANG et al., 2010), e provoca o micro fluxo e a cavitacdo hidrodinamica,
duas importantes propriedades que garantem sua eficicia na potencializacdo da solucédo
irrigadora (JUSTO et al., 2014).

Diversos estudos demonstraram melhores resultados na remocao de debris e smear layer
mecanica na irrigacdo com PUI em relacdo a IC ( JIANG et al., 2010; ANDRABI et al., 2014;
JUSTO et al., 2014; DA COSTA LIMA et al., 2015; LEONI et al., 2016). Além disso, segundo
Cachovan et al. (2013) a PUI produz um melhor efeito antimicrobiano em comparacdo a
seringa, 0 que pode ser explicado pela alta frequéncia e temperatura geradas pelo movimento
ultrassénico (CACHOVAN et al., 2013). No entanto, existem resultados divergentes da acédo
da PUI quanto a remocdo da smear layer mecénica, uma vez que ha sempre o risco de tocar as
paredes do canal e produzir novos debris (CARON et al., 2010).

A Irrigacdo ultrassdnica continua (CUI), outra técnica de ativacdo bastante utilizada,
diferencia-se da PUI pois a irrigacdo é simultanea e continua, o que permite um fluxo dindmico
do irrigante no canal e favorece a desinfeccdo (MOHAMMADI et al., 2015). A CUI tem
demonstrado melhores resultados na remocao de debris, especialmente nas irregularidades do
terco apical (CURTIS; SEDGLEY, 2012; JIANG et al., 2012). Essa técnica também
demonstrou ser mais eficaz que a PUI em dispersar as soluc@es irrigadoras em canais laterais
de raizes curvas e retas (CASTELO-BAZ et al., 2016). Os resultados positivos encontrados se
devem a troca continua de solucao que essa técnica proporciona, e pela ativacdo da solugdo ao
passar pela agulha energizada pelo ultrassom (CASTELO-BAZ et al., 2012).

Diferentes estudos ja foram realizados com o intuito de prevenir ou remover a smear
layer quimica, no entanto ndo foi encontrado na literatura trabalhos que testaram o uso da dgua
destilada ativada por PUI ou CUI na prevencéo da formacéo do precipitado. Assim, o objetivo
deste estudo foi avaliar a eficacia da agua destilada, agitada ou ndo por PUI ou CUI, na

prevencéo da formacdo do precipitado resultante da interacdo entre o NaOCl e a CHX.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a eficacia da agua destilada, agitada ou ndo por PUI ou CUI, na prevencao da
formacéo do precipitado marrom-alaranjado (smear layer quimica) oriundo da interacdo entre
0 NaOCl e a CHX.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar se a agua destilada é eficaz na remocao do NaOCI do interior do canal;

e Comparar qual método de irrigacdo € o mais eficaz na prevencdo da formacgdo do
precipitado proveniente da interacdo entre o NaOCl e a CHX;

e Caracterizar morfologicamente e quimicamente o precipitado formado pela combinacéo
entre 0 NaOCl e a CHX por meio de MEV e espectroscopia de raios X por dispersao

em energia (EDX ou EDS), respectivamente.

2.3 HIPOTESE NULA
A hipétese nula testada foi que nenhuma das técnicas de irrigacdo testadas empregando
a agua como solucdo neutralizadora intermediaria € eficaz na remocao completa do NaOCl do

canal radicular, possibilitando a formacéo de subprodutos devido a interagdo com a CHX.
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Resumo

Objetivo O objetivo do estudo foi avaliar a influéncia de diferentes protocolos de irrigagcdo com
agua destilada (H20), na prevencdo da formagdo do precipitado observado apds a interagdo
entre o hipoclorito de sddio (NaOCI) e clorexidina (CHX).

Metodologia Quarenta caninos foram instrumentados, divididos longitudinalmente e os canais
fotografados por tercos no estereomicroscopio. Depois foram reposicionados e distribuidos em
4 grupos (n=10), de acordo com o protocolo de irrigagéo final: G1 (controle) — EDTA + NaOCI
+ CHX, irrigacdo convencional (IC) 60s cada; G2 — EDTA + NaOCI + H.0 + CHX, agitados
com irrigacdo ultrassonica passiva (PUI) 30s cada, com excecdo da H20 (IC 60s); G3 - EDTA
+ NaOCl + H20 + CHX (PUI 30s cada); G4 — EDTA (PUI 30s) + NaOCI (PUI 30s) + H20O
[irrigacdo ultrassdnica continua (CUI) por 30s] + CHX (PUI 30s). As amostras foram avaliadas
novamente no estereomicroscopio e no microscépio eletrénico de varredura (MEV). No MEV
também foi realizada uma analise ibnica através da espectroscopia de energia dispersiva (EDX).
As imagens foram classificadas em escores de acordo com a quantidade de precipitado e 0s
dados obtidos foram analisados por Kruskal-Wallis, Dunn (intergrupo) e Friedman (intragrupo)
(0=5%).

Resultados Em estereomicroscdpio, G1 apresentou escores maiores que 0s demais grupos em
todos os tercos (p<0,05). Em MEV, G1 apresentou escores maiores que G4 (p<0,05).
Conclusao O precipitado foi melhor visualizado no MEV, sendo caracterizado como uma lama
irregular com altos picos de Cl em sua composicdo. A irrigacao intermediaria com H20 ativada

por CUI foi efetiva na prevencéo do precipitado.

Palavras-chave: Clorexidina. Hipoclorito de sodio. Irrigagdo terapéutica. Irrigantes do canal

radicular. Tratamento do canal radicular.
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Abstract

Aim This study aimed to evaluate the influence of different irrigation protocols using distilled
water (H20), to prevent the precipitate observed after the interaction between the sodium
hypochlorite (NaOCI) and the chlorhexidine (CHX).

Methodology Forty canines were instrumented, longitudinally divided and its canals were
photographed by thirds in a stereomicroscope. Then, they were repositioned and distributed in
four groups (n=10), according final irrigation protocol: G1 (control) - EDTA + NaOCI + CHX,
conventional irrigation (CI) 60s each; G2 — EDTA + NaOCI + H20 + CHX, activated with
passive ultrasonic irrigation (PUI) for 30s each, except the H20 (CI 60s); ); G3 - EDTA +
NaOCI + H20 + CHX (PUI 30s each); G4 — EDTA (PUI 30s) + NaOCI (PUI 30s) + H20
[continuous ultrasonic irrigation (CUI) for 30s] + CHX (PUI 30s). The samples were evaluated
one more time in stereomicroscope and scanning electron microscope (SEM). In the SEM, an
ionic analysis was also performed using dispersive energy spectroscopy (EDS). The images
were classified into scores according to the amount of precipitate, and the data obtained were
analyzed by Kruskal-Wallis, Dunn (intergroup), and Friedman (intragroup) (o = 5%).

Results In stereomicroscope, G1 had higher scores than the other groups in all thirds (p <0.05).
In SEM, G1 had higher scores than G4 (p <0.05).

Conclusion The precipitate was better visualized in SEM, being characterized as an irregular
layer with high CI peaks in its composition. Intermediate irrigation with H20 activated by CUI

was effective in preventing the precipitate.

Keywords: Chlorhexidine. Sodium hypochlorite. Therapeutic irrigation. Root canal irrigators.

Root canal treatment.
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Introducéo

A associacgdo entre instrumentos endodénticos e soluc@es irrigadoras durante o preparo
quimico-mecénico é primordial durante o tratamento endoddntico (Siqueira Junior et al. 2018).
O preparo mecanico por si s6 ndo e capaz de limpar todo o sistema de canais radiculares devido
a sua complexidade, tornando-se indispensavel o uso das solugdes irrigadoras (Haapasalo et al.
2014).

O hipoclorito de sédio (NaOCI) é a solucéo irrigadora mais utilizada no mundo, por
apresentar capacidade de dissolver matéria organica (Clarkson et al. 2012) e eficaz atividade
antimicrobiana (Ordinola-Zapata et al. 2012). No entanto, em altas concentragdes o NaOClI
apresenta baixa biocompatibilidade e pode causar danos aos tecidos periapicais se extravasado
(Guivarc’h et al. 2017).

O gluconato de clorexidina (CHX) é uma substancia quimica auxiliar promissora no
tratamento endodontico (Zehnder 2006) por apresentar atividade antimicrobiana de amplo
espectro (Zhang et al. 2015) e baixa citotoxicidade (Botton et al. 2016). A CHX tem como
principais desvantagens ndo dissolver de tecido organico e ter pouco efeito sobre o biofilme
bacteriano (Naenni et al. 2004). Entretanto, o seu uso como irrigante final é interessante, pois
apresenta substantividade mantendo a desinfeccdo por longo periodos, reduz a possibilidade
de recontaminacdo em casos de microinfiltracdo coronéaria (Prado et al. 2014, Sharifian et al.
2010), e favorece a adesdo dos cimentos resinosos as superficies dentinarias (Assis et al. 2011).

O uso combinado de NaOCI e CHX apresenta maior efeito antimicrobiano do que cada
solucdo isoladamente (Kuruvilla & Kamath 1998). Porém, quando o NaOCl e a CHX entram
em contato, ha a formacédo de um precipitado marrom-alaranjado (Metri et al. 2015, Thomas &
Sem 2010). O precipitado pode ocluir os tubulos dentinarios comprometendo a permeablidade
dentinaria (Bui et al. 2008), a difusdo da medicacéo intracanal e do selamento da obturacdo
(Akisue et al. 2010, Bui et al. 2008, Homayouni et al. 2014), e ainda pode causar o
manchamento da dentina (Souza et al. 2013). Ademais, alguns estudos apontaram que este
precipitado pode conter uma molécula chamada para-cloroanilina (PCA), a qual possui poder
cancerigeno (Kolosowski et al. 2014).

Sendo assim, é necessario utilizar irrigantes intermediarios entre as solucdes irrigadoras,
a fim de prevenir a formacdo de precipitados e subprodutos (Krishnamurthy & Sudhakaran
2010, Prado et al. 2013). Diferentes estudos ja foram realizados com o intuito de prevenir ou

remover a smear layer quimica, no entanto ndo foi encontrado na literatura trabalhos que
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testaram 0 uso da &gua destilada ativada por PUI ou CUI na prevengdo da formacdo do
precipitado. Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficacia da agua destilada, agitada ou
nédo por PUI ou CUI, na prevencdo da formacéo do precipitado resultante da interagédo entre o
NaOCI e a CHX. A hipdtese nula testada foi que nenhuma das técnicas de irrigacéo testadas
empregando a 4gua como solugdo neutralizadora intermediaria é eficaz na remogdo completa
do NaOClI do canal radicular, possibilitando a formacao de subprodutos devido a interacdo com
a CHX.

Metodologia

Selecdo e preparo das amostras

O projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Seres
Humanos da Universidade Federal de Santa Catarina (n°3.413.317) (Anexo C).

Foram utilizados 40 caninos humanos unirradiculados, com raizes retas ou ligeiramente
curvas, completamente formadas, extraidos por razdes alheias a esta pesquisa e doados pelos
pacientes por meio do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (Apéndice A) e Termo de
Doacéo de Dentes (Apéndice B). Os dentes foram radiografados para comprovar a existéncia
de um Unico canal radicular e auséncia de tratamento endodéntico prévio.

De modo a facilitar a medicdo do comprimento do dente (CD) e a correta calibracdo dos
instrumentos, a coroa de cada dente foi levemente desgastada com disco diamantado dupla face
22 mm de didmetro e 0,1 mm de espessura (ref. 7020, KG Sorensen, Cotia, SP, Brasil). Os
dentes foram armazenados em agua destilada até o inicio da realizacdo da pesquisa.

A abertura coronaria foi realizada com broca carbide esférica n° 02 (FG, Microdont Séo
Paulo, Brasil) e o preparo da entrada dos canais com ponta diamantada 3082 (FG, Microdont
Séao Paulo, Brasil). O comprimento do dente (CD) foi obtido pelo método direto, inserindo uma
lima K #10 (Dentsply Maillefer, Ballaigues, Suica) no canal até que a ponta do instrumento
fosse visualizada na abertura foraminal. O comprimento de trabalho (CT) foi estabelecido
subtraindo-se 1mm do CD. A fim de evitar o extravasamento das solucdes irrigadoras e simular
a condicdo anatdbmica promovida pelos tecidos periapicais, a regido apical de cada dente foi
coberta com pasta pesada de silicone por adicdo (HydroXtreme, Swisstec, Coltene, Suica).

A modelagem dos canais radiculares foi realizada por um Unico operador, empregando
0 instrumento Reciproc R40 (40/0.06) (VDW, Munich, DE-BY, Alemanha). A cada 3

movimentos de entrada e saida do instrumento, os canais foram irrigados com 2mL de solucao
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de NaOCl a 2,5% (Rioquimica, So José do Rio Preto, SP, Brasil) empregando uma seringa de
5cc (Ultradent Products Inc., South Jordan, UT, EUA) e agulha Endo-Eze Tips (Ultradent
Products Inc.) calibrada 2 mm aquém do CD, com movimentos de vai-e-vem de amplitude de
2 a 3 mm. Ao mesmo tempo, foi realizada aspiracdo com canula suctora metélica. A paténcia
do forame foi mantida a cada troca de instrumento através da introducdo de uma lima K #10 até
o forame apical. Ao fim do preparo, os canais foram irrigados com 3mL de NaOCI a 2,5%
(Rioquimica) e secos com pontas de papel absorvente (VDW, Munique, Alemanha).

