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RESUMO
MIRANDA, T. C. Influéncia da iontoforese na penetra¢do de digluconato de clorexidina e brometo de
domifeno em canais radiculares e tibulos dentinéarios, e seu potencial na desinfec¢ao endodontica, 2026.
Tese de doutorado em Ciéncias Farmacéuticas — Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de
Brasilia, Brasilia, 2026.

O sucesso da terapia endodontica depende da adequada desinfec¢do do sistema de canais
radiculares, porém, falhas persistem mesmo com tecnologias que visam aumentar a
penetracao de antimicrobianos. A iontoforese, capaz de favorecer a difusao de substancias
em tecidos biologicos, ainda ¢ pouco explorada na endodontia. Este estudo avaliou sua
influéncia na penetragao de agentes antimicrobianos, como CHX e BD, em canais radiculares
e tubulos dentinarios de dentes humanos. Foi realizada uma prova de conceito utilizando
azul de metileno, corante hidrossoluvel e cationico, aplicado em canais radiculares bovinos
e humanos com eletrodos de Ag/AgCl, com penetracdo avaliada por microscopia dptica. Em
dentes bovinos, limas de ago inoxidavel e de niquel-titdnio foram testadas como eletrodos
inertes. A iontoforese foi aplicada a 0,5 ¢ 1,5 mA por 5 e 15 min, sendo comparada a
aplicacdo passiva do corante. Em dentes humanos, aplicou-se iontoforese a 1 mA por 1 min,
observando-se maior penetragdo no canal radicular e tibulos dentinarios (p < 0,05).
Diferencas foram observadas entre aplicagdo passiva e iontoforética, com melhor
desempenho dos eletrodos de Ag/AgCl a 1,5 mA por 5 min, enquanto os de ago inoxidavel
apresentaram melhor distribui¢cdo a 0,5 mA por 15 min. Devido a natureza eletroquimica dos
eletrodos inertes e ao seu menor desempenho, avaliou-se o uso do tampao HEPES em pele
suina para prevenir a reducao de pH, entretanto, o tampao reduziu a permeagao e penetragao
de LD. A resisténcia elétrica de dentes humanos foi determinada pela Lei de Ohm (~4 x 10*
Q). Ensaios de MIC, CBM e time-kill curve demonstraram maior poténcia de CHX e BD em
relacdo ao NaOCl, indicando alternativas mais seguras para desinfeccdo associada a
iontoforese. A microscopia eletronica de varredura, realizada em diferentes grupos
experimentais (CHX 2%, CHX 2% + iontoforese, BD 2%, BD 2% + iontoforese, s
iontoforese), sugere diminui¢do da carga microbiana com a iontoforese (1 mA/1 min) mas,
por ser um exame qualitativo necessita de analises quantitativas de viabilidade microbiana.
Os achados evidenciam resultados favoraveis, reforcando o potencial da iontoforese como
uma técnica auxiliar promissora na endodontia e estimulando o desenvolvimento de novas
pesquisas voltadas ao aprimoramento do tratamento endodontico.

Palavras-chave: Iontoforese, eletrodos, tubulos dentinarios, endodontia.



ABSTRACT

MIRANDA, T. C. Influence of iontophoresis on the penetration of chlorhexidine digluconate and
domifene bromide into root canals and dentinal tubules, and its potential in endodontic disinfection.
Doctoral thesis in Pharmaceutical Sciences — Faculty of Health Sciences, University of Brasilia, Brasilia,
2026.

The success of endodontic therapy depends on adequate disinfection of the root canal system;
however, failures persist even with technologies aimed at enhancing antimicrobial penetration.
Iontophoresis, which promotes the diffusion of substances through biological tissues, remains
underexplored in endodontics. This study evaluated its influence on the penetration of
antimicrobial agents, such as CHX and BD, into root canals and dentinal tubules of human
teeth. A proof of concept was conducted using methylene blue, a hydrophilic and cationic dye,
applied to bovine and human root canals with Ag/AgCl electrodes, with penetration assessed
by optical microscopy. In bovine teeth, stainless steel and nickel-titanium files were tested as
inert electrodes. Iontophoresis was applied at 0.5 and 1.5 mA for 5 and 15 minutes and
compared with passive dye application. In human teeth, iontophoresis was applied at 1 mA for
1 minute, showing increased penetration into the root canal and dentinal tubules (p < 0.05).
Differences were observed between passive and iontophoretic application, with Ag/AgCl
electrodes performing better at 1.5 mA for 5 minutes, while stainless steel electrodes showed
better distribution at 0.5 mA for 15 minutes.

Due to the electrochemical nature of inert electrodes and their lower performance, the use of
HEPES buffer was evaluated in porcine skin to prevent pH reduction; however, the buffer
reduced LD permeation and penetration. The electrical resistance of human teeth was
determined using Ohm’s law (~4 x 10* Q). MIC, MBC, and time-kill curve assays demonstrated
greater potency of CHX and BD compared to NaOCI, indicating safer alternatives for
disinfection associated with iontophoresis. Scanning electron microscopy, performed across
different experimental groups (2% CHX, 2% CHX + iontophoresis, 2% BD, 2% BD +
iontophoresis, iontophoresis alone), Findings suggest a reduction in microbial load with
iontophoresis (1 mA/1 min); however, as this is a qualitative assessment, quantitative analyses
of microbial viability are required. These findings demonstrate favorable results, reinforcing
the potential of iontophoresis as a promising adjunctive technique in endodontics and
encouraging further research aimed at improving endodontic treatment.

Keywords: Iontophoresis, electrodes, dentinal tubules, endodontics.
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1. Introducao

A endodontia ¢ a ciéncia voltada a prevengao e tratamento das alteragdes patologicas da
polpa dentaria, de todo o sistema de canais radiculares e dos tecidos periapicais. Por ser tecido
conjuntivo, a polpa responde aos estimulos externos por meio da resposta inflamatoria,
denominada pulpite, cuja dor ¢ o principal sinal (PRADO, 2017).

A inflamacdo da polpa pode ter origem no contato direto ou indireto com agentes fisicos,
quimicos, bioldgicos e térmicos. (RICUCCI; LOGHIN; SIQUEIRA, 2014). Na maioria dos
casos, os agentes bioldgicos sdo os responsaveis pelas lesdes, as bactérias podem acessar o
espago endodontico por meio de lesdes cariosas, exposigdes pulpares traumaticas e fraturas
(DIOGUARDI et al., 2019) causando infeccdes no espago endodontico, cujo tratamento
envolve a desinfec¢do dessas areas.

O tratamento endodontico atual baseia-se no preparo biomecadnico, no controle
microbiano e na finalizagdo com a obturacdo completa do sistema de canais radiculares
(PEREIRA et al., 2018). Porém, casos de insucesso endodontico ocorrem, entre outros motivos,
pela permanéncia dos microrganismos em localidades anatomicas inacessiveis aos instrumentos
e medicamentos, como tubulos dentindrios, istmos e outras irregularidades (POZOS-GUILLEN
etal., 2016).

Dentre os outros motivos que contribuem para a falha no tratamento endodontico,
prevalece a deficiéncia na desinfec¢do dos canais radiculares, atingindo 33,4% dentre os 66%
de casos gerais de complicacdes (NAGATA et al., 2020). Além de que, nos casos onde ha lesao
perirradicular instalada, que ocorrem devido a contaminagdo, aumentam - se as chances onde o
tratamento ndo ¢ concluido em somente um dia, variando de 59,3% a 93,9%, dentre alguns
estados brasileiros, os casos onde o paciente deve retornar ao consultério para dar continuidade
ao tratamento (NAGATA et al., 2020).

Além de que, casos clinicos de recidiva das infec¢des endodonticas relatados na literatura
(BARDALES-ALCOCER et al., 2021; FARAJOLLAHI et al, 2023; ASGARY;
PARHIZKAR, 2023) demonstram que o tratamento atual encontra muitos desafios devido a
complexa anatomia dos canais radiculares e pelo fato de que tais infec¢des sdo mediadas por
biofilme (GERGOVA et al., 2016). Diversos microrganismos sao responsaveis por esta
infecgdo, porém Enterococcus faecalis é a principal bactéria encontrada (SIQUEIRA; ROCAS,
2022; PRADA et al., 2019), devido sua capacidade de viver em ambientes relativamente
inadequados (CHANDRA et al., 2015). Por isso, ¢ essencial o desenvolvimento de novas

tecnologias para melhorar a desinfec¢do do espago endoddntico.



A iontoforese ¢ um sistema de corrente elétrica que facilita a penetracdo de firmacos em
tecidos bioldgicos (KALIA et al., 2004). A literatura descreve que a iontoforese melhorou o
potencial de desinfeccao das solugdes de cobre e iodeto de potassio aplicadas num modelo ex
vivo de dentes uniradiculares recentemente extraidos com a coroa removida (GERGOVA et al,
2016), porém a técnica utilizada ndo apresentou parametros que confirmem a segurancga em sua
aplicacdo, além de ndo informar qual tipo de eletrodo utilizado.

A iontoforese também tem sido estudada no fornecimento de nanoparticulas de quitosana
a incisivos humanos contaminados com Enterococcus faecalis (IONESCU et al., 2020),
utilizando eletrodos de ago inoxidavel. No entanto, as nanoparticulas sdo estruturas complexas
que poderiam obstruir os canais radiculares. Além disso, a iontoforese vem sendo estudada para
tratamento de hipersensibilidade, utilizando um eletrodo conectado a uma moldeira plastica
revestida com tiras de metal condutoras e um eletrodo de metal segurado pelo paciente
(KUMAR et al., 2018).

Nesse contexto, a iontoforese pode ser utilizada com moléculas de a¢do antimicrobiana
que tém caracteristicas fisico-quimicas favoraveis a sua aplicacdo, como o digluconato de
clorexidina e o brometo de domifeno.

O digluconato de clorexidina ¢ amplamente utilizado na endodontia, devido a acdo
antimicrobiana, além disso, apresenta alta solubilidade em meio aquoso e capacidade de se
dissociar em cations. De forma semelhante, o brometo de domifeno, um sal de amonio
quaternario, apresenta alta solubilidade em 4gua, carater catidénico permanente e atividade
antimicrobiana de amplo espectro. Essas propriedades fisico-quimicas, especialmente a
natureza cationica de ambas as moléculas, favorecem sua aplicagdo por iontoforese,
principalmente pelo mecanismo de eletromigracdo, podendo contribuir para o aumento da
penetracao dessas substancias nos canais radiculares e tibulos dentinarios e, consequentemente,
potencializando a desinfec¢ao dessas estruturas.

Este trabalho propde a aplica¢do da iontoforese com essas substincias para aumentar sua
penetragdo nos canais radiculares de dentes humanos, visando a desinfeccdo do espago
endodontico. Além disso, busca realizar uma prova de conceito com o azul de metileno, um
corante cationico e hidrossoluvel, cujas propriedades também favorecem sua aplicagao por
iontoforese.

Dessa forma, a aplicagdo da iontoforese visa auxiliar o tratamento endodontico, reduzindo
a probabilidade de gerar lesdes periapicais futuras decorrentes da persisténcia da infec¢ao, bem

como indices de retratamento.



2. Objetivos

2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho ¢ avaliar o papel da iontoforese no aumento da penetracao

do digluconato de clorexidina ¢ do brometo de domifeno nos canais radiculares e tibulos

dentinarios de dentes humanos, visando auxiliar o tratamento endodontico.

2.2 Objetivos especificos

Executar prova de conceito para avaliar o papel da iontoforese no aumento da penetracao de
azul de metileno nos canais radiculares e tiubulos dentinarios de dentes bovinos;
Determinar a resisténcia elétrica dos dentes humanos;

Avaliar a intensidade de absorbancia do digluconato de clorexidina e do brometo de
domifeno frente a corrente clétrica;

Desenvolver um modelo inovador para aplicagdo de iontoforese dentaria em dentes
humanos;

Avaliar a influéncia de diferentes materiais de eletrodos na acao da iontoforese;

Avaliar a possibilidade de utilizar sistema tampao para manutengdo do pH;

Executar ensaios de concentragdao inibitdéria minima, concentragdo bactericida minima,
curva de tempo de morte (Time-Kill) do digluconato de clorexidina e do brometo de

domifeno contra Enterococcus faecalis,

Avaliar in vitro a agdo antimicrobiana do digluconato de clorexidina e do brometo
de domifeno contra Enterococcus faecalis de forma passiva (sem iontoforese) e ativa (com
iontoforese);

Desenvolver biofilme de Enterococcus faecalis nos canais radiculares de dentes humanos;
Avaliar ex vivo a agdo antimicrobiana do digluconato de clorexidina e do brometo de domifeno
contra biofilme de Enterococcus faecalis de forma passiva (sem iontoforese) e ativa (com

iontoforese).



3. Revisao da literatura

3.1 Estrutura do dente e anatomia dos canais radiculares

A estrutura do dente ¢ baseada em esmalte, dentina e polpa (Fig. 1) (MIRANDA et al.,
2023). O esmalte ¢ uma estrutura resistente que consiste em 96% de hidroxiapatita de calcio e
4% de matéria organica e agua (NANCI, 2018). Sob a camada de esmalte, a dentina ¢ uma
estrutura conjuntiva mineralizada e avascular composta por 70% de hidroxiapatita, 20% de
matéria organica e 10% de agua (NANCI, 2018). A matéria organica da dentina é composta por
colageno tipo I, tipo III e tracos de colageno tipo V e tipo VI (NANCI, 2018). A caracteristica
mais distinta da dentina sdo os tiibulos dentinérios (Fig. 2), uma rede de canais que se estende
radialmente da polpa em dire¢cdo a juncdo amelo-dentina e ao cemento. Essas estruturas
desempenham fun¢des como hidratacdo do dente, além de funcionarem como um canal para

transducao de sinais fisicos para respostas sensoriais (AROLA et al., 2017).
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Figura 1. Estrutura do dente (MIRANDA et al., 2023).

A distribui¢do dos tubulos dentinarios ¢ irregular na dentina, eles iniciam-se na borda
polpa-dentina e cruzam-na em linha reta proximo a raiz do dente e em forma de S na regiao
coronal em direcao a jungdo dentina-esmalte. Os didmetros dos tubulos variam de 2,5 pm
proximo a parede pulpar a 0,8 pm a cerca de 3,3 mm dela. Conseqiientemente, sua densidade
diminui de cerca de 45.000 mm 2 tabulos para 19.000 mm 2 tibulos da coroa a raiz (AROLA
etal.,2017;JUD etal., 2016; GARBEROGLIO; BRANNSTROM, 1976).



"

Figura 2. Tubulos dentinarios (PANAGAKOS; SCHIFF; GUIGNON, 2009).

A polpa, estrutura envolvida pela dentina, ¢ um tecido conjuntivo (NANCI, 2018)
amplamente inervado e vascularizado (YU; ABBOTT, 2007). Ela tem inicio na camara pulpar,
na regido coronal do dente, e tem continuidade nos canais radiculares. Essas estruturas
terminam no forame apical, onde se encontra o periodonto, e ¢ por onde 0s nervos e 0s vasos
sanguineos saem do dente, entrando em contato com a circulacao sistémica (NANCI, 2018).

Os canais radiculares possuem uma estrutura complexa, pois além do canal radicular
principal, existem canais laterais e acessorios que podem se estender da polpa até o periodonto
e ocorrem 73,5% na regido apical, 11,4% na regido média e 6,3% na regido cervical. Além da

presenca de delta apicais na regido do forame apical (Fig. 3) (VERTUCCI, 2005).

Root Canal —

Pulp Cavity

Furcation Canal

Pulp Chamber-

Roof of Pulp Chamber

Figura 3. Principais componentes anatdmicos do sistema de canais radiculares (VERTUCCI,

2005).

Na maioria dos casos, o nimero de canais radiculares corresponde ao numero de raizes,
mas uma raiz de formato oval pode ter mais de um canal. Além disso, quase todos os canais
radiculares sdo curvos, podendo até ter formato de “S”. Essas curvaturas podem causar
problemas durante a modelagem e a desinfecg¢do, pois nao sdo evidentes em uma radiogradia
padrdao (VERTUCKCI, 2005).

Na denti¢ao humana, uma ampla gama de variagdes anatdmicas em cada tipo de dente foi
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relatada em termos de ntimero e formato de raizes e canais radiculares, como mostra a figura 4.
Um estudo mais recente mostra uma nova classificagdo, onde € possivel concluir que a anatomia

dos canais radiculares ¢ ainda mais complexa (AHMED et al., 2016).

Type | Type Il Type lll Type IV
(1-1) (2-1) (1-2-1) (2-2)
) } )
Type V Type VI Type VIl Type Vill

(1-2) (2-1-2) (1-2-1-2) (3-3)

Figura 4. Representacao diagramatica da classificacao de Vertucci para morfologia do canal radicular. Tipo
I: um uinico canal da camara pulpar ao apice. Tipo II: dois canais separados saindo da camara pulpar, mas unindo-se
no apice para formar um canal. Tipo III: no canal que sai da camara pulpar, dividindo-se em dois dentro o corpo
da raiz e fundindo-se novamente para sair como um canal. Tipo IV: dois canais separados e distintos da camara
pulpar até o apice. Tipo V: um canal saindo da camara pulpar e dividindo-se antes do &pice em dois canais
separados e distintos no forame apical. Tipo VI: dois canais separados saindo da camara pulpar, fundindo-se no
corpo da raiz e redividindo-se em dois canais distintos no apice. Tipo VII: um canal saindo da camara pulpar,
dividindo-se e depois reunindo-se dentro do corpo daraiz e, finalmente, redividindo em dois canais distintos abaixo
do apice. Tipo VIII. Trés canais separados e distintos da camara pulpar para o apice (VERTUCCI; SEELIG;
GILLIS, 1974; AHMED et al., 2016).

3.2 Microbiologia das infeccoes endodonticas

As infecgdes endodonticas sdo classificadas em infeccdo primdria e secundaria. A
infeccdo primadria € caracterizada por polpa dentéria inflamada e infec¢ao do canal radicular por
microorganismos de diversas espécies. Ja a infec¢@o secundaria ou reinfecgdo pds-tratamento,
que pode ocorrer como uma infeccdo emergente, persistente ou recorrente, desenvolve-se
novamente nos dentes apds uma aparente cura por um tratamento anterior (NEELAKANTAN
etal., 2017).

Nas infec¢des endodonticas primarias, as espécies de bactérias Gram-negativas mais

encontradas sdo Fusobacterium nucleatum, Dialister spp., Porphyromonas endodontalis,



Porphyromonas gingivalis, Prevottela spp., Tannerella forsythia e Treponema spp. Ja as
bactérias Gram-positivas sdo Parvimonas micra, Filifactor alocis, Pseudoramibacter

alactolyticus, Olsenella uli, Actinomyces spp., Streptococcus spp., Propionibacterium spp.,

e Cutibacterium acnes (SIQUEIRA; ROCAS, 2022).

As infec¢des secundarias também sdao mistas, porém com uma microbiota menos
diversificada do que dentes com doenga primadria, especialmente aqueles com obturacdes
radiculares adequadas, mas dentes com tratamentos anteriores inadequados apresentam riqueza
bacteriana semelhante a dentes com infecgdes primarias (SIQUEIRA; ROCAS, 2022).

Cocos e bastonetes Gram-positivos, como Streptococcus spp., Enterococcus spp.,
Peptostreptococcus spp., € Actinomyces spp. prevalecem no sistema de canais radiculares
durante uma infec¢io secundaria (SAKKO; TTADERHANE; RICHARDSON, 2016).

Enterococcus faecalis ¢ um coco Gram-positivo anaerobio facultativo e tem sido o
principal microrganismo endontrado em infec¢des secundarias (SIQUEIRA; ROCAS, 2022;
PRADA et al., 2019), pelo fato de que também forma biofilme e vive em um ambiente
relativamente inadequado (CHANDRA et al., 2015) sem nutrientes. Além disso, comumente
exibe resisténcia contra medicamentos intracanais e irrigantes, alta salinidade (PRADA et al.,

2019) e pHs alcalinos (SAKKO; TJADERHANE; RICHARDSON, 2016).

3.3 Biofilmes

Biofilmes sdo comunidades de microrganismos rodeadas por uma matriz
polissacaridica extracelular uniforme autoproduzida (COSTERTON et al., 1995) aderida a
superficies bioldgicas ou ndo bioldgicas (CHARACKLIS, 1981). O processo de adesdo varia de
acordo com os fatores de viruléncia de cada espécie (COSTERTON et al., 1995).

Ap6s adesdo na superficie dos canais radiculares (PRADA et al., 2019), as bactérias se
multiplicam, levando a formagao de microcoldnias que, por sua vez, crescem e produzem uma
substancia polimérica extracelular por quorum sensing e, na ultima etapa, as bactérias se
dispersam do biofilme formado e iniciam um novo ciclo em outros locais (MAHAMUNI-
BADIGER et al., 2020). A adesdo das bactérias depende da rugosidade, hidrofobicidade ou
hidrofilicidade, porosidade e topologia dos poros da superficie (MAHAMUNI-BADIGER et
al., 2020).

Nas infec¢des endodonticas, os biofilmes sdo encontrados nas paredes dos canais
radiculares e tibulos dentinarios, aumentando as chances de biofilme residual apds o tratamento

e, portanto, de recorréncia (GERGOVA et al., 2016).



Além disso, os biofilmes conferem resisténcia ao tratamento endodontico, pois protegem
as bactérias dos irrigantes e medicamentos intracanal devido a alta densidade celular bacteriana
envolvida pela matriz polimérica extracelular em comparacao com as bactérias planctonicas
(NEELAKANTAN et al., 2017). Além disso, a possibilidade de formagdao de biofilme
multiespécies aumenta ainda mais a dificuldade de tratamento (GRANDE; PUCA; MURARO,
2020). Como as infec¢des dos canais radiculares sdo mediadas por biofilme, o sucesso do
tratamento depende da capacidade da intervengdo escolhida para desestrutura-las de forma

eficiente (NEELAKANTAN et al., 2017).

3.4 Tratamento convencional

O principal objetivo do tratamento endododntico ¢ a redugdo significativa da carga
microbiana no sistema de canais radiculares (NAGATA et al., 2020) eliminando os
microrganismos ou tornando o ambiente inadequado para o crescimento microbioldgico. As
etapas basicas do tratamento convencional envolvem preparo biomecanico, controle

microbiano e obturagdo de canais radiculares (PEREIRA et al., 2019).

3.4.1 Pulpotomia e pulpectomia

As alteragdes pulpares inflamatorias (pulpites) podem ser classificadas em reversiveis ou
irreversiveis (RICUCCI; LOGHIN; SIQUEIRA, 2014). A pulpite reversivel ¢ uma condig¢ao
clinica na qual a viabilidade e a fung¢do pulpar podem ser mantidas, com remogao apenas parcial
da polpa, procedimento chamado de pulpotomia (SANTOS et al., 2021) (Fig. 5). A pulpite
irreversivel caracteriza o estdgio avancado da inflamacdo. A polpa estd sob agressdo e apenas
aremocao do agente patogénico ndo € suficiente para cessar a dor, ou seja, a polpa ndo apresenta
condigdes de voltar ao estado de normalidade ap6s a remogao da causa (RICUCCI; LOGHIN;
SIQUEIRA, 2014). A pulpectomia (Fig. 5), caracterizada pela remog¢ao completa da polpa, é o
tratamento recomendado nesse caso (RICUCCI; LOGHIN; SIQUEIRA, 2014).

Nos casos em que a pulpite irreversivel ndo ¢ tratada, pode evoluir para necrose pulpar
(LEVIN et al., 2009) e casos em que outras medidas resolutivas sdo necessarias como (i)
cirurgia endodontica, (ii) extragdo dentaria, (iii) hemisecc¢do ou (iv) reimplante (YAMAGUCHI

etal., 2018).
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Figura 5. Representagdo da (A) pulpotomia e da (B) pulpectomia (MIRANDA et al., 2023).