Ap0s insercdo de uma ponta de papel (Cell-Pack, VDW) no interior do canal, canaletas
foram realizadas nas faces vestibular e lingual de cada dente empregando discos diamantados
de dupla face (22 mm de didmetro x 0,1 mm de espessura, ref. 7020, KG Sorensen, Cotia, SP,
Brasil) montados em baixa rotacdo. O desgaste foi realizado até que fosse notado, por
transparéncia, o cone de papel, evitando assim uma invasao acidental e contaminacéo do canal
por debris (Schmidt et al. 2015, Santos et al. 2020, Orlowski et al. 2020).

Em seguida, os dentes foram clivados com auxilio de um cinzel e martelo; e as duas
metades resultantes foram levadas para avaliagdo em estereomicroscopio (SteREO
Discovery.V12, Carl Zeiss, Jena, Germany). Para isso, em cada metade, trés marcacGes externas
ao canal radicular e perpendiculares ao seu longo eixo foram feitas com caneta de ponta fina
resistente a agua, de modo a dividi-la em trés tercos (cervical, médio e apical) de mesmo
comprimento. Entre as marcacgdes, também foi demarcado um ponto circular com esmalte de
unha (Colorama, Séo Paulo, SP, Brasil), para servir de ponto de referéncia para futura analise

das amostras.

Andlise inicial em estereomicroscopio

Depois de mantidas em estufa a 37° por 48 h, as amostras foram levadas para analise
em estereomicroscopio (SteREO Discovery.V12, Carl Zeiss, Jena, Alemanha). De cada ter¢o
foram obtidas duas imagens da luz do canal, com os aumentos de 16x e 40x, totalizando 6
imagens preé-irrigacdo final por amostra. As imagens iniciais serviram para fins de comparagédo
com as imagens finais apos os protocolos de irrigagdo, com o intuito de avaliar a formacéo do

precipitado através da coloracdo e manchamento das paredes do canal radicular.

Protocolos de irrigagéo final
As metades de cada dente foram reaproximadas de modo a readquirir, da melhor

maneira possivel, a sua posi¢do e forma originais. As canaletas anteriormente criadas foram
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preenchidas com barreira gengival fotoativavel (Topdam, FGM, Joinville, SC, Brasil) a fim de
estabilizar as partes. Com o intuito de aumentar a estabilidade do dente durante a irrigagéo,
simular os tecidos periapicais e evitar 0 extravasamento das solucdes empregadas nos
protocolos de irrigacdo final, os dentes foram inclusos até o limite amelo-cementario em um
recipiente plastico contendo pasta pesada de silicone por adi¢do (HydroXtreme, Swisstec).

Os 40 dentes foram divididos aleatoriamente em 4 grupos (n = 10) de acordo com o
protocolo de irrigacdo final empregado (Tabela 1):

Grupo 1 (controle): Os canais foram inicialmente irrigados com5 mL de EDTA a 17%,
por 60s. O irrigante foi levado ao canal através de irrigacdo convencional (IC), com uma seringa
manual e agulha acoplada, calibrada com cursores em CT - 2mm, realizando movimentos de
vai-e-vem de amplitude de 2 a 3 mm. Em seguida, a irrigacdo prosseguiu com 5 mL de NaOCI
2,5% por 60s (IC) e, por fim, 5 mL de CHX 2% por 60s (IC).

Grupo 2 (H20/1C): Os canais foram inicialmente irrigados com 2,5mL de EDTA a 17%
por 30s (IC), depois ativados por irrigacdo passiva ultrassonica (PUI) por 30s, e novamente
irrigados com 2,5mL de EDTA a 17% por 30s (IC). Depois, 0 mesmo protocolo de irrigacdo
foi realizado com o NaOCI a 2,5%. Em seguida, os canais foram irrigados com 5mL de H20
por 60s (IC) e, por altimo, com 2,5mL de CHX a 2% por 30s (IC) + PUl por 30 s + 2,5mL CHX
2% por 30s (IC).

Grupo 3 (H20/PUI): A técnica de irrigacdo utilizada foi a mesma descrita no grupo 2,
exceto a irrigagdo com a H>0, na qual 2,5 mL da solugdo foram vertidos por 30s (IC) + ativagdo
com PUI por 30s + 2,5 mL de H20 por 30s (IC).

Grupo 4 (H20/CUI): A técnica de irrigacdo utilizada foi a mesma descrita no grupo 2,
exceto a irrigacdo com a HO, que foi vertida para dentro do canal através da técnica de
irrigacao ultrassénica continua (CUI) por 60s.

Durante e ao final de cada procedimento, os canais de todos o0s grupos foram aspirados

por meio de uma canula metélica posicionada préxima ao acesso endoddntico.
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Tabela 1 Distribuicdo dos grupos de acordo com os protocolos de irrigacao final.

GRUPOS EDTA 17% NaOCl 2,5% H20 CHX 2%
n V t tAU v T tAU V T tAU V T tAU
Controle 10 5 60 - 5 60 - - - - 5 60 -
HO/IC 10 5 60 30 5 60 30 5 60 - 5 60 30
HO/PUI 10 5 60 30 5 60 30 5 60 30 5 60 30
H.O/CUl 10 5 60 30 5 60 30 5 60 30 5 60 30

v: volume da solugdo (mL); t: tempo de aplicagdo (s); tAU: tempo de aplicacdo da agitacéo ultrassonica — PUI e CUI (s).

A PUIl e a CUI foram realizadas com o uso de uma ponta especifica, sem poder de corte,
com diametro apical #20, taper .01 (Irrisonic E1, Helse, Santa Rosa de Viterbo, SP, Brasil)
posicionada 1 mm aquém do CT, ativada por ultrassom (JetSonic, Gnatus, Ribeirdo Preto, SP,
Brasil) na poténcia de 20% indicada pelo fabricante, evitando o contato com as paredes do canal

radicular.

Analise final das amostras em estereomicroscopio
Apbs a irrigacao final, os dentes foram novamente separados em duas metades e analisados por
meio do estereomicroscépio. Novas imagens foram obtidas em aumentos de 16x e 40x das

mesmas areas previamente selecionadas, seguindo a metodologia anteriormente descrita.

Anélise das imagens obtidas em estereomicroscépio

As imagens iniciais e finais foram colocadas lado a lado para que dois avaliadores
previamente calibrados e cegados quanto aos grupos pudessem compara-las e evitar equivocos
na classificagdo. A calibragdo dos avaliadores foi realizada em dois momentos distintos com
intervalo de uma semana, e posteriormente foi calculado o nivel de concordéncia intra e
interexaminador. Apds alcangado um nivel de concordancia satisfatorio entre os avaliadores,
estes procederam com a analise final das imagens por um sistema com 4 categorias de escores

de acordo com o estudo de Arslan et al. (2015) (Quadro 1 e Figura 1).



Quadro 1 Classificagdo por escores de acordo com a quantidade de precipitado

encontrada no canal
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Escore 0 Terco analisado livre de precipitado

Escore 1 Precipitado presente em menos da metade do terco analisado
Escore 2 Precipitado cobre mais da metade do terco analisado

Escore 3 Terco analisado completamente coberto pelo precipitado

Figura 1 Imagens representativas dos escores obtidas em estéreo microscopio

(aumento de 16x). (A) escore 0, terco analisado livre de precipitado; (B) escore 1, precipitado

presente em menos da metade do terco analisado; (C) escore 2, precipitado cobre mais da

metade do terco analisado; (D) escore 3, ter¢o analisado completamente coberto pelo

precipitado.

Preparo para MEV de alto vacuo

As amostras passaram por um processo de secagem na estufa a 37°C em um recipiente

contendo silica, recobrimento com 300A de ouro e posterior analise em MEV em alto vacuo
(TM3030, Tabletop, Microscope, Tokyo, Japao).

Com o MEV atuando entre 10 e 20 kV a uma distancia de trabalho de 5,0 mm foram

obtidas imagens do interior do canal em aumento de 500x, tendo como referéncia as mesmas

marcacOes dos tergos realizada para as imagens no estereomicroscopio.
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Andlise das imagens do MEV
Utilizando a metodologia descrita por Ahuja et al. (2014), uma grade de quatro

retdngulos de 13,0 x 9,5cm foi sobreposta sobre as imagens obtidas em MEV, dividindo dessa

forma a imagem em quatro quadrantes (Figura 2).

-

>

10kV X500 50pu . LCME-UFSC

Figura 2 Grade de linhas brancas sobreposta a micrografia.

Cada retangulo foi considerado uma unidade de avaliagdo, as quais foram examinadas
por dois avaliadores cegados e previamente calibrados. A fim de avaliar se houve a formacéo
da smear layer quimica ap06s a irrigacdo final em cada um dos tercos, os avaliadores atribuiram
escores de 1 a 3 para cada retangulo de acordo com a classificacdo elaborada a partir dos
trabalhos de Silva et al. (2017) e Hiilsmann et al. (1997) e descrita no Quadro 2.
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Quadro 2 Significado dos escores relacionados a quantidade de smear layer quimica

encontrada em cada area analisada.

Escore 1 Sem smear layer quimica

Escore 2 Pouca smear layer quimica (<50% da area coberta por smear layer
quimica)

Escore 3 Moderada smear layer quimica (>50% da area coberta por smear

layer quimica)

Escore 4 Muita smear layer quimica (toda, ou praticamente toda &rea coberta
pela smear layer quimica)

Os escores foram registrados, comparados, e nos casos de divergéncia as amostras foram
examinadas novamente até que os avaliadores chegassem em um consenso.

Para cada micrografia, a pontuacdo meédia referente a quantidade de smear layer
presente foi calculada dividindo a soma de todas as pontuacdes individuais pelo nimero de
unidades de avaliacdo. Realizou-se o arredondamento da média para o nimero inteiro mais

préximo. Desta forma, as pontuacdes médias para a smear layer quimica foram registradas.

Anélise por EDX

Os elementos quimicos presentes em cada terco da amostra foram analisados através da
espectroscopia de energia dispersiva (EDX), a fim de determinar se o que foi visualizado na
imagem corresponde a smear layer quimica. A anélise foi realizada no mesmo local da
micrografia. A analise foi baseada na caracterizacdo quimica descrita previamente por Prado,
Simao e Gomes (2013).

Caracterizacdo morfoldgica e quimica da smear layer

Para fazer a distincdo morfoldgica e quimica entre a smear layer mecéanica, formada
durante o preparo quimico-mecanico, e a smear layer quimica, proveniente da interacéo entre
0 NaOCl e a CHX, 6 amostras adicionais foram preparadas seguindo a sequéncia descrita no
Quadro 3. A caracterizacao foi apresentada aos avaliadores, apontando as diferencas, com o

intuito de calibragéo.
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Quadro 3 Sequéncia de irrigagéo realizada em 6 amostras a fim de distinguir

morfoldgica e quimicamente a smear layer mecanica da quimica

Sequéncia de irrigacdo

Objetivo

1) Modelagem do canal irrigando com 2,5mL
de NaOCl a cada instrumento, conforme

metodologia anteriormente descrita.

Visualizar no MEV a smear layer mecanica

e por meio de EDX caracterizar

guimicamente a amostra.

2) Irrigacdo com 5mL de EDTA conforme

metodologia anteriormente descrita.

Visualizar no MEV o canal com tabulos
dentinarios desobstruidos e por meio de EDX

caracterizar quimicamente a amostra.

3) Irrigacdo com 5mL de NaOCI seguido de
5mL de CHX conforme metodologia

anteriormente descrita.

Visualizar no MEV a smear layer quimica e
por meio de EDX caracterizar quimicamente

a amostra.

Para que fosse possivel visualizar sempre a mesma regido, uma vez que foram
realizadas anélises em 3 momentos distintos, foram criadas ranhuras perpendiculares ao longo
eixo do canal utilizando microdiscos de diamante de dupla face (ref. 7043, KG Sorensen, Cotia,
SP, Brasil), com 7 mm de diametro x 0,1 mm de espessura. Uma lamina de bisturi nmero 11
(DESCARPACK, Sé&o Paulo, SP, Brasil) foi utilizada para criar uma nova marca no sentido
axial. Assim, uma imagem semelhante a uma cruz pdde ser visualizada na parede do canal
radicular de cada um dos tercos (Figura 3). Na figura 3 é possivel visualizar as marcacdes
utilizadas para determinar a area de avaliacgéo.

Em cada etapa, as amostras foram analisadas em MEV e uma micrografia no aumento
de 500x foi realizada de cada tergo, juntamente com a caracterizacdo quimica por meio da
espectroscopia de raios X por dispersdo em energia (EDX ou EDS). Nas etapas 1 e 2 as amostras
foram analisadas em MEV de baixo vacuo, ndao necessitando de recobrimento, a fim de permitir
nova irrigacdo e analise do mesmo substrato, enquanto na terceira etapa a amostra foi analisada

em MEV de alto vacuo.
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A x50 2mm

Figura 3 Amostra visualizada em um aumento de 50x no MEV.Setas pretas: ranhuras
perpendiculares ao longo eixo do canal radicular feitas com disco de diamante. Setas brancas:

marcas feitas com Iamina de bisturi na dire¢éo do longo eixo do canal.