3.4.2 Preparo biomecanico

O preparo biomecanico (Fig. 6) ¢ realizado com limas manuais ou rotatorias de diferentes
tamanhos (AMORIM et al., 2022) que sao utilizados de acordo com o tipo de dente que esta
sendo tratado (LIANG; YUE, 2022). A funcao desse preparo ¢ remover o tecido pulpar e
residuos necroéticos, eliminando agentes bioldgicos e patdogenos do canal radicular enquanto ele
esta sendo alargado e moldado (CAYO-ROIJAS et al., 2021; CHALLAGULLA et al., 2023).
Dentre as limas manuais encontram-se as limas tipo K e Hedstroen, removendo a polpa
infectada e criando espago para os irrigantes (RICUCCI et al., 2014). J& as limas rotatorias de
niquel-titanio (NiT1i) podem ser utilizadas de forma manual ou motorizada (FROTA etal., 2013)
e funcionam com a técnica de forga balanceada, em que o canal radicular ¢ preparado por
diferentes angulos de rotagdo, no sentido anti-horario para cortar a dentina e no sentido horario
para remover os detritos remanescentes (LIANG; YUE, 2022). Dessa forma, o canal radicular ¢

desinfectado, alargado e moldado para o processo de obturagao.

Figura 6. Preparo biomecéanico.



3.4.3 Substancias irrigadoras e medicamentos intracanal

Concomitante a utilizagao de limas no preparo biomecanico, sao utilizadas substancias
irrigadoras com atividade antimicrobiana para auxiliar na eliminagdo dos microrganismos €
para lubrificar os canais durante o processo (HAAPASALO et al., 2014).

O hipoclorito de s6dio (NaOCl) ¢ o irrigante mais utilizado no tratamento endoddntico,
devido ao seu efeito antimicrobiano eficaz e capacidade de dissolugdao de tecidos. Suas
concentracgoes variam de 0,5% a 5,25% (RAVINANTHANAN et al., 2022; DIOGUARDI et al.,
2018; RUKSAKIET et al., 2020), sendo a concentracao de 2,5% a mais utilizada (RUKSAKIET
et al., 2020). Mesmo que concentragdes mais elevadas de NaOCl possam exercer atividade
antimicrobiana mais eficaz, elas podem levar ao aumento da citotocixidade e irritacao do tecido
periapical (RUKSAKIET et al., 2020).

Outra substancia utilizada ¢ o digluconato de clorexidina em concentracdo de 2%
(ARIAS-MOLIZ et al., 2015; SANTANA et al., 2020), com a vantagem de que a toxicidade ¢
consideravelmente menor que a do NaOCI (RUKSAKIET et al., 2020).

Agentes quelantes, como EDTA 17% e acido citrico 10% e 1%, apesar de ndo possuirem
atividade antimicrobiana, também sdo utilizados na endodontia com o objetivo de remover
residuos organicos dos canais radiculares, como o smear layer, resultantes do processo de
instrumentagao (KAUSHAL; BANSAL; MALHAN, 2020; DIOGUARDI et al., 2018). O etanol
95% também pode ser utilizado na fase final de desinfec¢@o dos canais radiculares para criar um
ambiente mais seco, 0 que permite uma maior profundidade de penetragdo de cimentos
endoddnticos no momento da obturagao (DIOGUARDI et al., 2018).

Além das substancias irrigadoras, medicamentos intracanal com atividade antimicrobiana
também sdo utilizados, eles sdo colocados no interior do canal radicular para inibir o
crescimento microbiano entre as consultas. Eles reduzem a inflamagdo e a dor, eliminam
o exsudato apical, controlam a reabsorcao radicular inflamatéria e previnem a
contaminacao entre as consultas (AHMAD et al., 2022).

O hidréxido de célcio ¢ o principal medicamento utilizado (MAIA et al., 2020;
KARAMIFAR; TONDARI, 2021; SARRAF et al., 2023). E uma base forte e seu
mecanismo de agdo envolve a dissociagdo idnica de ions Ca** e OH" (MOHAMMADI;
DUMMER, 2011), modificando os lipopolissacarideos da parede celular (AHMAD et al., 2022).
Alguns antibidticos também sdo utilizados, como a pasta tripla antibidtica, que ¢ composta por
metronidazol, ciprofloxacino e minociclina (MALU; KHUBCHANDANI, 2022). O
digluconato de clorexidina também pode ser usado nos casos de necrose pulpar (SANTANA et

al., 2020).
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3.4.4 Obturacdo
A obturagao (Fig. 7) tem o objetivo de preencher o sistema de canais radiculares para
fornecer um ambiente o mais hermético possivel, evitando futuras infiltragdes microbianas e
protegendo os tecidos perirradiculares de microrganismos remanescentes (TOMSON;
POLYCARPOU; TOMSON, 2014). Este processo ¢ alcancado com a utilizagdo de materiais
que podem ser modificados e adaptados a forma do sistema de canais radiculares, como Gutta-

percha e cimentos endodonticos (PIRANI; CAMILLERI, 2023).

Figura 7. Representagdo do canal radicular preenchido com Gutta-percha (FERRARI, 2019).

3.5 Complicacoes

A complexa anatomia dos canais radiculares torna a terapia endodontica desafiadora, pois
o preparo biomecanico, as solugdes irrigadoras e os medicamentos intracanal ndo alcangam de
maneira efetiva tamanho numero de irregularidades dos canais radiculares, bem como os tabulos
dentinarios (YAMAGUCHI et al., 2018). Além de que as infeccdes endodonticas sdo mediadas
por biofilme, dessa forma, ha permanéncia de microrganismos nessas localidades inacessiveis
(POZOS-GUILLEN etal., 2016) levando a falhas no tratamento.

As falhas do tratamento endodontico geram infec¢des que persistem apds o tratamento,
podendo evoluir para patologias como periodontite apical (SIQUEIRA et al., 2014) ou ainda
casos mais graves (YAMAGUCHI et al., 2018).

Ha diversos casos clinicos na literatura (ROZAINAH, N. A. G. N.; FARAH, A. N,;
KAROBARI, 2020; PEREZ, C.; FINELLE, G.; COUVRECHEL, 2020; KARAMIFAR;
TONDARI, 2021) relatando que os pacientes tiveram que retornar ao consultorio para refazer
o tratamento apds meses ou anos. As queixas mais comuns eram de dor exacerbada, além de

casos mais intensos em que a infecc¢do atingiu o nervo alveolar inferior, causando parestesia do
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labio inferior (RIYAHI; SAAD, 2018; BUCHANAN et al., 2023; PATEL et al., 2021). Outro
caso clinico mostrou que a paciente apresentou uma fistula na regido externa do rosto e, apos
diversos diagnosticos errados de diferentes profissionais, o profissional dentista constatou que
a causa era a recidiva de um tratamento de canal anteriormente realizado (SARRAF et al.,
2023).

Dessa forma, ha uma constante busca de novas tecnologias para melhorar a desinfec¢ao

do espago endoddntico.

3.6 Tecnologias utilizadas

Levando em consideracdo os desafios que a endodontia apresenta, algumas tecnologias
vém sendo estudadas para auxiliar o tratamento endodontico como (i) ultrassom, (ii) terapia
fotodinamica, (iii) laser (MIRANDA et al., 2023) e (iv) microscopio operatdrio
(BERGENHOLTZ 2016).

O ultrassom gera um movimento rapido dos irrigantes em um vortice circular ao redor
da lima vibratoria, definido como fluxo acustico (URBAN et al., 2017) com o objetivo de atingir
mais regides do espago endodontico, porém estudos mostram que o ultrassom foi mais eficaz
proximo a lima de vibragdo em comparagao com a regido apical (TSE; CHEUNG, 2020). Além
disso, a penetracao da solugdo de irrigacdo nos tubulos dentinarios também foi melhor nos
tercos cervicais do canal radicular do que nos tercos médio e apical (AKCAY ET AL., 2017).
A terapia fotodinamica utiliza um agente fotosensitizador para causar danos ao DNA do
microrganismo (DEMIDOVA; HAMBLIN, 2004) e foi eficaz contra Enterococcus faecalis
associada a digluconato de clorexidina 2%, no entanto, esse efeito foi inferior ao da
solugdo de irrigacdo de hipoclorito de sodio a 2,5% (SAMIEI ET AL., 2016), o que pode ser
explicado por uma possivel baixa difusdo do agente fotossensibilizador pelas irregularidades
do canal radicular e tibulos dentinarios (SOUZA ET AL., 2010).

O Er:YAG laser, acoplado a uma peca de mao, ativa a solugdo irrigante em uma técnica
de transmissao fotoacustica iniciada por fotons, removendo o smear layer (lama dentinéria)
decorrente da instrumentagao, e expondo os tubulos dentinarios por atividade fotomecanica ou
fotoablagdo da dentina. Como resultado, uma onda de choque fotoacustica significativa e
profunda ¢ criada, permitindo o movimento tridimensional dos irrigantes dentro dos canais
radiculares apenas aplicando a ponta na area coronal sem a necessidade de se aproximar das
areas apicais (DIVITO; LLOYD, 2012; WEN et al., 2021). Porém, um estudo mostra que a
penetragdo do azul de metileno e da indocianina verde nos canais radiculares ndo obtiveram

diferenca estatistica significativa, principalmente na regido apical, em compara¢do ao grupo
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controle, representado pela aplicagdo dos corantes sem o laser (KOSARIEH et al., 2021). Além
de que a aplicagdo do laser também ndo foi suficiente para remover biofilmes dos canais
radiculares (PETERS et al., 2011), o que mostra que a tecnologia ndo ¢ suficiente para atingir
todas as irregularidades do espago endodontico e necessita de aprimoramento.

J& o0 microscopio operatorio tem sido amplamente utilizado em endodontia e odontologia
operatdria e muitos progressos foram feitos usando essa tecnologia na melhoria dos resultados
da terapia de canal radicular e cirurgia endodontica (QIANG; ZHI, 2020), porém problemas
durante a instrumentagdo ainda podem ocorrer, mesmo com a tecnologia permitindo melhor
visualizacdo do espaco endodontico durante a instrumentagdo dos canais radiculares
(BUCHANAN et al., 2023; ONG, 2019; AL- MANEI, K; AL-MANETI, 2021).

Como foi possivel observar, essas tecnologias ainda apresentam desvantagens,
necessidades de aprimoramento e falhas na desinfec¢ao, principalmente na regiao apical. Entao,
esforcos sdo essenciais em implantar uma nova tecnologia, que seja eficiente e auxilie na
penetragdo de farmacos no sistema de canais radiculares, todas as suas irregularidades, e que

traga mais praticidade e conforto ao paciente.

3.7 Iontoforese

A iontoforese ¢ uma técnica ndo invasiva que se baseia na aplicacdo de uma corrente
elétrica moderada para aumentar a liberacdo de farmacos, carregados ou ndo, através de
membranas biologicas. Um dispositivo iontoforético baseia-se em uma fonte de energia e dois
compartimentos referentes aos eletrodos positivo (anodo) e negativo (catodo) (KALIA et al.,
2004).

Os eletrodos mais utilizados na iontoforese podem ser classificados como eletrodos
inertes, que sdo de materiais como ago inoxidavel, platina, carbono ou aluminio, e eletrodos
reversiveis, como os de prata e cloreto de prata (Ag/AgCl). Os eletrodos inertes ndo participam
das reacgoes eletroquimicas, mas provocam hidrolise da 4gua, podendo alterar o pH da solugdo
doadora de farmaco, aumentando a concentragdo de ifons H" que competem com o farmaco
positivamente carregado, diminuindo seu nimero de transporte (KALIA et al., 2004). Ja as
trocas eletroquimicas dos eletrodos de Ag/AgCl ocorrem em uma voltagem inferior a necessaria
para causar hidrélise da 4gua (PANCHAGNULA et al., 2000; KALIA et al., 2004).

A iontoforese pode ocorrer através de mecanismos como eletromigracdo e eletrosmose
(GRATIERI; KALARIA; KALIA, 2011). A eletromigragao refere-se ao movimento ordenado
dos ions na presenga de uma corrente elétrica aplicada, onde a formulacdo com o farmaco

ionizado € colocada no compartimento do eletrodo de mesma carga, enquanto o eletrodo de
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retorno ¢ colocado em outro local do corpo para que o circuito elétrico seja completo (KALIA
et al., 2004). Ja a eletrosmose estd relacionada ao fluxo de um volume de solvente e
movimentagdo de contra-ions quando uma diferenca de potencial elétrico ¢ aplicada. Se a
membrana biologica estd carregada negativamente, por exemplo, o transporte de cations ¢
favorecido, na tentativa de neutralizar as cargas negativas desta membrana (KALIA et al.,

2004). Os mecanismos de eletromigracao e eletrosmose estdo ilustrados na figura 8.
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Figura 8. Funcionamento da iontoforese utilizando eletrodos de Ag/AgCl (KALIA et al., 2004).

Levando em consideracdo que a iontoforese ja se apresenta de forma promissora,
aumentando a penetragdo de substancias em outras membranas bioldgicas (GRATIERI et al.,
2014), seu uso também pode ser promissor na endodontia, aumentando a distribuicdo de
substancias antimicrobianas nos canais radiculares e outras irregularidades, e melhorando a
desinfeccdo do espago endodontico (GERGOVA et al, 2016; IONESCU et al., 2020).

A literatura descreve, em estudo in vitro, a utilizagdo combinada de nanoparticulas de
quitosana e iontoforese, evidenciando aumento da atividade antibiofilme dessas nanoparticulas
e melhora na desinfec¢do dos canais radiculares nas regides cervical, média e apical do dente
(IONESCU et al., 2020). Dessa forma, a iontoforese tem se mostrado uma estratégia nao
invasiva promissora para a desinfec¢ao do espago endoddntico.

Entretanto, nesse mesmo estudo, a iontoforese foi realizada utilizando eletrodo de ago
inoxidavel inserido no interior do canal radicular, enquanto o eletrodo de retorno foi
posicionado em uma estrutura que simulava o ligamento periodontal. O ago inoxidavel
caracteriza-se como um eletrodo inerte, podendo promover a hidrélise da dgua e gerar ions

hidronio e hidroxila, os quais competem com o farmaco ionizado, reduzindo seu nimero de
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transporte.

Outro estudo demonstrou que a iontoforese potencializou a acdo do iodeto de potassio,
do cobre ¢ do hidroxido de calcio na desinfec¢ao de canais radiculares humanos extraidos.
Nesse experimento, os dentes foram posicionados com as raizes inseridas em tubos do tipo
Eppendorf acoplados a um suporte, contendo caldo Brain Heart Infusion, no qual foi inserido o
eletrodo de retorno. Um fragmento de algoddo embebido nas solu¢cdes medicamentosas foi
introduzido no interior do canal radicular do dente infectado e conectado ao outro polo do
dispositivo por meio de clipes e fios, funcionando como eletrodo ativo (GERGOVA et al.,
2016).

A partir desses achados, observa-se que a iontoforese apresenta potencial promissor na
desinfeccao de canais radiculares, contudo, ainda carece de padronizacao quanto a sua forma
de aplicacao.

Portanto, para aproveitar ao maximo a iontoforese, ainda sdo necessarios estudos que
tornem essa tecnologia mais segura e com melhor aplicabilidade clinica, incluindo a definigdo
adequada dos parametros que influenciam a distribuicdo de medicamentos no espago
endodontico, a identificagdo das moléculas mais apropriadas para essa finalidade, bem como a
padronizagdo de eletrodos bem definidos, que garantam maior seguranga e eficacia no

procedimento.

3.8 Digluconato de clorexidina

A clorexidina ¢ uma molécula bésica e hidrofobica (GREENSTEIN; BERMAN; JAFFIN,
1986), de pKa 10,8 (DRUGBANK, 2025), porém a preparagao oral mais comum, o digluconato
de clorexidina (CHX) (MM = 897.8 g/mol) (PUBCHEM, 2026) (Fig. 9), ¢ soluvel em agua (0,8
mg/mL) (DRUGBANK, 2026) e dissocia-se em cations quando em solu¢do aquosa, o que esta
intimamente relacionado ao seu mecanismo de agio (MOHAMMADI; ABBOTT, 2009).

Essas cargas positivas liberadas interagem com as cargas negativas da parede celular
bacteriana, alterando seu equilibrio osmotico, causando lise do microrganismo
(MOHAMMADI; ABBOTT, 2009; Yan et al., 2021). A substantividade do CHX depende do
numero de moléculas exposto a superficie dentinaria (MOHAMMADI; ABBOTT, 2009),
portanto em concentracdes mais elevadas (2%) possui atividade antibacteriana e, em
concentragdes mais baixas (0,2%), sua atividade ¢ bacteriostatica (RUKSAKIET et al., 2020;
MOHAMMADI; ABBOTT, 2009).

As caracteristicas fisico-quimicas de solubilidade e liberagdao de cations em solucao

aquosa tornam essa molécula favoravel a aplicacao da iontoforese.
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Figura 9. Molécula do digluconato de clorexidina (GARCIA et al., 2017).

3.9 Brometo de domifeno

O brometo de domifeno (BD) (MM =414.5 g/mol) (PUBCHEM 2026); (Fig. 10) também
¢ uma molécula favoravel a aplicagdo iontoforética, pois além de ser soluvel em agua (1000
mg/mL) (PUBCHEM 2026), ¢ um sal de amonio quaternario, com acdo antimicrobiana e
antibiofilme de amplo espectro em baixas concentracdes (HU et al., 2021; TITS et al., 2020)
contra uma ampla gama de bactérias gram-positivas, gram- negativas e fungos (KULL et al.,
1971; TITS et al., 2020), por isso, pode ser usado no tratamento de infec¢des bacterianas e
fungicas como faringite, candidiase e feridas orais (CHEN et al., 2024).

Os compostos de amdnio quaternario apresentam um atomo de nitrogénio central ligado
a quatro grupos organicos € um ion carregado negativamente. Essa configura¢dao confere uma
carga positiva permanente ao atomo de nitrogénio, tornando esses compostos catidnicos por
natureza, independente do pH do meio (FEDOROWICZ, J; SA, CZEWSKI, 2024).

Os sais de amoénio quaternario podem ter seus mecanismos de ac¢do baseados em
interacdo com o DNA ou com a proteina FtsZ do microrganismo, inativacao de enzimas ou
degradacdo de proteinas celulares (DAN et al., 2022; ANVISA, 2021).

E uma molécula utilizada no exterior em cosméticos, pastas de dentes, enxaguatorios
bucais, antiséptico e anti-placa. Além de ser comercializado para uso profilatico e tratamento
de infeccdes de boca e garganta em concentragdo de 0,1% (COUNCIL OF EUROPE
PUBLISHING, 2008).
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Figura 10. Molécula do Brometo de Domifeno (COUNCIL OF EUROPE PUBLISHING, 2008)

4. Materiais e métodos

4.1 Materiais

Os dentes bovinos foram obtidos no frigorifico Nippobras (Formosa, Brasil). Os

dentes humanos foram obtidos no Hospital Universitario de Brasilia, gentilmente cedidos por

pacientes que precisaram realizar extracdo dentédria sob indicacdo terapéutica e assinaram o

termo de consentimento livre e esclarecido. O projeto foi aprovado pelo comité de ética em

pesquisa da Faculdade de Ciéncias da Saude da Universidade de Brasilia sob o nimero

76997223.5.0000.0030 para utilizacdo de dentes humanos extraidos sob indicagao terapéutica.

4.2 Delineamento do estudo

Objetivo especifico

Executar prova de conceito
para avaliar o papel da
iontoforese no aumento da
penetragao de azul de metileno

S C—

—

Metodologia
Aplicagdo passiva e iontoforética
do corante azul de metileno em

dentes bovinos, seguida de
avaliagao da penetragao por
microscopia optica

Meta a ser alcangada
Verificar se a iontoforese
aumenta a penetragio de
substancias nos canais
radiculares e tubulos
dentinarios

o Objetivo especifico ( Metodologia I Meta a ser alcancada
D a resi —» D daresistincia —p D de
elétrica dos dentes humanos elétrica de dentes humanos seguranga para aplicagao
com base na Lei de Ohm da iontoforese
Objetivo especifico Metodologia ‘ Meta a ser alcangada
Avaliar a intensidade de | Aplicagdo de iontoforese Verificar se as moléculas
absorbancia do digluconato | (2 mA por 30 minutos), seguida mantém sua il

de clorexidina e do brometo
de domifeno frente a
corrente elétrica

de andlise da absorbéncia das
solugBes antes e apds a
exposigio a corrente elétrica J

@  Objetivo especifico
Desenvolver um modelo
inovador para aplicagao de
iontoforese dentaria em
dentes humanos

e Objetivo especifico
Avaliar a influéncia de
diferentes materiais de
eletrodos na agéo da

iontoforese

Metodologia
Desenvolvimento e adaptagio
de modelo experimental para [~

aplicagdo de iontoforese
dentaria

Metodologia ‘
Avaliagio comparativa de
eletrodos de ago inoxidavel,
niquel-titanio, AgIAgCI e fio de
prata pura/AgCl em dentes
bovinos e humanos, utilizando
azul de metileno como marcador
e analise da penetragao por
ia optica

3

Objetivo especifico
Avaliar a possibilidade de
utilizar sistema tampao para
manutengao do pH

—

Metodologia
Avaliagéo de permeagao passiva
e iontoforética em pele suina, na
presenca e auséncia de sistema

J

tampéo
\
¥ p
o Objetivo especifico Metodologia

Executar ensaios de CIM,

estrutural apés aplicagdo
da corrente elétrica

Meta a ser alcangada
Obter um modelo aplicavel
clinicamente e ajustavel
conforme os resultados
experimentais

Meta a ser alcancada

Identificar o material mais
adequado com base nas
propriedades eletroquimicas
e eficiéncia

Determinagao da concentragéo

\

Meta a ser alcancada
Verificar a capacidade de

do pH,
frente ao uso de eletrodos
inertes

Meta a ser alcangada
Caracterizar o perfil

CBM e Time-Kill do digluconato  —3  jibitéria minima, cc
de clorexidina e do brometo de icida minin
domifeno contra Enterococcus bactencicaminiingl6 cutvalce
£ lis tempo de morte
3 : ~ -
o Objetivo especifico Metodologia )
Avaliar in vitro a agdo Realizagéo de ensaios de
doCHXeBD =¥  macrodiluicdo adaptados,
de forma passiva e ativa com e sem aplicagéo de
(com iontoforese) iontoforese )
e = \
T ; Metodologia
° Objstivo especlﬁco Inoculagéo de suspenséo de
Desenvolver biofiime de Enterococcus faecalis em
Enterococcus faecalis em dentes humanos extraidos
canais radiculares \__para formagéo de biofilme )
¥ e B
@ Objetivo especifico Metodologia

Avaliar ex vivo a agdo
antimicrobiana do CHX e BD
contra biofilme, com e sem
iontoforese

-

Instrumentagéo dos canais
radiculares com aplicagos das
solugdes antimicrobianas a cada

troca de lima, seguida de preparo |

&

dos espécimes para andlise por
microscopia eletrénica de
varredura (MEV)

J

das
frente ao microrganismo

Meta a ser alcangada
Verificar se a iontoforese
potencializa a agdo
antimicrobiana das moléculas

Meta a ser alcangada
Estabelecer um modelo
confiavel para
estudos ex vivo

Meta a ser alcangada
Verificar se a iontoforese
aumenta a penetragdo e a
eficacia antimicrobiana nas
regides cervical, média e
apical
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4.3 Prova de conceito em dentes bovinos

A prova de conceito teve como objetivo avaliar a penetragao do corante azul de metileno
em canais radiculares e tubulos dentinarios de dentes bovinos de forma passiva (sem
iontoforese) e de forma ativa (com iontoforese). O azul de metileno (MM = 319.9 g/mol)
(PUBCHEM, 2026) ¢ um corante cationico (JOHNSON et al., 1998), altamente solivel em
agua (43,6 mg/mL) (PUBCHEM, 2026), o que o torna uma molécula adequada para aplicacdes
associadas a iontoforese. Nesse contexto, sua condugao ocorre principalmente por meio do
mecanismo de eletromigragdo, favorecendo o deslocamento do corante através das estruturas

dentinarias sob a influéncia de um campo elétrico.