Analise estatistica

O teste Kappa foi utilizado para analisar a concordancia intra e interexaminador em dois
momentos diferentes, com intervalo de uma semana. O teste de normalidade Kolmogorov-
Smirnov com correc¢do de Lilliefors foi empregado para analisar as varidveis dependentes dos
resultados tanto do estereomicroscopio quanto do MEV. Para comparagdo entre 0S grupos, o
teste de Kruskall-Wallis foi utilizado, e quando detectada diferenca estatistica, o teste post-hoc
de Dunn foi utilizado para indicar entre quais grupos estavam essas diferencas. Para a analise
dos dados referentes a comparacao entre os trés tercos do canal radicular de um mesmo grupo,
foi utilizado o teste de Friedman. Os célculos estatisticos foram realizados no programa de
software IBM SPSS Statistics 25 (SPSS Inc, Chicago, IL). O nivel de significancia adotado foi
de 5%.

Resultados

O teste de Kappa indicou 6tima concordancia intra e interexaminador, com valores

acima de 0.86 e 0.90, respectivamente. O teste de normalidade mostrou que as variaveis ndo
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seguiram uma distribuicdo normal tanto para os resultados do estereomicroscdpio, quanto para
os do MEV (p=0,000).

Resultados do estereomicroscopio
O grupo controle apresentou escores significativamente maiores que os demais para a
formacéo de precipitado (p<0,05). A Figura 4 mostra a diferenca estatistica entre os escores dos
grupos experimentais (H20/1C, H.O/PUI e H,O/CUI) em relag&o ao grupo controle. N&o houve
diferenca estatistica entre os grupos experimentais (p>0,05).
Na analise por tercos, as amostras do grupo controle também receberam os maiores
escores que os demais grupos nos tercos cervical, médio e apical (p<0,05). Ndo foram
observadas diferencas significantes entre os tercos radiculares na analise intragrupo em relagédo

ao precipitado formado no canal radicular (p>0,05).

300

1,00 * * *
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(=]
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Figura 4 Gréfico referente ao resultado da analise no estereomicroscopio.

A figura 5 apresenta a contagem de cada escore por grupo. No grupo controle foi
observada predominancia do escore “3”, enquanto nos demais grupos, 0 escore predominante
foio

“0”. Nos grupos H20O/IC, H2O/PUI e H2O/CUI, os escores “2” e “3” ndo foram

encontrados.
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Contagem
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Controle H:zO/IC H:=O/PUI H:00CUI
Grupo

Figura 5 Gréfico com a contagem de escores de cada grupo na andlise das imagens
obtidas com estereomicroscopio.

A figura 6 apresenta imagens representativas de cada grupo. (A) representa o grupo
controle (G1), no qual a maioria das amostras apresentou paredes dentinarias completamente
cobertas pelo precipitado; (B) representa o G2 (H2O/IC), (C) o G3 (H2.O/PUI) e (D) o G4
(H20/CUI). Os grupos experimentais apresentaram na maior parte das amostras as paredes

dentinérias completamente livres de precipitado.

Figura 6 Imagens representativas dos grupos obtidas no estereomicroscépio (aumento
de 16x). (A) G1- controle; (B) G2 - H.O/IC; (C) G3 - H2O/PUI; (D) G4 - H.O/CUI.
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Resultados do MEV

Na figura 7 estdo apresentados os escores de acordo com cada grupo, provenientes da
analise em MEV. Apenas o grupo H.O/CUI apresentou escores significativamente menores que
0 grupo controle quanto a formacdo de precipitado (p<0,05), indicando que o uso da agua
destilada com CUI foi o unico método efetivo na prevencdo da formacéo do precipitado. N&o
foram observadas diferencas significantes entre os tercos radiculares na analise intragrupo
(p>0,05).
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Figura 7 Gréfico com a contagem dos escores de cada grupo na analise do MEV.

Resultados da caracterizacdo morfoldgica e quimica das smear layers

A figura 8 apresenta a caracterizacdo morfoldgica e quimica da smear layer mecanica
e quimica por meio de micrografias realizadas em MEV. (A) representa a amostra apos
modelagem e irrigacdo com NaOCI, evidenciando a smear layer mecanica; (B) representa a
amostra apos irrigacdo com EDTA, mostrando os tubulos dentinérios desobstruidos, e (C)
representa a amostra ap0s irrigacdo com NaOCI seguida de CHX, evidenciando a formacdo da
smear layer quimica.

Ao lado das micrografias encontram-se os graficos de caracterizagdo quimica da smear
layer mecénica em (D), da parede do canal sem smear layer em (E) e da smear layer quimica
em (F).

A analise por EDX demonstrou que as amostras de todos 0s grupos apresentaram picos
de carbono (C), oxigénio (O), célcio (Ca) e fosforo (P). Todas as amostras do grupo controle, e
algumas amostras de H>O/IC e H.O/PUI também apresentaram picos de cloro (Cl) e nitrogénio

(N). Além disso, em algumas amostras, eventualmente foram encontradas em menor quantidade
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a presenca dos elementos sodio (Na) e magnésio (Mg). Destaque-se que a smear layer mecénica
apresentou picos elevados dos elementos Ca e P (7D), enquanto da smear layer quimica
apresentou alto pico de CI (7F).

@ Spectrum 1
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keV]

@ Spectrum 1

4
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Figura 8 Caracterizacdo morfoldgica e quimica das diferentes smear layers

(micrografias em aumento de 500x).

Discussao

A formac&o do precipitado marrom-alaranjado resultante da interagédo entre o0 NaOCI
e a CHX é um acontecimento estabelecido na literatura (Basrani et al. 2007, Krishnamurthy &
Sudhakaran 2010, Basrani & Haapasalo 2012). Porém, ndo existe um consenso quanto ao
método mais eficaz para evitar sua formagdo. Com o objetivo de estabelecer um protocolo de
irrigacdo que evite a formacdo do precipitado resultante da interacdo entre NaOCl e CHX, o
presente estudo foi desenvolvido utilizando a agua destilada como solucdo intermediaria

neutralizante, com e sem agitacdo ultrassnica. Os resultados provenientes da analise em
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estereomicroscopio mostraram que o uso da H>-O como irrigante intermediério, independente
da técnica de irrigacdo utilizada, foi capaz de prevenir a formacdo do precipitado. Ja os
resultados obtidos através do MEV indicaram que apenas a aplicacdo da agua destilada com
CUI foi efetiva na prevencéo da formacéo do precipitado.

Remover o precipitado ja formado e aderido ao canal representa um desafio na terapia
endododntica, sendo importante tomar as precaucfes necessarias para evitar sua formacéo
(Guneser et al. 2017). O ideal é utilizar alguma solucéo intermediaria que neutralize a acéo do
NaOClI, para que posteriormente a CHX possa ser utilizada como irrigante final de maneira
segura (Krishnamurthy & Sudhakaran 2010; Nowicki & Sem 2011). Existem poucos estudos
avaliando a eficacia de irrigantes intermediarios na prevencdo ou remog¢do do precipitado,
especialmente utilizando a agitacdo ultrassénica (Keles et al. 2020). A sugestdo de um
protocolo final de irrigacdo utilizando a agua destilada como solucéo intermediaria tem como
justificativas o fato desse irrigante ndo reagir com outras soluces, ser de baixo custo, acessivel,
biocompativel, e ndo apresentar propriedades prejudiciais a estrutura dentinaria (Santos et al.
2020), o que torna esse protocolo facilmente executavel na rotina clinica.

A fim de garantir um fluxo adequado das solucGes para a regido apical (Keles et al.
2020), o preparo mecéanico do canal foi realizado até o instrumento R40 (Reciproc, VDW)
possibilitando canais com diametro apical de 0,4mm. Essa amplitude também permite o correto
posicionamento e funcionamento do inserto ultrassénico (Gregorio et al. 2013). No que se
refere ao tempo de ativacdo da PUI, dados da literatura mostram varia¢6es entre 20s a 5min de
ativacdo (Van der sluis et al. 2007, Schmidt et al. 2015). O tempo utilizado neste estudo foi de
30s para cada solucdo irrigadora, seguindo o que também foi realizado em estudos prévios
(Sabins et al. 2003, Orlowski et al. 2020).Considerando a avaliacdo visual no
estereomicroscopio, observou-se a camada densa de precipitado marrom-alaranjado,
amplamente descrita na literatura (Basrani et al. 2007, Nowicki & Sem 2011, Basrani &
Haapasalo 2012, Rossi-Fedele et al. 2012, Prado et al. 2013, Khadse et al. 2014, Arslan et al.
2015b), recobrindo apenas as paredes do canal, em todos os tergos, nas amostras do grupo 1
(controle). O estereomicroscopio foi utilizado para a avaliacdo por permitir visualizar de forma
precisa a alteracdo de cor nas paredes dentinarias sem que seja realizado recobrimento ou
modificacdo das amostras (Krishnamurthy & Sudhakaran 2010). Em virtude disso, foi possivel
realizar posteriores analises sobre as mesmas amostras. Apos andlise estatistica dos resultados,
foi possivel observar que os maiores escores foram atribuidos ao G1 (controle), com diferenca

significativa para os demais grupos, nos trés tercos avaliados. G2 (H20/1C), G3 (H20/PUI) e
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G4 (H20/CUI) apresentaram paredes dentinarias com um leve manchamento ou até mesmo
livres de qualquer alteracéo.

Os resultados deste estudo rejeitam a hipotese nula de que nenhuma das técnicas
testadas € eficaz na remocdo completa do NaOCI do canal, pois em estereomicroscopio a
irrigacdo com 5mL de agua destilada aplicada com seringa, PUI e CUI, foi eficiente para
prevenir a formagdo do precipitado. Esses resultados diferem do que foi observado no estudo
de Krishnamurthy e Sudhakaran (2010), no qual a irrigacdo intermediaria com agua destilada e
seringa ndo eliminou completamente o precipitado em analise no estereomicroscéopio. Essa
discordancia nos resultados pode ser devido a agitacdo com PUI do EDTA, NaOCl e CHX
realizada no presente estudo, uma vez que o restante da metodologia foi muito semelhante entre
as pesquisas. A agitacdo dessas solucbes foi realizada com a finalidade de garantir que as
mesmas chegassem ao terco apical (Mozo et al. 2014), e assim fosse possivel determinar a real
eficacia do método de aplicacdo da dgua destilada em todos os ter¢os, especialmente no apical.
A agitacdo da agua destilada com PUI (G3) demonstrou ser eficiente na prevencdo do
precipitado em avaliacdo no estereomicroscopio. Metri et al. (2015), ao testarem a remocdao do
precipitado formado empregando 10mL de &cido citrico agitado com PUI, concluiram que a
PUI é mais eficaz do que a técnica de agitacdo F-File em todos os tercos radiculares (Metri et
al. 2015). Resultados semelhantes foram encontrados em um estudo realizado por Keles et al.
(2020), no qual a PUI melhorou significativamente a capacidade das solucdes irrigadoras na
remocao de precipitado marrom-alaranjado (Keles et al. 2020).

Prado et al. (2013) ao analisarem as amostras em estereomicroscépio também néo
detectaram precipitado no canal apds aplicar com seringa 10mL de agua destilada como
irrigante intermediario. No entanto, ao verificarem essas mesmas amostras no MEV em um
aumento de 1000x foi possivel perceber uma smear layer quimica recobrindo os tubulos
dentinarios (Prado et al. 2013). Seguindo esse raciocinio, no presente estudo as amostras
também foram analisadas no MEV e EDX, a fim de confirmar os resultados encontrados no
estereomicroscopio.

A presenca ou auséncia do precipitado, nas imagens obtidas através de analise em
MEV, foi determinada de acordo com a caracterizacdo morfoldgica e quimica. Essa
caracterizacdo segue padrdes descritos por Padro et al. (2013) e se baseia em micrografias de
estudos anteriores (Akisue et al. 2010, Magro et al. 2015, Guneser et al. 2017, Silva et al. 2017).
Além disso, também foram apontadas diferencas morfoldgicas e quimicas entre a smear layer

quimica, formada pela interagdo do NaOCI e da CHX, também conhecida como precipitado, e
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a smear layer mecanica, inerente ao preparo quimico-mecénico do canal radicular. A smear
layer quimica diferencia-se visualmente da mecanica por apresentar-se no MEV como uma
lama irregular, muitas vezes espiculada (Prado et al. 2013), que se sobrepdem as paredes do
canal radicular (Figura 7C). Em algumas amostras a smear layer quimica formada ndo foi
suficiente para cobrir toda a &rea avaliada, e nessas regides foi possivel visualizar tdbulos
dentinarios abertos. Quimicamente, a smear layer quimica é caracterizada por apresentar
grandes picos de Cl na analise de EDX (Prado et al. 2013).

Ao analisar as amostras no MEV, verificou-se smear layer quimica em pelo menos um
dos tercos das amostras de todos os grupos. No entanto, o G4 (H2O/CUI) apresentou o maior
nimero de amostras com areas completamente livres de smear layer quimica e tabulos
dentinarios abertos. Magro et al. (2015) encontraram resultados similares, nos quais 5mL agua
destilada aplicados com IC nédo foram resolutivos na prevencao do precipitado quando aplicados
entre 5SmL de NaOCl 2,5% e CHX 2%.