4.3.1 Desenvolvimento de prototipo

Um modelo bicompartimental personalizado foi produzido por impressdao 3D (KS Motor
KS42STH40-1204* Voolt3D - Santo André, Brasil), com filamento ABS (D3M - Belo
Horizonte, Brasil), e dimensdes de 8cm de comprimento e 3,5cm de largura e de altura. Os
orificios para acomodar o dente bovino e o eletrodo de retorno foram desenvolvidos com
diametro de 2cm e 1cm respectivamente.

Um recipiente para acoplar o dente e o eletrodo foi desenvolvido com silicone de
condensa¢do em dimensdes suficientes para abrigar essas estruturas e manter o dente imerso na
solucdo salina colocada no interior do modelo bicompartimental, permitindo a passagem da

corrente elétrica (Fig. 11).

A

& Bi
¢

Figura 11. Estruturas desenvolvidas para execu¢do da prova de conceito em dentes bovinos. (A) modelo
bicompartimental produzido por impressdo 3D para acoplar o dente e o eletrodo de retorno, bem como ser
preenchido com solucdo salina. (B) recipiente desenvolvido com silicone de condensacdo para abrigar o dente € o

eletrodo.
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4.3.2 Preparo de eletrodos de prata e cloreto de prata para aplica¢do de iontoforese

O cloreto de prata (99%), fio de cloreto de prata (99%) e fio de platina (99,9%) foram
adquiridos da Sigma- Aldrich (Steinheim, Alemanha).

Eletrodos de prata e cloreto de prata (Ag/AgCl) foram inicialmente utilizados. Tais
estruturas foram preparadas com um cadinho de porcelana e uma lamparina, derreteu-se uma
quantidade de AgCl suficiente para cobrir a extremidade dobrada de um fio de prata. Apos o fio
de prata ter sido imerso trés vezes, ele foi totalmente coberto por cloreto de prata solidificado,

obtendo-se assim os eletrodos negativos (catodos) (Fig. 12) (SA, 2015).

Fio de praIa 1 3

Imersdo da algaem
AgCl fundido (3x)

- Depdsito de AgCl

[

Figura 12. Representagdo esquematica do preparo do eletrodo de AgCl. 1: fio de prata com alga moldada

na ponta; 2: imersio da alga em AgCl fundido; 3: eletrodo de AgCl pronto (SA, 2015).

J& os eletrodos positivos (anodos) foram preparados através de uma reagdo redox
catalisada por corrente elétrica, onde o eletrodo de AgCl foi conectado ao terminal negativo da
fonte geradora de corrente, e um fio de platina foi conectado ao terminal positivo da mesma
fonte, imerso em solugdo salina saturada. A corrente aplicada foi de 0,5 mA por 24 horas e
fornecida pela fonte de alimentacdo Futron Data modelo ACC200.2.20 (Campinas, Brasil).
Neste momento, o eletrodo de AgCl foi reduzido a prata metalica, formando assim o eletrodo

de prata (Fig. 13) (SA, 2015).
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Figura 13. Representacdo da reacdo de reducdo do eletrodo de AgCl para formar o eletrodo de Ag.
(Adaptado de SA, 2015).

4.3.3 Avaliagdo do papel da iontoforese dentaria

Trinta e trés dentes incisivos bovinos saudaveis foram escolhidos para a prova de
conceito. As amostras foram descontaminadas com hipoclorito de sodio a 2,5%. As coroas
foram removidas e armazenadas em d4gua destilada. Foram selecionados dentes de
aproximadamente 2 cm de comprimento ¢ 1 cm de didmetro para garantir maior homogeneidade
entre os espécimes.

O azul de metileno foi obtido da Vetec (Rio de Janeiro, Brasil). Todas as solucdes foram
preparadas usando agua ultrapura fornecida pela Millipore (llkirkirch-Graffenstaden, Franga).
O silicone de condensacao foi obtido da Yller Biomaterials (Pelotas, Brasil).

Uma solucao aquosa de azul de metileno foi preparada a 200 ug/mL, pH 7,0. Além disso,
para garantir o numero minimo de ions necessarios para carregar a corrente elétrica durante os
pontos de tempo de aplicacdo especificados, cloreto de sddio foi adicionado a solucio de azul
de metileno (solu¢do doadora), de acordo com a equagdo 1, onde 7 ¢ o numero de mols
necessarios para transportar a corrente elétrica, i ¢ a corrente elétrica continua e constante em
amperes, ¢ ¢ o tempo em segundos e F refere-se a constante de Faraday (96.500 C).

i (A)xt(s) Eq.1
F(O)

A solug¢do doadora de azul de metileno foi aplicada em toda a extensdo de canais
radiculares bovinos, cujos forames apicais foram ocluidos com filme termoplastico para evitar
o extravasamento da solu¢do, com uma agulha seringa de 1 mL (Fig. 14), e um volume extra
foi aplicado no recipiente para que o eletrodo positivo pudesse permanecer imerso na solugao.

A iontoforese foi aplicada a 0,5mA por 5 e 15min e 1,5 mA por 5 e 15 min. Esses os

valores foram estabelecidos com base em dados encontrados na literatura (GERGOVA et al.,
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2016; KUMAR et al., 2018; IONESCU et al., 2020) e comparados com a aplicagdo passiva do
corante por 5 e 15min. O eletrodo positivo (anodo) foi imerso na solu¢do doadora sem colocé-
lo dentro do canal radicular ou tocar no dente, e o eletrodo de retorno (catodo) foi posicionado

no compartimento com a solucao salina (Fig. 14).

Figura 14. Modelo bicompartimental personalizado produzido por impressio 3D. (A) Modelo
bicompartimental permitindo o posicionamento dos eletrodos e do recipiente verde contendo o dente e a solugdo
de azul de metileno. (B) Aplicagdo de solug@o de azul de metileno no canal radicular bovino. (C) Azul de metileno

aplicagdo de iontoforese.

Imediatamente apds a iontoforese e a aplicagdo passiva do corante, cada dente foi cortado
transversalmente, com disco diamantado (Microdont — Sdo Paulo, Brasil) acoplado a um motor
odontolégico S1 (OdontoMega, Ribeirao Preto, Brasil), nos tergos cervical, médio e apical para
analise da penetragdo do corante em cada regido. Os cortes foram padronizados em
aproximadamente 3 mm abaixo do inicio de cada terco do dente para garantir a homogeneidade
entre os espécimes. As fatias foram feitas com espessura fina o suficiente para serem
posicionadas em uma lamina histoldgica e visualizado por microscopia optica (Fig. 15).

A analise microscopica foi realizada com aumento de 3,2x, permitindo visualizacao
completa da penetragdo do corante nos tibulos dentinarios. A distribui¢do radial do corante foi
medida usando o ImageJ software em escala de 1 mm em 4 regides diferentes da circunferéncia
do corante.

A andlise estatistica foi realizada com teste Shapiro-Wilk e multiplos testes T — um por
linha (andlises agrupadas) utilizando o Software GraphPad Prism®, versdo 7.02 (San Diego,

CA, EUA). O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
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Figura 15. Corte de dentes bovinos. (A) Sec¢des transversais do dente com disco diamantado acoplado a motor

odontologico. (B) Fatia dentdria em lamina histolégica.

4.4 Determinacio da resisténcia elétrica dos dentes humanos

Os dentes humanos foram descontaminados com hipoclorito de sodio a 2,5%,
autoclavados e armazenados em agua ultrapura.

Os grupos de dentes foram organizados em incisivos centrais, incisivos laterais, caninos,
primeiros e segundos pré-molares, primeiros e segundos molares e terceiros molares
mandibulares e maxilares. Sendo que os terceiros molares foram divididos ainda, em dentes
acessados e dentes ndao acessados. Dentes acessados sdo aqueles submetidos a abertura
corondria para permitir o acesso ao sistema de canais radiculares, enquanto dentes nao
acessados permanecem integros, sem qualquer intervencdo que exponha ou modifique sua
estrutura interna.

Os dentes ndo acessados foram posicionados no dispositivo desenvolvido para a prova de
conceito e a corrente elétrica foi aplicada por 0,5mA e 1,5mA com limas de ago inoxidavel, uma
em contato com o dente e a outra em contato com a solugao salina dentro do dispositivo. Ja nos
dentes acessados, uma das limas foi introduzida no canal radicular simulando o tratamento
convencional, visando a possivel reducao da resisténcia elétrica oferecida pelos espécimes ao
retirar parte da dentina, tecido que oferece baixa condutividade elétrica (SANDROLINI, 2013)
(Fig 16).

A resisténcia elétrica total do sistema e da 4gua foi calculada a partir a Lei de Ohm (Eq.
2), que mostra a relacdo entre a tensao, a corrente elétrica e a resisténcia de um circuito elétrico,
onde U ¢ a ¢ a tensdo elétrica (V), i € corrente elétrica (A) e R ¢ resisténcia do sistema
(HALLIDAY; RESNICK, 2010). Apos, a resisténcia elétrica dos dentes foi calculada a partir

do calculo de resisténcia equivalente considerando resistores em série, como mostra a equacao
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3. A resisténcia equivalente (Req) € utilizada para simplificar circuitos elétricos formados por
associacdo de resistores (HALLIDAY; RESNICK, 2010).
A analise estatistica foi realizada com teste Shapiro-Wilk, multiplos testes T — um por
linha (analises agrupadas), e € one-way ANOVA — comparando a média de cada coluna com a
média de todas as outras colunas (andalises agrupadas), utilizando o Software GraphPad Prism®,
versdo 7.02 (San Diego, CA, EUA). O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.
U=ixR Eq. 2

Req=R1+R2+---Rn Eq. 3

Figura 16. Determinacdo da resisténcia elétrica dos dentes. (A) Utilizagdo do modelo bicompartimental
personalizado em dente ndo acessado. (B) Utilizagdo da lima no interior do canal radicular em dente acessado. (C)

Introducdo da lima no canal radicular

4.5 Avaliacao da intensidade de absorbancia do digluconato de clorexidina e do
brometo de domifeno frente a corrente elétrica
Solugdes-mae hidroalcoolicas em proporcao 1:1 de digluconato de clorexidina (CHX) e

de brometo de domifeno (BD) foram preparadas a 100pug/mL.

As concentragdes de CHX e BD (Tabela 1) foram estabelecidas de acordo com a presenga
de grupos cromdéforos nas moléculas e, portanto, na capacidade do equipamento em detecta-las

(PAVIA et al., 2010).

CHX (ug/mL) BD (pg/mL)
0,5 100
2,5 110
5,0 120
10,0 130
15,0 140
20,0 150
25,0 160
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30,0 170

Tabela 1. Concentracdes de CHX e BD (ng/mL) para varredura em espectrofotdmetro UV-Vis.

Foi realizada varredura em espectrofotometro UV-Vis antes e apds aplicagao de

iontoforese a 2mA por 30min.

4.6 Desenvolvimento do modelo IontoBite para aplicacio de iontoforese dentaria
Considerando os resultados favoraveis ao uso da iontoforese, bem como os que afirmam
sua seguranca, um modelo inovador preliminar para aplicagdo da iontoforese dentéria in vivo

foi desenvolvido de acordo com a figura 17.

gy_i? f
—> 4
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Figura 17. Representagdo esquematica do modelo IontoBite. a. reservatorio do farmaco; b. visdo interna
da peca complementar; c. eletrodo positivo; d. visdo externa da pega complementar; e. eletrodo negativo e f. patch

adesivo.