Os resultados positivos encontrados com a CUI (G4) no presente estudo podem ser
associados a troca continua de solugdo que essa técnica proporciona, e pela ativacao simultanea
da solucdo ao passar pela agulha energizada pelo ultrassom (Castelo-Baz et al. 2012). A CUI
tem demonstrado os melhores resultados na remocdo de debris, especialmente nas
irregularidades do terco apical (Curtis & Sedgley 2012, Jiang et al. 2012). Também parece ser
mais eficaz que a PUI em dispersar as solucdes irrigadoras em canais laterais de raizes curvas
e retas (Castelo-Baz et al. 2016). Assim, ela permitiu que a dgua destilada alcangasse todos 0s
tercos do canal, diluindo e inativando rapidamente o NaOCI, e evitando assim sua interagdo
com a CHX.

Em relacdo a analise quimica por EDX, todas amostras apresentaram picos de C, O,
Ca, P, e algumas amostras ainda apresentaram pequenas quantidades de Na e Mg. A presenca
desses elementos ¢é justificada pelo fato de o dente apresentar em seu composto mineral a
hidroxiapatita, cuja formula é Ca10(POa4)s(OH). (Gutiérrez-Salazar & Reyes-Gasga 2003). Além
disso, na matriz de hidroxiapatita pode ocorrer a substitui¢cdo idnica por ions como Na, Mg,
entre outros (Bowes & Murray 1935). Esses elementos sdo denominados elementos trago, e
podem ser incorporados a estrutura mineral do dente durante seu processo de formacéo, ou
ainda ao longo da vida dos individuos atraves de processo cumulativos como alimentacéo,
ambiente, saliva (Reitznerova et al. 2000, Han¢ 2013). Os altos picos de Cl encontrados
majoritariamente nas amostras do G1 (controle) pode ser devido a degradacdo da CHX
(C22H30CI2N10) pela acdo oxidativa do NaOCI (Prado et al. 2013).
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Estudos que analisam a smear layer em MEV vém sendo criticados por néo
permitirem andlises longitudinais, uma vez que as amostras precisam ser recobertas com ouro
para sua visualizacao, e dessa forma a analise € realizada apenas em um Unico momento (Silva
et al. 2017). Para estudos de remocao da smear layer, as areas do canal radicular ndo tocadas
pela instrumentacdo podem ser erroneamente classificadas como areas da smear layer removida
e levar os pesquisadores a conclusdes equivocadas atribuindo valores maximos de limpeza a
areas anteriormente livres da smear layer (Silva et al. 2017). No presente estudo, as areas do
canal radicular ndo tocadas pela instrumentacdo ndo afetaram os resultados, uma vez que a
smear layer quimica apresenta morfologia e caracterizacdo idnica diferentes da smear layer
mecanica.

Neste estudo foram realizados dois tipos de andlises para verificar a formacédo do
precipitado: estereomicroscopio, em aumentos de 16 e 40x, e MEV em 500x. Os resultados
para os dois testes diferiram quanto a eficacia da agua destilada aplicada com IC e PUI, sendo
que no estereomicroscopio estes métodos de aplicacdo se mostraram eficientes, enquanto no
MEV ndo. Levando em consideracdo que, em uma ampliacdo de 16 ou 40x em
estereomicroscopio, leves manchamentos marrom-alaranjados podem nao ser visualizados, e
que na analise em MEV, além do maior aumento utilizado avaliou-se também a composicao
quimica por meio do EDX, é pertinente considerar os resultados do MEV mais precisos. Além
disso, os resultados que encontramos em MEV estdo em concordancia com estudos recentes da
literatura, nos quais apenas com métodos de potencializa¢do e/ou agitacdo das solucdes foi
possivel prevenir ou remover o precipitado (Silva et al. 2017, Keles et al. 2020).

Uma das grandes preocupac6es em relagdo a formacao do precipitado é a possibilidade
desse composto conter moléculas de PCA, uma substancia téxica com potencial cancerigeno e
mutagénico (Basrani et al. 2007, Krishnamurthy & Sudhakaran 2010). No entanto, a presenca
dessa substancia no precipitado marrom-alaranjado ainda ndo esta bem esclarecida na literatura,
pois diversos estudos sugerem que nao ha moléculas de PCA no precipitado (Thomas & Sem
2010; Nowicki & Sem 2011; Prado et al. 2013, Orhan et al. 2016, Patil et al. 2016). Além disso,
ndo encontramos na literatura nenhum estudo que tenha investigado diretamente a
mutagenicidade do precipitado formado pela interagdo do NaOCl com a CHX, e ainda
permanece desconhecido quanto desse PCA é necessario ser formado para que haja alteracao
mutagénica nos tecidos periapicais (Patil et al. 2016). Por fim, de acordo com os resultados

aqui apresentados, ao utilizar o protocolo de irrigacdo final, a 4gua destilada aplicada com CUI
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como irrigante intermediario evita a formacgdo do precipitado e dessa forma pode reduzir os
possiveis danos carcinogénicos causados ao paciente.

Os resultados do presente estudo mostraram que a ativacdo ultrassonica da agua
destilada através da CUI pode ser considerada vantajosa e clinicamente (til, viabilizando o
estabelecimento de um protocolo de irrigacédo final livre de precipitado, combinando de forma
segura as solucgdes irrigadoras estudadas. Todavia, para que o uso clinico desse protocolo possa
ser recomendado, é fundamental que mais estudos in vitro sejam realizados, levando em

consideracdo a previsibilidade e seguranca de um protocolo de irrigacéo final.

Concluséo

A irrigacdo intermediaria com agua destilada ativada por CUI foi efetiva na prevencao
da formacéo do precipitado, ou smear layer quimica. Esse precipitado foi melhor visualizado
no MEV do que no estereomicroscopio. Ele foi caracterizado como uma lama irregular
sobreposta as paredes dentinarias e apresentou altos picos de Cl em sua composicao.
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4 CONSIDERACOES FINAIS

O objetivo deste estudo foi desenvolver um protocolo de irrigacéo final capaz de unir
as propriedades do NaOCI e da CHX sem que houvesse formacédo de subprodutos. Para isso,
foi realizada a avaliacdo da eficacia da agua destilada como irrigante intermediério, agitada ou
ndo por PUI ou CUI, na prevencao da formacéo do precipitado resultante da interagdo entre o
NaOCl e a CHX.

A partir dos resultados encontrados nesse estudo, pode-se concluir que a irrigacao
intermediéria com agua destilada ativada por CUI foi efetiva na prevencdo da formagao do
precipitado, ou smear layer quimica. Esse precipitado foi melhor visualizado no MEV do que
no estereomicroscopio. Ele foi caracterizado como uma lama irregular sobreposta as paredes

dentinarias e apresentou altos picos de Cl em sua composicao.
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ANEXO B - NORMAS DA REVISTA

Author Guidelines

Content of Author Guidelines: 1. General, & Ethical Guedelines, 2 Manuscrigt Submission Procedure,
4, Maruscript Types Accepted. 5. Manusorgt Format and Structure. B After Accegtance

Useful ‘Websites: Submission Site, articles published in Anfernmtiono Endodontic jourmal fwthor
Services, Wiley's Ethical Guidelines, Guidelines for Figures

The jowmal to which you are submitting your manuscript employs a plagiarism detection system. By
submitting your manusonpt to this journal you accept that your manuscript may be screened for
plagiarism against previowsly published works.

If'ﬂﬂn-‘r

1. GEMERAL

interrational Endodantic journo! publishes ariginal soentific artdes, reviews, dincal articles and case
reparts in the field of Endodontology; the branch of dental sciences dealing with health, inguries to and
deeases of the pulp and perradicular region, and their relstonshap with systemic welk-being and
heakh. Crignal scientific artides are published in the areas of bomedical science, applied materiaks
scierce, bicengneering, epidemiology and soocal science relevant to endodontic disease and its
management, and to the restoration of root-treated teeth. In addtion, review articles, reparts of
dinical cases, book reveess, summaries and abstracts of scientific meetings and news Rems are
accepbed.

Preprints and Data Sharing

intermational Endodontic journod will consider for review artides previously avalable as prepmnts.
Authors may also post the submitted version of 2 manuscript to a preprint server at amy tme. Authors
are requested to update any pre-pubbcation wersions with a link to the final published article.
intermational Endodonhc jownnol encourages awthars to share the data and ather artefacts supparting
the results in the paper by archiving it in an appropriate pubbc repositony. Authers should inclede a
data accessibility staternent, induding a link to the repository they have used, in order that this
statement can be published alongside their paper. All accepted manuscripts may elect to publish a
data awail abilty statement to confinm the presence or absence of shared data. if you have shared data,
this staternent will desoribe howe the data can be accessed, and include a persistent identifier (eg, a
A for the data, or an accessian number] from the repesitary where you shared the data. Sample
statements are available here If published, statements will be placed in the heading of your
manuscript

Flease read the instructsons below carefully for details on the submession of manuscripts, the journal's
requirements and standards as well 25 nformation concerning the procedure after a manuscoript haes
been accepted for publication in isternotiona Endodomtit fournal. Authors are encauraged to visit Wiley
Author Services for further information on the preparation and submession of artickes and figures.

2. ETHICAL GUIDELINES
intermational Endodantic jourmal adheres to the below ethecal gusdelines for publication and reseanch.

2.1 Authorship and Acknowledgements

The palicy of the journal is that only ONE corresponding author is accepted.

Authars submitting 2 paper do =0 an the understanding that the manuscoipt has been read and
approwved by all authors and that all suthors agree to the submission of the manuscript to the jowmal.

intermational Endadomtic journad adheres to the definiton of authorshep set up by The Inbernational
Committee af Medical journal Editors (ICM|EL According to the IKMJE, authorshep criteria should be

harad e 1 mohirbambal ceedribakieee b srmeacdien s darine mf me srrarisbee ef dabs o sl
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based on 1) substantial omtributions to conception and design of. or acquisiabon of data or analysis
ared interpretation of data, 2} drafting the article ar revisng it critcally for important intelectual
contert and 3} finad approval of the wersion to be published. Authaors should meet conditions 1,  and
3.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify comtribuwiors to the artidle ather than
the authors accredited, Please also indude specifications of the source of funding far the study and
any potential conflict of inberests  appropriate. Please find more iformation on the conflict of
interest form n section 2.6

2.2 Ethical Approvals

Experimentation invoksing human subjects wall only be published if such research has been conducted
in full accordance wath ethical principbes, including the Weeld Medical Association Declaration of
Helsinki {version 2008} and the addttional requiremerts, if any, of the cowntry where the reseanch has
been carried out Manusorpis must be accompansed by 2 statement that the experiments were
undertaicen with the understanding and wmitten consent of each subject and accarding ta the abowe
mentioned principles. & statement regarding the fact that the study has been independently reveessed
and approved by an ethical board should also be included. Editors reserve the right to reject papers if
there ane doubis as o whether appropriate procedures heee been used.

‘When experimental animals are wsed the methods section must dearty indicate that adequate
measures were taken to miremize pain or dscomfort. Experiments should be carried pat in
accordance with the Guidelines laid down by the Matonal Insttute of Health (KIH) 0 the UGt
regarding the care and use of animals for experimental procedunes or wath the European Communities
Council Directsse of 24 MWowember 1988 (BAS0NEES) and in accordance weth local laws and
regulations.

Al studbes using human or ansmal subjects should include an explicit staterment in the Material and
Methods section identifying the review and ethics commitbes approval for each study. The authors
MUST wpload a copy of the ethical approval letter when submitting their manuscript and a separate
Englsh translation. Editors reserve the mght to reject papers o there is doubt as to whether
appropriate procedures. have been used.

2.3 Clinical Trials

The Iinternational Endodontic jowmal asks that avthars submitting manusompts reporting from a
dinical tral to register the trial o prion in any of the foliewing public clinical trials regstes:
www.clinicaltrisls.gov,  bttps:ffwwew clinicaltrialsregister.eus, http:fisrcin.org!.  Other  primary
registries if named in the WHD network will also be considered acceptable. The clnical trial
registration number and name aof the trial register shauld be incleded in the Acknowledgements at the
wubmission stage.

2.2.1 Randomised contral dirscal trials

Fandomised clinscal trials should be reported using the Preferred Reporting items for Réndomized
Trials in Endodontcs (PRIRATE) 2020 guidelnes. & FRIRATE cheddest and flowchart (s a Fgure) should
also be completed and included i the submission material. The PRIRATE 20000 checklst and flowchart
can be downloaded from: bitpofpride-endodonticpuidelines org/prirated

It B recammended that authors consult the following papers, which explains the ratonale for the
PRIRATE 2020 guidelines and thesir importanoe when wiiting manuscripts:

Magendrababu ¥, Duncan HF, Barndal L, Kvist T, Priya E, |ayaraman |, Pulideobl 5 Pigg M,
Rechenberg DK, Vaeth b, Dummer P. PRIRATE 3020 guidelines for reparting randamized trials in
Endodamtics a consensus-based development. int Endosd | 20020 kar 200 doiz 10071171451 3254,
[hetps-ffanlinelibrany. wiley.comddoi’abs 100111 10ej. 122594

Magendrababuw W, Duncan HF, B@rndal L, Kvist T, Friya E, |ayaraman |, Pulidootl 5, DBummer P.
PRIAATE 2020 gusdelines for neporting randomized triaks in Endodontics: Explanaton and
elaboration. Int Ended |. 2030 April 8. dai: 10011114, 13304

| F— i ipifahs10.1 el 1330

59



2.3.2 Epidemiclogical obsenatonal trials

Submitting authors of epidemiclogical human obsersations studies are reguired to review and submit
a ‘strengthening the reporting of observational stwdies in Epidemiclogy’ (STROBE) chedidist and
statement. Compliance wath this should be detsled in the materials and methods section.
{www. strobe-statement.org)

2.4 Systematic Reviews

The abstract and main body of the systematic review should be reporbed usng the PRISMA far
Absract and PREMA guidelnes respecovedy (hitp:! S prisma-statement orgl). suthars submetting
a systematic review showld register the protocol in a readidy-accessible source at the time of project
inception je.g. PROSPERD database, previously publshed review protocol in journal). The protocol
registration number, name of the database or ppumal reference should be provided at the submission
stage in the “Registration® secton in the abstract and ¥ethods’ section in the main body af the text. &
FRISMA checklist and flow diagram {as a Fgure) showld abko be inceded i the submession material.
Scurce of furding (grant number, if awailable) should be added in “Acknowledgements’ section.

it & recommendeed that authors consult the following papers, which help in the production of hegh
mpuality resiews
1. Magendrababu ¥, Duncan HF, Tsesis I, Sathorn €, Pulikkotil 5, Dharmarajan L. Dumemer PRH.
PRISMA for abstracts: best practice far reporting abstracts of systematic reviess in
Endodominlogy. Int Endad | 2019 bar 19:1096-07. dai: 100111 14ef. 123118
1 Magendrababu ¥, Dilcktharrsaiul P, linstongthai P, Veettil SK, Pulikkotil 5], Duncan HF, Dumemer
PWH. Glossary for systematic reviews and meta-analyzes ini Endod |. 20000 Febrb 33 1r33.249.
doiz 1001111413217, Epub 2019 Now 25,

2.5 DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations
Fapers reporting protein or Dk sequences and rystaliographic structure determinations will not be

accepbed without a Genbank or Brockhaven accession number, respectively. Other supporting data
sets must be made available on the publcation date from the authors directy.

2.6 Conflict of Interest and Source of Funding

infermatiomal Endodantic Jjourmal reguires that all suthors (both the commesponding author and m-
authors) disclose any potential sources af conflict of inberest. Ay interest or relationship, finandal ar
othermse that meght be peroemed as influencing an author's ohjectivity s considered a potertial
source of conflict of interest. These must be disdosed when directly refevant or indirectty related bo
the waork that the authors describe in their manusonpt. Potential sowrces of conflict of interest inclsde
bart are not limsted to patent or stock canershep, membership of a company board of direciors,
membership of an advesory board oo committee for a company, and consultancy for or receipt of
wpeaker's fees from a compary. if avthors are unsure whether a past or present affikabon ar
relationship should be disclosed in the manuscript, please contact the editorial office =t
iejeditor@cardiff scuk The sostence of a conflict of nberest does not predlude publication in this
jourmal.

The abawve palides are in accordance with the Uniform Reguirements far Manuscripts Submitted ta
Bsomedical |owmals produced by the International Committee of Medical journal  Editors
| .

it & the responsibility of the carresponding author to have gl suthors af a manusonpt fill cut a conflict
of mterest discloswre fonm, and to wpload all forms individually [do not combane the forms inta one
file) together with the manuscript on submesson. The desdosure statement should be incleded under
Ackrowledgements. Mease find the farm below:

Conflict of interest Disclosure Form
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2.7 ppeal of Decision
The deciszion an a paper is final and cannot be appealed.

2.2 Permissions

if all or parts of previously published llusirations are used, permission must be abtained from the
copyright holder concemed. it is the author's responsibaicy bo obtain these in wsting and provide
copées bo the Publishers.

2.9 Copyright Assignment

if your paper is acoepted, the author identified &= the formal correspanding author for the paper wall
receive an email prompiang themn to kogin imto Author Serdices; where via the Wiley futhor Licensing
Service (WALS) they will be able to complete the license agreement on behalf of all suthars an the
paper. ¥Your artcle cannot be published wntil thes has been done.

For authors choosing OnlineOpen

if the OnlineCpen option s selected the comesponding author wall hawe a choioe of the followeng
Creatree Comimans License Open Acoess Agreements. [CA):

Creatree Comimans Attribution License O8

Creatree Commans Attribution Hon-Commercial Loerse O,

Creatree Commans. Attribution Mon-Commercial - ko Ders License Ol

To presiew the tenms and mondibons of these open aocess agreemenis. please vesit I:he Copyright FADs
I'hu-s!l'l:d oan '!nl:g,r.l.l.tlur Cerdces . . and

if you select the Enllrbetpl:ﬂ cptian and your researchiis funded by certain funders fe.g. The Wellcome
Trust and memibers of the Research Coundls UK (ROUK) ar the dwstrian Scence Fund (F&F]] you wall
bee green the opportunity to pubdish your artide under a €C-BY license supportang you in comphang
wath Wellmme Trust and Aesearch Cowncils. UK requenements. For more information on this pokcy and

the journal’s compliant self-archiving policy please visit: hitp:twes wiley comdgo ffunderstatement

Onlinetpen

CnlimeCOpen is available to authors of primary research articles who wish o make their articke availsble
to non-subsribers on publicaton, or whose funding agency reguires grantees to archive the final
werson of ther article. ¥With OndneQpen, the author, the author's funding agency, or the suthor's
institLtion pays a fee to enswne that the aticle is made avadable to non-subscribers upon publication
wvia Wikey Online Library, as well as deposited in the funding agency's preferred archive. For the full list
of termes and conddions, see

Any suthors wishing o send thesr paper OnlneQOpen will be requined to complete the payment form
:n.'allal:vb 'frnm-:l.l'ml:lmat

Frior m acoeptance there is no reguirement to nform an Editorial Office that you imend o publish
your paper Onlnedpen if you do not wish oo Al Onlnedpen arbicles are treated in the same way s
any other articke. They go through the journal’s standard peer-neview prooess and wall be accepied or
rejected based on thesr gwn merit.

3, MANUSCRIPT SUBMEESION PROCEDURE
Manuscripts  should be  submited  elecroncally wia  the online  submission e

hittpsfime manuscriptcentral.comdjej. The use of an online submission and pesr review Sie enables
immediate dstributon of manusonpis and consequentially speeds wp the review process. it also
allows authars to track the stabus of their osn manuscripts. Complete mstructions for submictng a
paper is availsble online and below. Further amsistance can be obtaned from iejeditor@scardiff.ac.uk.
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3.1. Getting Started

* Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 55 or higher, Safari 1.2.4,
or Firefow 104 or higher] and go to  the journals ooline  Submisson  See
| ) I L

* Log-n, or if you ane a new user, dick on ‘register here'.

= Iif you are regesbering a5 & new user.

- iifter diicking on ‘register here’, enter your name and e-maal information and dick 'Next'. Your e-mad
information is wery impartant.

» Erber youwr institution and address information as appropriate, and then dick Text.’

- Enter a user |D and password of yowr cheice (we recommend usng your e-mail address as youwr user
IBY, and then select your areas of expertise. Click ‘Finish'.

 If you are regstered, but have forgotten youwr log in details, please enter your e-mail address
under ‘Paszsord Help'. The system wall send you an automatic user ID and a new temparary
passaard.

¢ Log-in and select ‘hathor Centre

3.2 Submitting Your Manuscript

= After you have logged mio your ‘suthaor Cenbre’, submet your manusonpt by chcking on the
submissian ink under ‘Author Besourmes’.

* Enter data and answer guestons as appropriate. You may copy and paste directly from your
manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

= Click the ‘Hext’ button on each soreen to save your work and advance to the next screen.

= ¥ou are required to upload your files.

» Click on the ‘Browse' button and locate the file on your computer.

» Sedect the designation of each file in the drop down next to the Browse bution

- When you have sedected all files you wish to upload, dick the 'Upload Files' button.

* heview your submission (in HTML and PDF format) before completing your submission by sending it
to the Jowrnal. Chck the ‘Submit’ button when you are finished reviesing.

oRCID

Az part af the journal’s commaetment to supporting authars at every step of the publishing process,
intermatiomal Endodontic jownnal requires the submitting awthar {only) to pravide an SACID D when
submmatting a manusorpt. This takes around 2 manutes to complete. Please see Wilsy's resources on
DACID here.

3.2 Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word [(doc) or Rich Test Format (rft) files [(not write-protected)
plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acoeptabde for submission, but anly high:
resalution TIF ar EPS files are suitable for printing. The files will be automatically converted to HTML
ard FOF aon upload and will be used for the review process. The text file must contaan the abstract,
main text, references, tables, and figure legends, but no embedded figures or Titke page. The Title page
should be uploaded as 3 separate file. in the main text, please reference figures as for nstance “Figure
1%, ‘Figure 2 etc to match the tag name you choose for the individual figure files uploaded. Manusonpts
should be formatted as described im the Author Guidelines bedow

3.4 Blinded Review

Manuscript that do not conform to the general aims and scope of the owmal will be returned
immediately withaut review. Al octher manuscripts will be reviewed by experts in the field (generally
two referees) iImemational Endodontic journad aemes to forward referees’ comments and to inform
the corresponding awthor of the result of the review process. Manuscripts will be considered for fast:
track publication wnder special ciroumstances after consultation wath the Editor.

international Endodontic jJournal uses doublke binded review. The names of the revwesers will thus not
ke disdosed to the author submittng a paper and the name{s) of the autharfs) will nat be disclosed bo
the reviewers.

To allow double bnded review, please submit (wpload) your main manuscript and tithe page as
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separate files

Flease upload:

= ¥our manuscript without title page under the file designaton ‘main document’

* Figure fikes under the: file designatan Figures’

« The tile page and Adnowledgements where applicable, should be wploaded under the file
designatian ‘title page’

All documenis wploaded under the file designation ‘tithe page’ wall not be wiewable in the html and pdf
format you are asked to review in the end of the submission process. The files viewable in the biomi
ared pdf format are the files available to the rewiewer in the review prooess.

15 Simpension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submssion at any phase before clidong the Submit” button and saee it to submit
laber. The manuscript can then be located under “Unsubmitted Manuscripts” and you can dick on
‘Continue Submission’ to continue your submissicn when you choase to.

3.6 E-mail Confirmation of Submission

After submission you wall receive an e-mail to confirm receipt of your manusomgt. if you do not recewe
the confinmation e-mail after 24 hours, please chedk yowr e-mail address carefully in the system. If the
e-muall address is correct please contact your T department. The error may be caused by some sort of
spam filering on your e-mail server. sdso, the e=mails should be received if the (T department adds our
e-maal server (uranusschaolarone com) o their whitelist.

A7, Manuscript Status
You can access SchalarOne Manuscripts any time to check your ‘Auwthar Centre’ for the status of your
manuscript. The |ournal wall inform you by e-mai once a deosion has been made.

3.2 Submission of Revised Manuscripts

To submit a revised manuscript, bocate your manuscript under ‘Manuscripts with Decisans’ and dick
ocn “Submit a Revision'. Please remember to delete anmy old files uploaded when you uplaad your
revized manuscript

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEFTED

Original Scentific Articles: must desoribe significant and ariginal experimental obsenabors and
provide sufficient detail so that the observatsons can be critically evaluated and, if necessany, repeated.
Origmnal Scientific Articles must conform to the highest mternational standards in the field.

Review Articles: are accepted for their broad general imterest; all are refereed by eaperts in the field
who are asked to comment on ssues such as timeliness, general interest and balanced treatment of
controwersies, as well as on soentific acouracy. Reviews should generally indude a cleary defined
search strategy and take a broad view of the field rather than merely summarizing the suthars” own
previous work. Extensive or unbalanced citation of the authors” own publications s dscouraged.

Clinical Articles: are suited to descoribe signaficant improeements in clinical practice such as the report
of a nowel technique, a breakthrough n technology ar practical approaches to recognised dinical
challenges. They should monform to the highest sdentific and dinical practice standards.

Case Reparts: illustrating unusual and dinically relevant chservations are acceptable but they must be
of sufficently high qualty to be considered worthy of publication in the |ournal. ©n rare oocasions,
completed cases dsplaying non-obyious solubons to significant clnical challenges will be considered.
lllustrative material must be of the highest quality and bealing ouicomes, if appropriate, should be
demanstrabed.
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Supporting information:  Aternetione! Endodontic jourmal encourages submission of adjuncts to
printed papers wvia the supporting informastion website (see submission of supporting informastion
beslowe). It is encowraged that awthaors wshing to describe nowel procedures or illustrate cases mare
fully withi figures andior video may wish to utilise this faclicy.

Letters to the Editor: are also acceptable.
Meeting Reports: are also acceptable.
5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Format

Language: The language of publication & Englshe It is preferred that manuscript s professonally
edited.