4.7 Avaliacao da influéncia de diferentes materiais de eletrodos na acao da iontoforese

A anélise foi realizada em dentes bovinos e dentes humanos. As limas de niquel-titanio
(Pathfile) e aco inoxidavel (K-flexofile A 012C #15) foram obtidas da Dentsply Maillefer
(Ballaigues, Suica) e o gancho utilizado foi do localizador apical Finepex da Schuster (Santa

Maria, Brasil).

4.7.1 Dentes bovinos
Visando a possivel aplicabilidade clinica, instrumentos ja utilizados na endodontia
também foram usados como eletrodos (Fig. 18), como limas de ago inoxidavel e niquel- titanio,
que sao materiais ja bem conhecidos pelos profissionais endodontistas. Como eletrodo de
retorno foi utilizado um eletrodo de ago inoxidavel em forma de gancho pertencente ao

localizador apical, equipamento também ja usado pelos profissionais endodontistas. Além
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disso, o potencial de iontoforese também foi avaliado utilizando um fio de prata pura como
eletrodo positivo e AgCl como eletrodo de retorno.

Com base nos resultados dos testes realizados com os eletrodos de Ag/AgCl, a iontoforese
foi aplicada a 0,5mA por 15min e 1,5mA por Smin e as demais etapas do experimento foram
realizadas da mesma forma que com os eletrodos de Ag/AgCl (Fig. 17). Por se tratar de
eletrodos inertes, o pH das solu¢des de azul de metileno foi medido antes e apos as aplicagdes

iontoforéticas com as limas de aco inoxidavel e niquel-titanio.

Figura 18. Aplicagdo da iontoforese com o modelo bicompartimental personalizado, utilizando (A) lima
de aco inoxidavel, (B) lima de niquel-titdnio com gancho localizador apical como eletrodo de retorno e (C) fio de

prata pura com AgCl como eletrodo de retorno.

4.7.2 Dentes humanos

A metodologia utilizada com dentes humanos foi a mesma empregada com dentes
bovinos no item 4.6.1. No entanto, considerando a competicao idnica pelo transporte de carga
associada aos eletrodos de ago inoxidavel e niquel-titanio, bem como o desempenho
comparavel do fio de prata pura aos eletrodos de Ag/AgCl observado em espécimes bovinos, a
iontoforese em dentes humanos foi realizada utilizando um fio de prata pura como eletrodo
ativo e um eletrodo de AgCl como eletrodo de retorno (Fig. 19).

A corrente elétrica foi aplicada a I mA durante 1 minuto e comparada a aplicagao passiva
pelo mesmo periodo. Consideragdes clinicas justificam o menor tempo de aplicagdo e a maior
intensidade de corrente. Em um contexto endoddntico pratico, reduzir a duracdo de uma
determinada técnica aumenta o conforto do paciente e a eficiéncia do procedimento para o

endodontista.
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Figura 19. Aplicacdo de iontoforese utilizando fio de prata pura ¢ AgCl como eletrodo de retorno. (A)
Posicdo do dente humano com os eletrodos. (B) Aplicacdo de azul de metileno. (C) Posig¢do do dente humano com

a solugdo e os eletrodos.

4.7.3 Andlise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com teste Shapiro-Wilk e multiplos testes T — um por
linha (andlises agrupadas) utilizando o Software GraphPad Prism®, versdo 7.02 (San Diego,
CA, EUA). O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.

4.8 Avaliacao da possibilidade de utilizar sistema tampao para manuten¢io do pH

Esta etapa foi conduzida na Universidade de Genebra - Suiga, durante o doutorado
sanduiche no exterior (PDSE), utilizando pele suina como membrana biologica para aplicagdo
da iontoforese. A opcao por esse material justificou-se pelo fato de que o comité de ética da
instituicdo ndo emite pareceres em prazos reduzidos, de modo que o intervalo de seis meses nao
seria suficiente para viabilizar a aprovacdo ética necessaria ao uso de dentes humanos. Além
disso, o laboratdrio ja possuia experiéncia consolidada no uso de iontoforese em pele suina, o
que refor¢ou a escolha desse modelo experimental para a execucao dos ensaios.

O objetivo desses testes foi empregar um sistema tampao, uma vez que o potencial de
reducdo do pH associado aos eletrodos inertes (aco inoxidavel e niquel titdnio) poderia
comprometer as condi¢des de permeacao. Assim, buscou-se verificar se o uso do tampao seria
capaz de minimizar a variagdo de pH e, consequentemente, melhorar o desempenho das
permeagdes na pele suina. Para a execucdo desses ensaios, fez-se necessaria a validagdo de um
método bioanalitico em LC-MS/MS utilizando lidocaina (LD), firmaco amplamente utilizado
para estudos de permeagdo iontoforética devido as suas propriedades ionicas (KALIA et al.,

2004).
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4.8.1 Validacdo do método bioanalitico

A validagdo do método foi conduzida de acordo com a Diretriz da Agéncia Europeia de
Medicamentos para validagdo de métodos bioanaliticos (European Medicines Agency
Guideline on Bioanalytical Method Validation, 2015), contemplando parametros como
linearidade, efeito de matriz, limites de deteccdo (LOD) e quantificagdo (LOQ), bem como

precisao e exatidao.

4.8.1.1 Linearidade
A linearidade ¢ o parametro que avalia a relagdo proporcional entre os resultados
analiticos obtidos e a concentragdo do analito presente nas amostras, sendo, neste estudo, a
Lidocaina.
Dessa forma, foram realizadas curvas analiticas de LD em metanol, em triplicata, nas
concentragdes de 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 30 ng/mL, 40 ng/mL, 50 ng/mL e 60 ng/mL.
As areas dos picos de cada amostra dentro das curvas foram correlacionadas as concentragdes

utilizando regressao linear.

4.8.1.2 Efeito matriz
O efeito matriz foi avaliado por meio da preparagdo de amostras de lidocaina (LD) em
triplicata, nas concentragdes de 10, 30 e 60 ng/mL, tanto em metanol quanto na matriz de pele
integra (full thickness).
O fator de matriz (FM) foi determinado pela razdo entre a area do pico obtida na presenca
da matriz e a area do pico obtida na auséncia da matriz (em solvente).
Valores de FM entre 85% e 115% indicam auséncia de efeito de matriz significativo,

demonstrando que a matriz ndo interfere de forma relevante na resposta analitica do método.

4.8.1.3 Limites de detec¢do e quantificag¢do
O limite de deteccao (LOD) corresponde a menor concentragao do analito que pode ser
detectada pelo método analitico e pode ser calculado de acordo com a equacao 4, em que o
corresponde ao desvio padrdo do intercepto com o eixo y a partir de trés curvas de calibragdo
contendo concentracdes de LD proximas ao suposto limite de deteccdo e IC representa a

inclinacao da curva de calibragdo (coeficiente angular).

LD =33x = Eq. 4

27



O limite de quantificagdo (LOQ) corresponde & menor concentragdo de analito que pode
ser quantificada de forma confidvel pelo método analitico e pode ser calculado pela equacao 5,
em que, do mesmo modo para LD, ¢ corresponde ao desvio padrao do intercepto com o eixo y
a partir de trés curvas de calibracdo contendo concentra¢des de LD proximas ao suposto limite

de deteccdo e IC representa a inclinacdo da curva de calibragdo (coeficiente angular).

g
LQ—10xE Eq.5

4.8.1.4 Precisdo e exatiddo
A precisdo foi avaliada pela mesma analista ao longo de trés dias consecutivos. Para essa
avaliagdo, foram preparadas amostras em triplicata para cada concentragdo (10, 30 e 60 ng/mL)
em cada dia de andlise. A precisdo foi entdo determinada de acordo com a equagdo 6, em que
CV ¢ o coeficiente de variacdo, o representa o desvio padrao entre os resultados de um dado
ponto e m ¢ a média dos valores obtidos em tais replicatas. Para ser considerado preciso, o CV

deve ser inferior a 5%.

cV = (%)x 100 Eq. 6

A exatidao refere-se a capacidade do método analitico de fornecer resultados proximos
aos valores tedricos, ou seja, a concentragao nominal do analito. A exatidao foi determinada de

acordo com a equagao 7.

E % = Valor mensurado x 100 Eq. 7

Valor tebrico

4.8.1.5 Recuperagdo

O ensaio de recuperagao foi conduzido com o objetivo de avaliar a eficiéncia do processo
extrativo na remoc¢ao de LD presente nas camadas da pele. Para tal, empregou-se como solucao
extratora uma mistura de metanol e d4gua na propor¢ao 50:50. As amostras foram inicialmente
submetidas a 20 minutos de banho de ultrassom, seguidos por 24 horas de agitacao magnética
continua.

A recuperacao do farmaco foi determinada com base na comparagao entre a concentracao
de LD extraida e a concentragdo tedrica de LD, sendo calculada de acordo com a Equagao 7. O

ensaio foi realizado em triplicata para cada nivel de concentracao avaliado (10, 30 e 60 ng/mL).
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4.8.2 Defini¢do da concentragdo do tampdo

O tampao HEPES (Sigma-Aldrich - Steinheim, Alemanha) foi selecionado devido as suas
caracteristicas zwitterionicas. Isso significa que, embora a molécula seja eletricamente neutra,
ela possui cargas opostas em diferentes atomos (XU et al., 2016; HARING et al., 2015), dessa
forma ndo ha competicao entre as cargas do HEPES e a carga positiva da LD (KALIA et al.,
2004).

O pH da 4gua e da solugdo HEPES em diferentes concentragdes foi medido antes e apos
a aplicacdo da iontoforese. Para isso, 1,5 mL (volume suficiente para inserir os eletrodos) de
cada solug¢do foi colocado no compartimento doador de células de difusdo de Franz de 0,8 cm?.
No compartimento receptor, foram utilizados 5 mL de tampao PBS.

Os eletrodos de ago inoxidavel e niquel-titdinio foram imersos na solucao doadora e a

iontoforese foi aplicada a 0,5 mA/cm? por 15 min.

4.8.3 Estudos de permeagdo

Solugdes de LD a 0,1% foram preparadas em tampao HEPES 150 mM com pH ajustado
para 7, pH no qual a LD, que possui pKa 7,9 (PUBCHEM, 2024), ¢ ionizada (o > 80%). Cada
solugdo, em um volume de 1,5 mL, foi adicionada ao compartimento doador da célula de
difusdo de Franz (0,8 cm?), com 5 mL de tampdo PBS no compartimento receptor.

A iontoforese foi aplicada a 0,5 mA/cm? por 15 min e comparada a aplicacao passiva por
15 min.

A andlise estatistica foi realizada com teste Shapiro-Wilk e multiplos testes T — um por
linha (andlises agrupadas) utilizando o Software GraphPad Prism®, versdo 7.02 (San Diego,

CA, EUA). O nivel de significancia foi estabelecido em p < 0,05.

curva Time-Kill do digluconato de clorexidina e do brometo de domifeno contra

Enterococcus faecalis;

4.9.1 Concentragado inibitoria minima (MIC) e Concentragado bactericida minima (CBM)

A cepa bacteriana de Enterococcus faecalis liofilizada (American Type Culture
Collection ATCC® 19433, lote 93-05sv) foi inoculada em caldo Miieller Hinton (MH) (Merck
- Darmstadt, Alemanha) estéril e incubada em estufa a 37°C durante 24 horas.

As suspensodes experimentais foram preparadas de forma a atingir a concentragdo de 1,5
x 10 UFC/mL, ajustada ao padrio de turbidez 0,5 da escala de MacFarland (CLSI, 2018)

utilizando-se de leitura da densidade Optica a 620nm em espectrofotdmetro Uv-Vis (MIRA;
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YEH; HALL, 2022) (UV-1800, Shimadzu - Quioto, Japao). Colocando a cultura nos pogos, a
suspensdo atinge concentra¢io final de cerca 5 x 10° UFC/mL (CLSI, 2018).