Presentation: suthors should pay special attention to the presentation of thesr research findings ar
dinical reparts so that they may be communicated dearly. Technical jargon should be soided a5
much as possible and dearly explained where its use = unavosdable. Abbreviations should also be
kept to a minimum, particulardy those that are mot standard. The background and hypotheses
underhyng the study, a5 well as its main condusions, should be deardy ewxplained. Tithes and abstracts
especially shauld be wamtten in language that will be readiy intelligible to any sdentst

Article Preparation Support: Wiley Editing Services offers expernt help with English Language Editing,
as wedl as translation, manuscoript formatting, figure illustration, figure formattng, and graphecal
abstract design = so you can submit your manuscript with confidence. Also, chedi out our resources
far Preparing Your Article for general guidance about writing and preparing your manuscript.
Abbreviations: international Endodontic jowmal adheres to the comwenbons outhned in Units,
Symhbolk and abbrevistons: & Guide for Medical and Scentific Editors. and Authars. ‘When non:
standarnd terms appearing 2 or maore times in the manusoript are to be abbreviated, they should be
wiritten aut completely in the text when first used with the abbreviation in parenthesis.

5.2 Struciture
Al manuscripts submitted to intermational Endodomtic journe! should include Tile Page, Abstract, Main
Teat, Aeferences and Adinosdedgements, Tables, Figures and Fgure Legends as appropriate

Title Page- The title page should bear: (i) Tithe, which should be concse as well as descriptiee; (i)
inatial|s} and last (family] name of each author; (i} Mame and address of department, hospital ar
institution to which work should be attributed; {iv) Running title (no more than 20 letters and spacesy;
v} Mo more than six keywords (in alphabetical arderk (vi) Mame, full postal address, telephane, fax
rumbser and e-maill address of author responsible for correspondence.

Abstract for Original Scentific Artides should be mo more than 350 words giving details of what
was done wsing the following strocture

= Alm: Give a clear statement of the main aim af the study and the main bypothesss tested, if any.

= Methodology: Describe the methods adapted induding, as appropriate, the design af the study, the
seiting. entry requirements for subgects, use of materials, outcome measures and statistical tests.

* pesults: Give the main results of the study, induding the owcome of army statestical anakysis.
= Conclusions: State the primary condusions of the study and thes smplications. Suggest areas far
further research, if appropriate.

Abstract for Systematic Review Anticles showld be no mare than 250 words using the followng
structure where applicable:



» Tithe: identify the repart as a systematic review, meta-analysis, or both

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

= Objectives: The research guestion induding components such as participants, mbensentions,
comparatars, and outcomes. Use PICO format.

* Methods: Briefly describe i) the indusion critena, 5) provide databases searched and dates, iiip
mention the methed vsed to assess study qualty (risk of bias] &) meta-analyzizs methodology
ApEropriatel

* Results: i) Mumber and type of included studies and participants i) results for main outcomes
|bemefits and harms]. if 2 meta-analysis was undertaioen, include summany measwnes and confidence
intervals. ili) direction of the: effect in terms that are meaningful to clinicians and patients.

* Discussion: i) Strengths and i) bmitations of evidence.

* Conclusions: General nberpretation of the resubts and impaortant implicatons.

* Fundding: Frimary source of funding far the revies [if no funding: say ‘none’.

* Registration: Registraticn number and name.

Abztract for Review Articles (marrative)
Thee ibstract should be wnstructured and no mare than 250 words.

Abstract for Caze Reports should be no more than 350 words wsing the following sbructure:

* Ajmc Give a dear statement of the main aim of the report and the denical problem which &
addressed.

« Summary: Desoribe the methods adopted incdweding. a5 appropriate, the design of the study, the
zetting, entry requirements for subgects, use of materials, outcome measures and anakysis if any.

* Key learning points: Frovede up ta & short, bullet-ponted statements to highbght the key messages
of the report. All points must be fully justified by material presented in the report.

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

* Ajmc Give a diear statement af the main aim of the report and the dinical problem which i
addressed.

» Methodology: Describe the methods adopted.

* Results: Give the maen results of the stwdy.

* Conclusions: State the primary conclusions of the stwdy.

Maiin Text of Original Scentific Artide should indlude imtroduction, Materials and Methaods, Results,
Dizous=ion and Conclussanc

* Introdwction: showld be focused, outhning the historical or logical origins of the study and gaps in
knowdedge.  Exhaustive Bterabure reviews are nat appropriste. it should close with the expliot
statement of the specrfic aems of the irvestigatian, or hypathesis to be tested.

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

(i} Climical Trigls should be reported wsing the PRIRATE 2020 puidelnes. & PRIRATE 3320
checklist must be completed and induded along wath a flow diagram (as a Figure) in the
submission material These are svalable at hitps Y pride-endodo pticguidelines, org prirates.

(i) Experimentod Subjects: experimentation involving human subjects walll only be published i
such research has been conducted in full accordance with ethacal principles, including the World
Medical Az=pciation Declaration of Melsinki {version 2008] and the additianal reguirements, if
arty, af the country where the research has been carmed out. Manuscripts must be accompansed
by a staterment that the expemments were undertaken with the understanding and written
consent af each subject and according to the abowe mentioned principles. & statement
regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved by an ethical
board should also be included. Editors reserve the right 1o reject papers if there are dowlbits a5 to
whether appropriate procedwnes have been used.
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When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequaie
measures were taken to minimize pain or descomfort. Experiments shouwld be cammed out in
accordance with the Guidelnes laid down by the Matonal institute of Heakh (KIH) in the LS,
regarding the care and use of animak for experimental promedures or with the European
Communaties Council Derectrve of 24 Movember 15885 (SEECVEED and in accordance wath local
lawrs and regulatons.

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

(i) Supphiers: Supphers of materaks should be nemed and their locaton [Companmy, toemndcity,
state, country included.

* Results: should present the ohservations with minimal reference to earlier Berature or o possihble
interpretatons. Data should mot be duplicated in Tables and Figures.

* Dizoussion: may usefully start wath a brief summary of the major findings, but repetition of paris of
the abstract ar of the results section shouwld be avoided. The Discussion section should progress with a
review of the methodology before discussing the results in light of previous work n the field. The
Discussicn should end with a brief conclusicn and a commeent on the potenial dinical relevance of the
findings. Statements and interpretabon of the data should be approprately supported by orignal
references.

¢ Conclusion: should contain a summary of the findings.

Maiin Text of systematic review articles should be divided into Introduction, Methods, Besuls and
Cornclusions:

¢ introduction: Showld be forused to place the subgect matter in context and ta justify the need for the
revies.

* Method: Dhade into logical sub-sections in order to improve readability and enhanoe understanding
{e.g. details. of protocod regestratson, literabure search process, indusiondexdlusion criteria, data
extraction, guality assessment, catcomes|s] of interest, data synthesis and statistical analysis, guality of
evidence).

* Results: Fresent in structured fashion (e_g. results of the search process, characberistics of the
included studies, resubts of primary meta-analyses, additsonal analysss, publication bias, quality of
evidence).

» Dimcuzsion: Should summanze the results, highlighting completensess and applicability of evidence,
guality of evidence, agreements and disagreements with other studies or reveews, strength and
limstations, implications for practice and research

* Conclusionis): Section should reach dear conclusions andfor recommendations an the basis of the
evidence preserbed.

Main Text of Review Articles should be drided into Introduction, Review and Concusions. The
introduction sectson should be forused to place the subject matter in combext and to justify the need
far the review. The Review section should be diaded imio logical sub-sectons N order to improse
readabdity and enhance understanding. Seanch sirateges must be described and the uwse of state-of:
the-art evidence-based systematic approaches is expected. The wse of tabulsted and illustratee
material = enmowaged The Conduson section showld reach clear conclusions  andiar
recommendations an the basis of the evidence presenbed.

Maiin Text of Case Reparis should be dhaded nbo Introduction, Report, Discusssan and Conduson,.
They should be well illustrabed with clinécal images. radiographs, diagrams and, where appropriate,
supporting tables and graphs. However, all Blusirations must be of the heghest quality.



Main Text of Case Reports should be diided mto Introduction, Report, Discuession and Conduson,.
Theey should be well illustrated with clinecal images. radiographs, diagrams and, where approprate,
supporting tables and graphs. However, all Bustrations must be of the highest quality.
Case reports should be written wsing the Prefemed Reporting ltems for Case reports in Endodontics
(PRICE) 3020 gpuidelines. & PRICE checklist and flowchart (25 a Figure] should also be completed and
included in the submission material. The PRICE 20000 chedidst and flowschart can be downloaded frome
| ide-endodonticouidel .
it & recommended that authors. consult the following papers, which explains the ratonale for the
PRICE 2020 gusdelines and their importance when writing manauscripts:
Magendrababu W, Chong B5, kMcCabe P, Shah PE, Priya E, Jagaraman |, Fulikkatil 5, Setzer FC,
Sunde PT, Dummer PMHL PRICE 5020 guidelines for reporting case reports in Endodontics: a
consensus-baved development. Int Ended |. 2000 Feb 33, doi: 10.11114ej.1 3285
(hespesrwwe nebi nim, nih gov/pu bmed 00043}
Magendrababu ¥V, Chong BS, Molabe P, Shah PE, Priva E, |ayaraman | Pulidkatd 5], Dummer
PMH. PRICE 20020 guideines for reportng case reports in Endodontics: Explanation and
elaboration. Int Ended |. {https:/éealinelibrary wiley comidoi/abs/10:1111/ei 13300 }

Acknowledgemenis: nfermebone! Endodomdc fournal requares that all sowrces of instiubtanal, prvate
aned corparate financial suppart for the wark wathen the manuscript must be fully acknowledged, and
anyy potential conflicts of interest noted. Grant or conbrbution numbers may be acknowdedged, and
princapal grant halders should be lsted. Acknowledgments should be bref and should mat incude
thanks to anonymous referees and editors. See also above under Ethical Guidelines.

53. References
it = the paolicy of the jousmal to encourage reference to the original papers rather than to lierature
reviews. Authors should therefare keep otations of reviews to the absolute minimum.

‘We recommend the use of a tool such 2= Endbote or Beference Manager for reference management
and formatting. The Endiote reference style can be obtamed upon request to the editorial office
lizieditor@cardiff acukl. Aeference Manager reference styles can be searched for  here:
www.refmancomfsupportiimstyles. asp

in the text: =ngle or double authors should be acknowledged together with the year of publication,
e.g. (Pitt Ford & Roberts 19540, If more than teao authors the first awthor followed by et ol s sufficient,
e.g. (Tohias e @l 1991). If more than 1 paper is cibed the references should be in year order and
separated by *.° e.g. (Pitt Ford & Roberts 19490, Tobes o o, 1591}

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

(i} Mames and instials of up to sik authors. When there are seven or mare, list the first three and add er
ol

liif¥ear of publication in penentheses

{iii} Full ttle of paper followed by a full stop ()

] Trthe af powrnal im full (n italics)

v Volume numiber [bokd ) foll owed by & comema £

{wi] Farst and last pages

Exampdes of carrect forms of reference follow:

Stonderd journol article

Bergenholiz 5, Nagaoka %, jorted M {1991) Class | antigen-expressing oells in experimentally induoed
pulpitis. infernotione’ Endodomic journo’ 24, 814

Corpormte owthor

British Endodontic Society [19823] Guidelines for root canal treatment. irernotional Endodontic fourna’
16 192.5



Journm supplement
Frumin &M, Mussbhawem |, Esposito M {1579) Functional aspleniac demonsiration of splenc activity by
bearee marrow scan |Abstract). Sood’ 54 (Suppl. 1), 26a.

Eooks ond other monsgraphs

Personol owrthoriz)
Gubmann | Harrison W [1991) Surgice’ Endodombics, st edn Boston, BA&, USA: Blackeell Scientific
Pubdcatsans.

Chopter in o book
Wesselink P (1950} Conwenbonal root-tanal therapy iz root filling. imc Harty Fl, ed Endodombcs im
Ciinical Prochce, 3rd edr; pp. 188-223. London, LUK Butterworthe

Published proceedings paper
DuPont B (1974} Bone marrow transplantation in severe combined smmunodeficiency with an

unrefated MLUE compatible domar. in: White H), Smath R, eds. Proceedings of the Third Annwal Meeting
of the Imemnational Society for Experimental Rematology; pp- d44-44. Houston, TE, UG imbernational
Society for Experimental Hematodagy.

Apency publication

Ranofsky AL (1578) Surgcal Operabors in Short-Stay Hospitals: United Stabes- 1975 DHEW publication
mea. (PHS) TE- 1785 [Wital and Health Statstics; Seres 13; no. 34.) Hyattswlle, MO, USA- Mational Centre
far Health Statistics 8

Dissertation or thesis

Saunders EM [198E] in witro and in viva investigations into root-canal abturation using thenmally
saftened gutta-percha techriques (PhD Theses). Dundee, Uk: Unversity of Dundee.