As amostras CHX e BD (Sigma-Aldrich - Steinheim, Alemanha) foram diluidas de forma
seriada em placa de 96 pocos (Kasvi - Sdo José dos Pinhais, Brasil). Cada pogo recebeu 100 uL.
da amostra diluida e 100 pL do indculo microbiano, resultando em uma concentracao final de
in6culo de 1,0x10° UFC/mL em um volume total de 200 uL por pogo. Para o controle positivo
do crescimento microbiano, cada pogo recebeu 100 pL de caldo MH e 100 pL de inéculo
microbiano. Para o controle sem crescimento microbiano, foram utilizados 200 pL de caldo
MH.

As placas contendo cada farmaco foram incubadas em estufa a 37 °C por 24 h. Apos essa
etapa, foram adicionados 20uL de resazurina (Contemporanea Chemical Dinamica -
Indaiatuba, Brasil) aos pocos. A resazurina ¢ um indicador redox usado para avaliar a
viabilidade celular. A resazurina ¢ azul, mas torna-se rosa (resofurina) quando metabolizada
por microrganismos viaveis (RISTIVOJEVIC et al., 2018; BUENO et al., 2002). O MIC foi
definido como a menor concentragao na qual ndo houve alteragao na cor.

Apo0s a determinagao do MIC, foram coletados 100 puL de cada concentragao acima do
MIC estabelecido e semeados em placas de meio MH agar e incubadas por 24h para posterior
contagem de colonias. A CBM foi determinada como a menor concentracdo que ndo permitiu
o crescimento microbiano visivel no agar.

Para estabelecer uma comparagao entre a atividade dos faArmacos avaliados e as solugdes
jé& consolidadas no mercado, todos os ensaios microbioldgicos foram realizados também para o
hipoclorito de sodio (NaOCIl). Este agente, amplamente reconhecido como o padrao-ouro na
desinfec¢do endodontica, ¢ a solugdo irrigadora mais empregada na pratica clinica

(RUKSAKIET et al., 2020).

4.9.2 Ensaio de curva de tempo morte (Time-kill curve)

Os ensaios de inibicdo do crescimento microbiano ao longo do tempo (curva de tempo
morte) da CHX e do BD foram realizados em concentragdes de 4<xMIC, 2xMIC, MIC, 0,5xMIC
e 0,25xMIC. Os experimentos foram conduzidos em microplacas de 96 pogos. Em cada pogo,
foram adicionados 100 uL. da amostra previamente diluida e 100 uL. do in6culo, de modo a
obter uma concentragdo final de 1,0 x 10° UFC/mL e um volume total de 200 uL por pogo. Para
o controle positivo de crescimento, cada pocgo recebeu 100 pL de caldo e 100 puL. do indculo

bacteriano. Para o controle sem crescimento microbiano, foram utilizados 200 pLL de meio MH.
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As amostras foram coletadas em 0, 30, 60, 90, 120 min e 24 h e semeadas em placas de
meio MH agar, que foram incubadas a 37°C por 24 h. Os resultados foram elaborados através
do niimero de unidades formadoras de coldnias resultantes em Logio (Logio UFC/mL) em

func¢do do tempo (LEBER, 2016).

4.10 Avaliacao in vitro da acio do digluconato de clorexidina e do brometo de
domifeno contra Enterococcus faecalis de forma passiva (sem iontoforese) e ativa
(com iontoforese)

A realizacdo desse ensaio ¢ uma metodologia adaptada de (ABIHPEC; ABDI; SEBRAE,
2015) que tem o objetivo de avaliar o comportamento do microrganismo quando em contato
com o antimicrobiano no decorrer do tempo.

O experimento foi realizado em eppendorfs contendo 2 mL de cada farmaco em
concentragdo de MIC diluidos em NaCl 0,9% e 20 puL do in6culo, atingindo uma concentragao
de 1,0 x 10 UFC/mL de acordo com o método de macrodilui¢cdo (CLSI, 2018). Amostras de
10 pL foram coletadas em 0, 15, 30, 45 e 60 min, diluidas a 1:100 e centrifugadas a 10 mil rpm
por 3 min. Ap6s a centrifugagado, o sobrenadante, composto pelo meio de cultura e pelo farmaco,
foi substituido por novo NaCl 0,9%, a fim de eliminar completamente qualquer residuo do
composto. Esse procedimento teve como objetivo assegurar que a a¢do do farmaco se limitasse
exclusivamente ao intervalo de exposi¢do previamente estabelecido (por exemplo, 15 min),
evitando que sua atividade continuasse durante as 24 horas subsequentes de incubacgdo das
placas. Dessa forma, a avaliacdo reflete apenas o efeito associado ao tempo de tratamento
estipulado, e ndo uma agdo prolongada decorrente da permanéncia do farmaco na solugdo.

Ap0s a troca do sobrenadante, as amostras foram homogeneizadas em vortex e, em
seguida, aliquotas de 100 puL de cada amostra foram semeadas em dgar MH e incubadas a 37°C
por 24 h para posterior contagem de colonias e calculo da redugdo decimal (RD) e da
porcentagem de redugdo da populacdo microbiana (PR) (Equagdes 8 e 9, respectivamente),
sendo que No ¢ a contagem inicial do in6culo e N a contagem obtida para cada tempo de contato
com a amostra.

Para aplicagdo da iontoforese (1mA), foram utilizados eletrodos de prata (fio de prata) e

cloreto de prata (Figura 20).

__logNoO
- logN1
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PR = (1 —1/10%P)x 100 Eq. 9

2

v
E. faecalis E. faecalis
cenirifugada em NaCl
= 0.9%

Figura 20. Esquema representando a aplicag@o da iontoforese a I1mA nos tempos 0, 15, 30, 45 ¢ 60 min

(1), bem como a dilui¢do (2) e a centrifugagdo (3) realizadas para plaqueamento das amostras em MH égar (4).

4.11 Desenvolvimento de biofilme de Enterococcus faecalis nos canais
radiculares de dentes humanos extraidos

Vinte e um dentes humanos foram submetidos a trepanacao e acesso da camara pulpar
com ponta esférica diamantada 1012, acoplada a caneta de alta rotacdo e forma de contorno e
remocdo de teto da cdmara pulpar com broca de ponta inativa carbide do tipo Endo-Z. Os
condutos foram localizados com sonda exploradora n°5 e lima endodontica tipo K n° 8.

Em seguida, apos a obtencdo do glidepath, os canais radiculares foram instrumentados
em toda sua extensdo com limas tipo K n°15 e n°20. Na sequéncia, os canais foram ampliados
com limas tipo Prodesign S n°25/01, n°30/10 e n°25/8 acionadas por motor X-Smatplus —
Dentsply Sirona. Em toda troca de lima, os canais foram abundantemente irrigados com 2 mL
de hipoclorido de sddio 2,5%, com seringa descartavel tipo luer e agulha NaviTip.

Ap0s o processo de instrumentacao, os dentes foram imersos em solu¢cdo de EDTA 17%
e levados ao banho de ultrassom por 3 ciclos de 10 min, de forma a garantir a eliminagdo da
lama dentinaria decorrente da instrumentagao.

Os dentes foram, entdo, secos em estufa para terem suas raizes revestidas de cola Araldite
(Tekbond — Embu das Artes, Brasil), para evitar contaminagao externa pelas raizes. Em seguida,
foram autoclavados e fixados em placas de 6 pogos com auxilio de solugdo aquosa de agarose
a 5%. Dessa forma, os canais radiculares dos espécimes foram, entdo, preenchidos com
suspensao de Enterococcus faecalis em caldo Brain Heart Infusion (BHI) (Merck - Darmstadt,

Alemanha) ajustada ao padrao de turbidez 3 da escala de MacFarland.
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A formagao do biofilme ocorreu ao longo de 30 dias em estufa a 37°C, com reposi¢do de
caldo BHI a cada 48 horas, de modo a garantir a manuten¢do adequada da nutricdo dos
microrganismos.

Apos o tempo percorrido, os dentes foram quebrados longitudinalmente com martelo e
talhadeira estéril de forma a expor os canais radiculares e preparados para andlise por

microscopia eletronica de varredura (MEV).

4.12 Avaliacio ex vivo da acao do digluconato de clorexidina e do brometo de
domifeno contra biofilme de Enterococcus faecalis de forma passiva (sem
iontoforese) e ativa (com iontoforese)

Os 21 dentes foram preparados de acordo com protocolo descrito no item 4.11. Apos a
selecdo e preparo inicial, os dentes foram distribuidos de forma aleatéria entre os grupos
experimentais e controle. A iontoforese foi aplicada a ImA por 1 min com eletrodo de Ag pura
e AgCl como eletrodo de retorno e pontes salinas para conducao da corrente elétrica entre os
dentes. Os grupos foram separados da seguinte forma:

Grupo 1: Controle de crescimento e formagao de biofilme.

Grupo 2: Tratamento convencional, baseado em instrumentagdo com limas tipo K n°® 15
a 40 e irrigagao com NaOCl 2,5% em cada troca de lima.

Grupo 3: Instrumentagdo com limas tipo K n° 15 a 40 e aplicagdo de iontoforese (sem
farmaco) a ImA por Imin.

Grupo 4: Instrumentacdo com limas tipo K n° 15 a 40 e irrigacdo com CHX 2% a cada
troca de lima.

Grupo 5: Instrumentagdo com limas tipo K n° 15 a 40, irrigagdo com CHX 2% a cada
troca de lima e aplicag@o de iontoforese a ImA por 1min.

Grupo 6: Instrumentacdo com limas tipo K n° 15 a 40 e irrigacdo com BD 0,1% a cada
troca de lima.

Grupo 7: Instrumentagdo com limas tipo K n° 15 a 40, irrigagdo com BD 0,1% a cada
troca de lima e aplicag@o de iontoforese a ImA por 1min.

Para os grupos experimentais 3 e 4, a concentragdo da solucdo aquosa de CHX a 2%
justifica-se por ser a concentracao mais utilizada na pratica clinica (ARIAS-MOLIZ et al., 2015;
SANTANA et al., 2020). O pH da solug¢ao foi ajustado para 7, pois devido a seu pKa de 10,8,
a molécula apresenta-se com grau de ionizagdo acima de 90%, resultando na predominéncia de
sua forma catidnica ativa. Essa condi¢ao assegura maxima disponibilidade das cargas positivas

na molécula, favorecendo o processo de eletromigragao durante a aplica¢ao da iontoforese.
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Da mesma forma, a solu¢do aquosa de BD a 0,1% (COUNCIL OF EUROPE PUBLISHING,
2008), também foi ajustada para pH 7. Por ser um composto de aménio quaternario, essa
substancia apresenta carga positiva constante, independentemente das variagdes fisioldgicas de
pH (FEDOROWICZ, J; SA,CZEWSKI, 2024). A escolha do pH neutro teve como finalidade
evitar qualquer risco de desmineralizagdo dentdria, mantendo a integridade estrutural dos
espécimes ao longo de toda a fase experimental (SURESH et al., 2022; O’HAGAN-WONG et
al., 2022; MISHRA et al., 2006). Assim, garantiu-se que os efeitos observados fossem
atribuidos exclusivamente a a¢do da solucdo e ndo a modificagdes quimicas indesejadas no
substrato dentario.

Apos a aplicacdo dos tratamentos, os dentes foram quebrados longitudinalmente com
martelo e talhadeira estéril de forma a expor os canais radiculares e preparados para analise

qualitativa por MEV.
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5. Resultados e discussao

5.1 Prova de conceito em dentes bovinos

A coloragao dos tubulos dentindrios comparada a auséncia de coloragcdo ¢ mostrada na
Figura 21, comprovando que a substincia penetra através dos tibulos dentinérios e, portanto,
representa um bom modelo para estudar a influéncia da iontoforese.

A B

Figura 21. Corte transversal de incisivos bovinos mostrando os tibulos dentinarios (aumento de 1000x).
(A) Tubulos dentinarios sem corante azul de metileno. (B) Tubulos dentinarios corados passivamente com azul de

metileno por 5 min.