URLs

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

Smith & {1999} Select commmattes report into social care in the community (WY document]. WAL

hittp:itwean. d hs s gov. ki reportsreport ] 5285 himl
[acressed an 7 Movembser 2003]

5.4 Tables, Figures and Figure Legends

Tabdes: Tables should be double-spaced wath no wertical rulngs, wath a single bold rubng beneath the
column ttles. Unsts of measurements must be included in the column e

Figures: All figures should be planned to fit within either 1 coluemn width (8.0 cm), 1.5 column widths
(120 o) or 2 colwmn widths (170 omj, and must be suitable for photocopy reproduction from the
printed version af the manuscript. Letterng on figures should be in a dear, sans serif typeface le.g
Hekeetical; if possible, the same typeface should be used for all figures in a paper. After reduction fior
publicatan, upper-case teat and numbers should be at beast 1.%-2.0 mm highi (10 point Hehsetica). After
reduction, symbaols should be at least 2.0-3.0 mm high (19 point). Al half-tone phatographes should be
submmatted at final reproduction size. In general, muli-part figures should be arranged as they would
appear in the final wersion. Aeductsan to the scale that will be used on the page is not necessary, but
any special requirements (such as the separation destance of stereo pairs] should be dearly spedfied.
Unnecessary figures and parts (panels] of figures showld be avoided: data presented in small tables ar
histagrams, for instance, can generally be stated befly in the text instead. Figures should not contain
more than one panel unless the parts are logically connected; each panel of a multipart figure shauld
bee sred so that the whole figure can be reducesd by the same amsount and reproduced on the prirbed
page at the smallest size at which esseniial details are wisible.
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Fgures should be on 3 white badicground, and should svoid excessre bowing, unnecessary colour,
shading andior decorative effects je.g 3-dimensional skysoraper histograms] and highly pielabed
computer drawings. The wertical axis of hstograms should not be truncated to exaggerate small
differences. The lne spacing should be wide enough to remain clear on reduction to the minimum
acceptable printed size.

Fgures divided into parts should be labeldled with a bower-case, boldface, roman letber, a, b, and 5o on,
im the same typesize as used ekewhere in the figure. Lettering in figures shauld be in lower-case type,
wath the first letter capitalized. Units should have a single space betsssen the number and the unat, and
follow S nomenclatwre ar the nomendature commen o a particular fisld. Thousands should be
separated by a thin space (1 000} Unusual units or abbreviations should be spelied owt i full or
defined in the begend. Scale bars should be wsed rather than magnification faciors, with the length of
the bar defined in the legend rather than an the bar itself. In general, wisual cues (on the figures
themsehses) are prefermed to werbal explanatons in the legend (e.g. broken line, open red trianghes
1 (]

Figure legends: Figure legends showld begin wath a brief title for the whole figure and contnwee with a
short description of each panel and the symboks used; they showd not contain any details of methods

Permissions: If all or part of prewously publshed dlustrabons are to be used, permission must be
obtained from the copymght hodder concermed. This & the responsibitty of the suthors before
submissian.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low gqualty images are adeguate far
review purposes, print publication requires high quality images to prevent the final product besng
biurred cr fuzzy. Submit EPS (lineart] or TIFF (halftone/photographs) files andy. MS PowerPoant and
‘Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use poosl-orented programmes. Scans (TIFF
only) should hawe a resolution of 330 dpa fhalfoome] or 00 to 129553 dpi line dravsengs) in relatsan o the
reprodusctian size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview
if possible). For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be a5 follows o
ersure good reproduction: Bneart: =800 dpt; half-tones (induding gel photographs): =300 dpi; figures
containing both halftone and ne images: =604 dpi.

Check yaur electronic artwaork befare submitting it

5.5 Supporting information

Fubdcatsion in electronic formaits hes created opportunities for adding details or whole sections in the
electronic versan only. Authors need 1o wark closely wath the editors in dewslaping ar using such new
pubdcamon formats.

Supparting information, such as data sets or additional figures or tables, that will not ke publshed in
the print edition of the journal, but which will be viewable sia the onlne edition, can be submitted.
should be clearly stated at the tme of submiszion that the supporting nformation & intended o be
made available through the anbne editicn. if the size or format of the supporting information is such
that it canmot be accommodated on the journals website, the author agrees o maie the supportng
informaticn available free of charge an a permanent ¥Web site, to which links wall be set up from the
jourmals website. The suthor must advise 'Wikey Bladowell if the URL of the website where
the supparting infarmation is located changes. The cantent of the swpparting infarmatian must not be
alvered after the paper has been accepted for publication.
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The availabdity of supporting infarmatan should be indicated in the main manuscript by a paragraph,
to appear after the Aeferences, headed Supporting information’ and providing titles of figunes, tables,
etc. In arder to protect reveeser anonymity, material posted on the authors Web sibe cannot be
reviewed. The supparting informatson = an integral part of the artcle and will be reviewed accordinghy.

Preparation of Supporting Information: Athough provissan of content through the web n any
format s sirasghtformard, supparting information s best provided either in web-ready form or in a
form that can be comveniently conwerted into one of the standand web publishing formats:

= Samiple word-processing files |.doc or .rtf) for text.

« POF for more omplex, layout-dependent text ar page-based maberial Aorobat files can be destilled
from Postscript by the Pubdsher, if necessany.

= 3IF or JPEG for stilll graphics. Graphics suppled as EFS ar TIFF are also acoeptable.

= MPEG or A1 far mowing graphics.

Subszeqguent requests for changes are generally unacoeptable, as for printed papers. & change may be
levied for this service.

Video imaging: For the oncline wersion of the journal the submission of dustrative wdeo s
encouraged. Authors proposing the use such media should consult with the Editor during manuscript
preparati on.

Article Promotion Support

Wiley Editing Services offers professonal video, design, and writing services to oreate shareable wdeo
abstracts, mfographics, conference posters, lay summaries, and research news stories for your
research = 50 you can heldp your research get the attention it deserves.

& AFTER ACCEPTAMNCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forsarded tothe Production Editar
who & responsible for the producton of the journal

B.1. Figures

Hard copies of all figures and tables are requared when the manuscript i ready for publication. These
wailll be requested by the Editor when reguired. Each Figure copy showld be marked on the rewverse with
the figure number and the corres ponding authar's name.

6.2 Proof Corrections

The cormesponding suthar will recerse an email alert contaming a link o a web sie. & warking emad
address must therefore be provided for the carrespanding awthor. The proof can be downloaded as a
FLIF {portable doournent fonmat) file fromm thes site. Acrobat Reader will be required in order to read
this file. This software can be downloaded [free of chargel from the followeng Web sie:
www adobe com/productsscrobat/readstegd btml. This will enable the file to be opened, read on
screen, and printed out in order for any comrections to be added. Further instructions will be sent with
the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mad address = available; in your absence, please
arrange for a colleaguee to acoess youwr e-mail to retriese the proafs. Proofs must be returned to the
Froduction Editor within three days of receipt. As changes to proafs are costly, we ask that you aonly
carrect typesetting errors. Excessive changes made by the author in the proofs, exduding typesetting
errors, will be charged separately. Ciher than in exceptional circumstances, all dlustrations are
retained by the publisher. Please naote that the awthor is responsible for all statements made in his
wark, including changes made by the copy edtor.

6.2 Early Online Publication Priar to Print

intermational Endodantic fowrna! ' oovered by Wiley Blackwell's Earty View servoe. Esrly View artiches
are complete full-tewt articles published ondine n advance of their publicatson in a printed issue. Early
View artiches are momplete and final. They hawe been fully reviewed, revised and edited for publication,
and the authors' final comections have been incorporated. Because they are in final farm, no changes
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can be made after online publication. The natwre of Early View articles means that they do not yet have
waolume, isswse or page numbers, sa Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are
therefore given a Duegetal Object Identifier (DO, which allows the artice ta be cited and tracked befare
it & allocated to an issue. After print publication, the DO remains valid and can continwee ta be wsed bo
ote and acoess the article.

6.4 Online Production Tracking

Online production trackong is available for your artide through Bladiowells Authar Servces. Awthar
Services enabldes. authors to track their article - ance it has been accepted - through the production
process ta publication cnline and in print. Authors can check the status of their artickes online and
choase to recefve automated e-mails 2t key stages of production. The author will receive an e-mai
with a unique link that enables them io register and hawe their artide avtomatcally added to the
system. Please ersure that a complete e-mail address s provided when submitting the manuscript.

Visit hitpofauthorservices wiley comibauthar for more detais on online productsan tracking and far
a wealth of rescurces induding FAQs and tips an article preparation, submission and mone.

6.5 Author Material Archive Palicy

Flease note that unless specifically reguested, Wiley Blackwell will dispose of all hardoopy ar electranic
material submitted two maonths after publication. if you require the return of any matenal submatted,
plezse inform the editarial office or producticn edstor as soon 25 passible.

6.5 Offprints:
Free access to the final PDF uFl'|:l'l1|: qual.l' articke will be available via Authaor 5:nl1|:v=: only. Fease

many other I::n:'ﬁl: the service uFﬁ:I:

Additional paper offprints may be ordered online. Please click on the follawing Bnk, fill in the necessary
dietails amd ensure that yau type irfarmatan in all of the requered fields: Sheridan Printer. If you have
mueries abaut offprnts please email Customers Senice.

The orresponding suthor wall be sent compémentary copies of the issue in which the paper i
published [one copy per awthar).

6.7 Author Services
Far mare substantial information on the sersces provided for authars, plesse see 'Wiley Blackowel|
Authar Services

6.8 Nobe to NIH Granbees: Pursuant to KIH mandate, Wiley Blackwell will post the accepted wersion of
cantributions authored by MIH grant-holders to PubMed Central upon acceptance.  This accepted
wversion will be made publicly available 12 manths after publication. For further infarmation, see

vy wiley comigo/nihmandate

7. cuidelines for reporting of DMA microarray data
The intermational Endodontic jourmal grees authors. notice that, with effect from 15t Janwary 2011,
submiszion to the Mntermational Endodombic jourmal requeres the reporting of microamray data to
canform to the MIAME gusdelines. After this date, subméssions will be assessed according ta MUME
standards. The mmpl:ﬂ.- |:|urr|:nt guidelines are available at
X AL ITI : : ! ) ilza, manusorpts will be publshed anly
after I:he :nrnplel:e data haz been :n.lbrr'iu:ecl into the public repositories, suxh = GEO
1hmmh.ﬂnmmm or ArrayEapress
k bl i 155 1 . in MIAME complant farmat, wath the
data accessson I'I.II'I1|:|E'|' l;ﬂm |:h|1|:rﬁ.|:.uh|:|r| ru.lrnher uF the data set in the database) quoted in the
manuscript. Both databases are commutted to beeping the data prrsate until the assodated manuscript
is pulblished,  reguested.

Frospectve authors are also encouraged to search for presouwsly published microasray data with
relevarce io their own data, and to report whether such data eosts. Furthermore, they are
encouraged to use the presiously publshed data for gualitatere and/or quantitathee comparisan with
their cwn data, whenever suitable. To fully adonosdedge the original work, an approgriate reference
should be given nat cnly to the database in gquestion, but also to the original artcle in which the data
was first published. This open approach welll increase the availabdity and use of these large-scale data
seis and mmprose the reporting and mberpretation of the findings, and n increasing the
comprehensrve understanding af the physiclogy and pathology of endodantically related tisswes and
dispases, result evertbually in better patent cane.
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ANEXO C - PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

UNIVERSIDADE FEDERAL DE Plotaforme
SANTA CATARINA - UFSC ‘%

PARECER CONSUBSTANCIADD DO CEP
DADDS DO PROJETD DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Macnopnjeio: Uso de solugies Imgadoras em Endodoniia
Peaquisador: Eduardo Antunes Sonouzz|

Arga Tematica:

Versdo: 1

CAAF: 14342919.0.0000.0121

instiul;do Proponsnts: UNIVERSIDADE FEDERAL DE SAMTA CATARIMA
Patrocinador Principal: Financiamanio Proono

DaDDSs DO PARECER

Momero do Parecer: 3.413.317

apresentacio oo Projeto:

*Macroprojeto; Ush de solwgles Imgadoras em Endogontia™. Esta pesquisa € do tipo experimantal 2x vivo.
Utllizara elementos dentals humanos exiraldos, portanto, este projeto de pesquisa deverd Inlclamente ser
suometido a EI'.'EHL':I;'..‘:ID da Comitd de Efica e Pesquisa da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC).
s dentes utlizados serdo cedlidos

esponiansamente pelo pasiente & somenie utliizados apds consentimento lvie @ esclarecido por pame 4o
M2Ema.

Objetive da Pesgulaa:

Objetva Pimana;

Estwdar & pesquisar 3 utilzacio das solegles imgadoras em endodontia, com foco em iesiar teenicas que
vis3m apdimorar o processo da lmigagao

o slstema ge canals radicularnss.

Objetvo Secundana:

Anallsar 35 possivels consequencias da Imgagio na estnutura & morfolngla da denting radicwar, com &nfass
N3 OoOMEnca da ernsdd;

Comparar diterentes pratocolos de Imigacso nal e s2u mpacto na estutura da denting radizuiar;

Awallar a Imteracio que ocorme enire as solugies mals uilllzadas em endodontia, CHX e NaDCl, sua
Interfzréncia na dentina radiculan, no sslamento

g3 obfuragdo & na Integridade do dente;

Enerego:  Linkssrsidace Fedemil de Santa Cataring, Prédio Refioria |, R Deserbangador Wior Uma, nf 222, sabs 401
Balmroc  Trindade CEF: Bz par-400
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Inwestigar métodos que possam ediar a5 possivels Inferapdes enire solugles Imigadoras.

Avallaglo dos Rlacos e Baneficlos:

Fiscos:

O dentes que serdo utlizados para @ pesquisa serdo coletados apds extracdo reallzada por aunos 2
graduacdo & pos-graduagdo da

Unlversidade. O riscos eipy desconforios 530 agueles assoclados a0s procedimentos da extracan ralzado
pelos alunos (perante uma boa

aNamnese & SXecusan SUPSVIsionada por um professor, 08 MECOs Serdo minimos), que 530 ahelos a esta
pEEqUisa, & nan havera necessidans o2

procedimenios adiclonals aqueles Inerenies 3 exiragdo convenclonal dos denies. Apos a reallzacdo da
pesquisa e obtencdo dos resullados, o5

gentes serdo descartados em local agropriado para descare de material blolegico na Universidade.
Acrescentamos que, apesar 805 S870rgas & das

providencias necessarias tomadas pelos pesgquisadones, semgre exisie a remota possiblldade de guedra de
sigllo, alnda gue Involuntara & ndo

Intencional.

Beneficios:

Mo ha beneficlo direto ao Individuo gue doar o denfe, mas havera beneficios & populagdo em longo prazo
a0 gerar conhecimento que podera tomar

0 tratameno endodoniico mals rapiso e eficaz, em menor Nemers 02 CONSUTas NecessaAnas, resutanaa em
fratamenios menos oNefosos par a

populagan.

Comentartos & Conslderagies sobra a Peaqulss;

Trata o presante o2 wn Maci Projeis de pesquisa do Prof. Dr. EDUARDC ANTUNES BORTOLUZIL) o
Departamento de Cdontologla da Universidade Federal dge Santa Catarina, do gual podera futuraments
gertvar TCCs, Dissertaghes de Mestrado @ Teses de Doutorado. Esta pesquisa @ do Hpo experimental ex
vivo 2 utllizara elementas dentals humanos extraidos por motivos alhelos a esta pesguisa. O oojetivo 43
mesma & estudar e pesquisar a utilizagdo das solugdes Imgadoras em endodontla, com foco em testar
tEcnlcas que visam apdmonar o processo da Imgagda do slstema de canals radiculares. Serdo ubillzades 100
caninos humanos unimadiculados e 45 Inclslvos Inferiones higldos, com ralzes retas ou llgelramente curvas,
completamente formadas, doados pelos pacienies por melo do Termo de Consentimento Livie e Esclaracigo
g do Termo de Doacdo do Dente devidamente apresentado neste projeio. A hiptiese que norela a pesquisa
& que navas

Emdierego:  Universidade Fedemni de St Catsrina, Prédio Refiona ||, R Deserbagador ST Lima, n° 222, ssis 4019
Balmroo  Trindade CEF: 5= par-4ang
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tecnicas de Imigacdo assocladas ao uso de derenies solugles Imigadoras podem ofimizar 3 desinfecgdo 2
Impeza do canal radlcular sem

comprometer estruturalmente a dentina @ o denta. Diferentes 1&enicas & solugies de Imgagdo serdo
testadas a0 longo da pesquisa. O iema tem relevanda clentifea, a documentagdo esta completa e 0 TCLE
apresentado atende 3 todas as exlgénclas 43 Resolugdo CHS *456M12 e suas complementares. Assim,
recomendamos 3 sud aprovacdo.

Consldaraglies sobre o8 Termos de apresentagio obrigatoria:
Foram agresenados of seguinies Socumsnios congatonos:

1) PB - INFQ HH&I;-:.'}EE BASICAS DD PROJETO;

2} Projeto o2 pesquisa;

3} Declaragdo da Instiulg3a;

4) TCLE;

5] Termo de Doagdo;

£) Folha de rosio.

O TCLE alende na Infegra a Resolucdo CHE 466/12.

Racomendagies:

1) Recomendamos 30s pesquisadonss observar 3 exigencla refterada ¢a CONEP 308 NOSS0S panecerss:
*Com o objetivo de garantir a Integridade do documenio [TCLE), solicita-s2 que sejam Insendos o5 namenos
ge cada pagina, bem com a quantidade total delas, COMo por exempio; ™1 de X™ e assim por diants.

2) LEMBRAR QUE TODOS OS5 PROJETOS DERIVADOS DESTE MACRO DEVERAD SER
EMCAMINHADOS

Endersgo:  Uniersidade Fedemnilde Sania Calbring, Prédic Relora I, - Deserbargador Wior Uma, n* 222, sals 401
Balmo:  Trindade CEF: B2 0200

UF: BC Eunioiplo:  FLORIANOPOLIE

Telsfoms:  (48]3721-800L Esmall: o=p propesgroniin ufse br
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Contramcic o= Pesscer: 3413317
PARA .-’..FF'.-:]‘J.-’.I;AG WiA EMEMDAS PARA ESTE COMITE.
Conclustes ou Pandénclas e Lista de Inadaquagdes:
Wio faram detectadas penddnelas ou Inadequaches nasta prajeto.
Consbdaragies Finale a critérlo oo CEP:
Este parscar fol elaborado baseado nos doecumsantos abalzo relackenados:
Tipo CHeCumenba Arguivo Postagem Arioe SHLEGE0
Informagdes Basicas| PE_INFORMACDES BASICAS DO P | 31052013 Acalin
&0 Projeto ROJETD 13300845 pdl 151021
Projeto Detalnadd | | projeto_2.docx 18042019 | Julla Menezss Ao
Brochura 175125 | Savans
{nvestigadar

TCLE ! Termos de | TCLE_2.doCx 18042019 | Julla Menezas Acaito
Azzentimento / 175110 | Savans

Justificativa da

Ausenda

Dieclaragao de declaracan_Insituican pdf 2902019 (Menezes Acatto
Insdbulgda 2 17:19:44

Infraastnutura

Foiha de Rosho Folha_gde_rasto.padl 29032019 |Mensezes Ao

1T A75T

TCLE / Teamnos de | terma_doacas_dentes.docx 23502019 |EMAMUELLE Acatto
Assentimenta 11:19:12 [ CATHERIME

Justificativa da MAICLA

AUsENCa

Slfuagan do Parecer
Aprovado

Hecasslts Apraclagdo da CONEP:

Hao

FLORIAMOPOLES, 25 de Junhd de 2019

Agsinado por:

Maria Lulza Bazzo
{Coordenador(a))

Enderegn:  Unisersidade Fedemni de Samta Catarins, Prédio Refiora |, R- Dessrbarador Wior Uma, Rt 22, sl 41

Balmoc  Trindade
LF: B
Tedadions:

CEF: gz pac-400

Eunipiploc  FLORIANCROLIE
e ITI 5050

E-maall:

Cn pronesop o ufsc br
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UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé esta sendo convidado(a) por mim Eduardo Antunes Bortoluzzi (Professor Doutor
adjunto a Universidade Federal de Santa Catarina) a participar de um macroprojeto intitulado
“Macroprojeto: Uso de solucdes irrigadoras em Endodontia” que tem como objetivo
estudar e pesquisar a utilizacdo das solugdes irrigadoras em Endodontia, focando em testar
técnicas que visam melhorar o processo da irrigacdo do sistema de canais radiculares, uma
importante etapa do tratamento endoddntico.

Para isso, precisamos usar dentes extraidos a fim de testar novas técnicas e protocolos
de irrigacdo, suas vantagens e consequéncias. VVocé esta realizando a extracao do seu dente por
motivos de seu interesse, que nédo se relaciona com nossa pesquisa, como por exemplo poder
realizar tratamento ortodontico (corrigir dentes tortos), ou por ndo haver mais meios de
recuperar o dente. Entdo, pedimos gentilmente, que apos a extracao faca a doacéo do seu dente
e nos ajude a realizar a pesquisa. VOcé ndo tera prejuizo nenhum com isso, pois, como ja citado,
0 seu dente esta sendo extraido por motivos de seu interesse, e seria descartado ou armazenado
por vocé apos extracao.

Poderd haver desconforto e sensibilidade no local devido a cirurgia pois sdo
consequéncias possiveis no pos-operatdrio cirargico. Nao ha riscos diretos relacionados ao
estudo, apenas esses inerentes aos procedimentos de extracdo que ndo serdo realizados pelos
executores da pesquisa. Acrescentamos que, apesar dos esforcos e das providéncias necessarias
tomadas pelos pesquisadores, sempre existe a remota possibilidade de quebra de sigilo, ainda
que involuntaria e ndo intencional.

N&o ha nenhum tipo de risco, ou dano pessoal, em doar o seu dente para a pesquisa.
Além disso, apesar de ndo haver nenhum beneficio direto a curto prazo ao participante, vocé
tera como beneficio o fato de poder contribuir com seu dente para a melhora do tratamento de

canal. Da mesma maneira que pedimos a doacdo do seu dente, garantimos que se VOCé nao
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quiser doé-lo, isso ndo lhe trard nenhum tipo de prejuizo, e que podera resgatar o seu dente a
qualquer momento da realizagcdo de nossa pesquisa. Se vocé estiver de acordo em fazer a
doacdo, o dente extraido sera utilizado somente neste trabalho, ndo servindo para nenhum outro
propdsito. De qualquer forma, sinta-se absolutamente a vontade em deixar de participar da
pesquisa a qualquer momento, sem ter que apresentar qualquer justificativa.

Serd garantido o sigilo, o respeito e a privacidade dos participantes. Caso alguma
despesa extraordinaria associada a pesquisa venha a ocorrer, vocé serad ressarcido nos termos
da lei. Caso vocé tenha algum prejuizo material ou imaterial em decorréncia da pesquisa podera
solicitar indenizacéo, de acordo com a legislagéo vigente e amplamente consubstanciada. Os
resultados deste trabalho poderdo ser apresentados em encontros ou revistas cientificas, e
mostrardo apenas os resultados obtidos como um todo, sem revelar seu nome, instituicdo ou
qualquer informacéo relacionada a sua privacidade.

Essa pesquisa esta sendo realizada com a aprovacao e consentimento do Comité de
Etica em Seres Humanos (CEPSH-UFSC) e usa como base a resolucdo 466/2012 e suas
complementares CNS. O CEPSH-UFSC esté situado no Prédio Reitoria Il, Rua Desembargador
Vitor Lima, n° 222, sala 401, Trindade, Florianépolis/SC, CEP 88.040-400 (contato: (48) 3721-

6094, cep.propesg@contato.ufsc.br) no campus da Universidade Federal de Santa Catarina. O

CEPSH ¢é um 6rgéo colegiado interdisciplinar, deliberativo, consultivo e educativo, vinculado
a Universidade Federal de Santa Catarina, mas independente na tomada de decisdes, criado para
defender os interesses dos participantes da pesquisa em sua integridade e dignidade e para
contribuir no desenvolvimento da pesquisa dentro de padrdes éticos.

Se vocé tiver alguma davida em relacdo a esta pesquisa ou ndo quiser mais que seu
dente seja utilizado, pode entrar em contato comigo pelo telefone (48) 3721-5842, por e-mail:
edubortoluzzi@hotmail.com ou endereco: Centro de Ciéncias da Saude — CCS, Campus
Universitario. Assim como, se vocé se sentir prejudicado por doar o seu dente, extraido por
razBes de seu interesse para a presente pesquisa, podera ser indenizado, como prevé o item IV
3 (h) da resolucéo 466/2012.

Em caso de concordancia com os esclarecimentos acima pedimos que assine esse
documento abaixo. Esse termo de consentimento sera efetuado em duas vias, sendo que uma
deve permanecer com vocé, o doador. O pesquisador responsavel compromete-se a conduzir a
pesquisa de acordo com o que preconiza a Resolucéo 466/12 que trata dos preceitos éticos e da

protecdo aos participantes da pesquisa.


mailto:cep.propesq@contato.ufsc.br
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Eu, ,RGne , declaro optar

por livre e espontanea vontade participar desta pesquisa e que recebi todas as orientacdes que
julguei necessarias para me sentir esclarecido sobre os riscos e objetivos da pesquisa, e que
todos 0s meus dados serdo mantidos em sigilo, conforme Resolugdo CNS 466/2012, que
estabelece normas para pesquisa envolvendo seres humanos, assim como, poderei remover 0

consentimento da pesquisa sem haver penalidade alguma.

Assinatura do Doador ou Responsavel Legal
Rubricar as demais folhas

Prof. Dr. Eduardo Antunes Bortoluzzi
Pesquisador Responsavel

Floriandpolis, / /
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UFSC
UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA

CENTRO DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ODONTOLOGIA
TERMO DE DOACAO

Eu, , portador (a) da Carteira de Identidade

n° , por meio deste termo, declaro que estou doando o(s) dente(s)

, 0(s) qual(is) foi(ram) extraido(s) por indicacdo ,

e serdo exclusivamente usados para a pesquisa “Uso de soluges irrigadoras em endodontia”.
Declaro, também, que recebi todas as orientacdes sobre 0s riscos e objetivos da pesquisa, e que
todos 0s meus dados serdo mantidos em sigilo, conforme Resolucdo CNS 466/2012, que
estabelece normas para pesquisa envolvendo seres humanos, assim como, poderei remover 0
consentimento da pesquisa sem haver penalidade alguma e posso obter informac6es sobre o
andamento da pesquisa através da pesquisadora responsavel Prof. Dr. Eduardo Antunes

Bortoluzzi (edubortoluzzi@hotmail.com).

Floriandpolis, / /

Assinatura do Doador ou Responsavel Legal

Prof. Dr. Eduardo Antunes Bortoluzzi
Pesquisador Responsavel


mailto:edubortoluzzi@hotmail.com