A Figura 22 mostra a penetragdo do corante azul de metileno nos tercos cervical, médio
e apical dos dentes por 5 e 15 min das aplicacdes passiva e iontoforética a 0,5mA e 1,5mA
utilizando os eletrodos de Ag/AgCl. As medidas da distancia percorrida pela matriz desde a
borda polpa-dentina em direcdo a juncdo dentina-esmalte mostram uma diferenca
estatisticamente significativa (p < 0,05) entre as aplicagdes passiva e iontoforética a 0,5 mA e

1,5 mA, ambas em 5 e 15 min (Fig. 23).
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Figura 22. Aplicagdo de azul de metileno por (A) 5 min e (B) 15 min para liberag@o passiva ou iontoforética

aplicando duas intensidades de corrente (0,5 mA e 1,5 mA) utilizando eletrodos de Ag/AgCl.

Emrelagdo as densidades de corrente e tempos de aplicagdo, a corrente de 1,5mA por Smin
apresentou maior influéncia na penetragdo do corante em relagdo a 0,5mA por Smin nas regides
média (p = 0,0011) e apical (p = 0,000025). Aos 15 min, houve maior penetragdao do corante,

mas sem diferenga significativa entre 0,5 mA e 1,5 mA nas regides cervical (p =0,0937), média
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(p=0,8947) e apical (p = 0,06599).
Nao houve diferencga entre a aplicagdo passiva do corante por 5 ¢ 15 min nas regides

cervical (p = 0,056) e média (p = 0,038) do dente.
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Figura 23. Penetracdo passiva e iontoforética do azul de metileno em todos os tergos dos dentes incisivos
bovinos com eletrodos de Ag/AgCl. (A) Penetracdo do azul de metileno nas regides cervical, média e apical por 5
min. (B) Penetragdo do azul de metileno nos tercos cervical, médio e apical por 15 min. A anélise estatistica foi

realizada por multiplos testes t — um por linha (andlises agrupadas) * p <0,05; ** p <0,01; ns ¢ ndo significativo.

Na Figura 22 ¢ possivel observar que a distribui¢do do corante nos tibulos dentinarios
nao ¢ idéntica em toda a circunferéncia analisada, possivelmente porque essas estruturas sao
irregulares na dentina. Isto também pode explicar o fato de que ndao houve diferenga
significativa apenas na regido cervical entre 0,5 e 1,5mA por 5 minutos, enquanto nas regides
média e apical houve diferenga (Fig. 23). Os tubulos dentinarios comecam na borda polpa-
dentina e cruzam em linha reta perto da raiz do dente e em forma de S em da regido coronal em
dire¢do a juncdo dentina- esmalte. Os didmetros dos tibulos variam de 2,5 um perto da parede
pulpar a 0,8 um em cerca de 3,3mm dele. Conseqiientemente, sua densidade diminui de cerca
de 45.000mm 2 tabulos a 19.000 mm 2 tabulos da coroa a raiz (AROLA et al., 2017;
GARBEROGLIO; BRANNSTROM, 1976; JUD et al., 2016).

A iontoforese pode funcionar através da eletrosmose ou eletromigracao e as contribui¢des
de cada mecanismo de transporte dependem das condi¢des experimentais e das propriedades
fisico-quimicas da molécula. Naturalmente, as moléculas ionizadas teriam seu transporte
favorecido pela eletromigracao. O azul de metileno, entretanto, ¢ uma base fraca com pKa 3,14
(PUBCHEM, 2023). Portanto, pHs acidos favoreceriam sua migra¢do. Entretanto, faixas de pH
mais baixas podem favorecer o processo de desmineralizagao dos dentes (SURESH et al., 2022;
O’HAGAN-WONG et al., 2022). Por isso, a solu¢do de azul de metileno utilizada neste estudo

permaneceu com pH de 7, considerando que nenhum processo de desmineralizagdo foi
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observado em pH 7 e 10 (MISHRA et al., 2006). Isso prova que a penetrag¢do do corante nao foi
uma consequéncia da desmineralizag¢ao dos dentes.

Quanto a melhor penetracdo do corante em 15 min, mas a auséncia de uma diferenca
significativa entre 0,5 e 1,5 mA, pode ser devido ao fato de que uma corrente mais baixa (0,5
mA) proporcionou uma maior distribuicao de azul de metileno, mostrando que um tempo maior
de aplicagdo pode compensar uma corrente mais baixa. A densidade de corrente aumenta a
distribuicao do corante quando o tempo de aplicagao ¢ menor (5 min). Este ¢ um fenomeno
comum observado com aplicacao de iontoforese, onde o aumento da concentragdo do farmaco,
da densidade de corrente e do tempo de aplicacdo podem resultar linearmente em uma maior
penetragdo até atingir um platd, apds o qual pode haver uma saturagdo do farmaco no tecido
(GRATIERI; KALARIA; KALIA, 2011).

Outro fator importante a ser analisado ¢ que as aplicagdes iontoforéticas a 0,5mA por
15min e 1,5mA por Smin apresentaram o mesmo potencial de penetra¢do do azul de metileno
nos tibulos dentinérios nas regides cervical (p = 0,8518), média (p = 0,5525) e apical (p =
0,2873) (Fig. 24), o que torna viavel a escolha dos parametros que ofere¢am mais conforto ao
paciente no caso de uma possivel aplicacdo clinica. Levando em consideracdo que a corrente
continua demonstrou ser segura até 1mA, nao causando lesdes a polpa e ndo excedendo o limite
sensorial dos pacientes (GUPTA; PANDIT; SRIVASTAVA, 2010), os parametros ideais de
aplicacdo seriam de 0,5mA por 15min.

Embora dentes em tratamento endodontico ndo possuam polpa, um tecido conjuntivo
frouxo, vascularizado e inervado, assim como o ligamento periodontal, € a gengiva seja formada
por tecido conjuntivo denso (NANCI, 2018), esses tecidos podem sofrer danos semelhantes

quando expostos a uma corrente elétrica mais elevada.
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Figura 24. Comparagdo entre as aplicacdes iotoforéticas a 0,5mA por 15min e 1,5mA por Smin utilizando
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eletrodos de Ag/AgCl. A analise estatistica foi realizada por multiplos testes t —um por linha (analises agrupadas),

ns € ndo significativo.

Devido a dificuldade existente na desinfec¢ao endodontica e a auséncia de um protocolo
de desinfec¢ao bem definido (TONINI et al., 2022), varios estudos testam diferentes
metodologias, onde o tempo de aplicacdo da substancia irrigadora pode variar entre 1, 3 € 5 min
(BACA etal., 2011; ARIAS MOLIZ et al., 2015; MALKHASSIAN et al., 2009). Outra analise
¢ que as aplicacdes passivas de corante por 5 e 15 min nas regides do dente foram semelhantes
(p > 0,05), o que mostra que, ao contrario do que acontece com o uso da iontoforese, o
tratamento passivo por mais tempo ¢ igualmente ineficaz para melhorar a distribuicdo de
farmacos em comparacdo com tratamentos de curta duracdo, ou seja, deixar o farmaco por
tempos de aplicagdo mais longos ndo resulta em melhor distribui¢@o e penetracao de substancias

em canais radiculares e tubulos dentinarios.

5.2 Determinacao da resisténcia elétrica dos dentes humanos

A resisténcia elétrica ¢ definida como a capacidade de um corpo de opor-se a passagem
da corrente elétrica e estd intimamente relacionada a tensao elétrica (HALLIDAY; RESNICK,
2010), dessa forma, para aplicacdo de iontoforese nos dentes de maneira eficaz e segura, ¢
crucial a determinagdo deste pardmetro nesta estrutura bioldgica.

Ja a resistividade ¢ a propriedade que define o quanto um material opde-se a passagem
da corrente elétrica. Assim, a resisténcia elétrica depende das caracteristicas e do material que
compde o condutor, de acordo com a equagdo 10, onde R ¢ a resisténcia elétrica (Q2), p ¢ a
resistividade do material (Q.m), L (m) é o comprimento do material e 4 (m?) ¢ a 4rea do material
(HALLIDAY; RESNICK, 2010).

pxL

R = " Eq. 10

A resisténcia elétrica dos dentes humanos nao acessados esté representada pela Figura 25.
Os dentes de todos os grupos apresentaram resisténcia semelhante (p = 0,2280), bem como os
mandibulares e maxilares de cada grupo (p > 0,05) mesmo que os dentes mandibulares tenham

apresentado resisténcia maior.
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Figura 25. Resisténcia elétrica dos dentes humanos nao acessados. A analise estatistica foi realizada por one-
way ANOVA - comparando a média de cada coluna com a média de todas as outras colunas (analises agrupadas)
para verificar diferenca entre os grupos de dentes, e multiplos testes t — um por linha (analises agrupadas) para

verificar diferenca entre dentes mandibulares e maxilares.

Segundo a primeira lei de Ohm, a corrente elétrica ¢ inversamente proporcional a
resisténcia elétrica dos corpos, de forma que quanto maior a resisténcia elétrica de um corpo,
menor sera a corrente elétrica a atravessa-lo (HALLIDAY; RESNICK, 2010).

Assim sendo, o fato da resisténcia apresentar-se de forma semelhante para todos os dentes
(Fig. 25) sugere a possibilidade de escolha de uma tnica densidade de corrente para aplicagao
clinica em todos os dentes, o que contribuiria positivamente no momento da aplicagdo da
iontoforese pelos profissionais endodontistas durante a desinfec¢ao dos canais radiculares.

Ainda, mesmo que dados de condutividade elétrica das estruturas do dente ja existam na
literatura (SANDROLINI, 2013) e, através desta propriedade seja possivel calcular a
resistividade (Eq. 11) (HALLIDAY; RESNICK, 2010) a medida da resisténcia dos dentes se

tornou essencial.
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o= % ,onde o é condutividade S/m Eq. 11

A dentina e o esmalte possuem condutividade de 10 S/m e 10 S/m respectivamente
(SANDROLINI, 2013), portanto as resistividades calculadas de 1000 Q.m e 100000 Q.m sao
consideradas altas em comparacdo com materiais condutores como cobre (1,69 x 10 Q.m) e
platina (10,6 x 10* Q.m) (HALLIDAY; RESNICK, 2010). Assim, segundo a equagio 7, quanto
maior a resistividade de um material, maior serd a resisténcia do corpo em questdo, o que estd de
acordo com as resisténcias dos dentes obtidas neste estudo (Fig. 25).

O desvio padrao elevado obtido (Figs. 27 e 28) pode ser explicado pelo fato de que os
dentes sdo estruturas individuais e complexas (NORTON; NETTER, 2016), onde a espessura
de cada parte do dente difere de pessoa para pessoa (WANASATHOP; KEVIN, 2018), embora
tenham sua composicdo basica padrdao de esmalte, dentina e polpa (NANCI, 2018). Portanto,
dentes de um mesmo grupo, mas de individuos diferentes, podem apresentar variagdes em sua
anatomia e formato, principalmente nos canais radiculares (MAZZI-CHAVES et al., 2020).
Além de que os dentes coletados sdo de diversos pacientes diferentes e, pelos proprios
principios éticos da pesquisa, ndo € possivel qualquer tipo de identificagdo destes participantes.

O processo de acessar os dentes remove parte de esmalte e dentina, estruturas que
apresentam resistividade consideravel, por isso a resisténcia elétrica de dentes acessados foi
determinada e comparada aos dentes ndo acessados.

Os terceiros molares humanos acessados apresentaram resisténcia elétrica

consideravelmente menor em relagdo aos dentes nao acessados (p = 0,0058) (Fig. 25).
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3° molar
ET3
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Resisténcia elétrica

Figura 26. Resisténcia elétrica dos terceiros molares humanos. A analise estatistica foi realizada por

multiplos testes t — um por linha (analises agrupadas). * p < 0,05 e ** p <0,01.

A primeira lei de Ohm também explica que a resisténcia ¢ diretamente proporcional a
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tensdo elétrica, pois o sistema necessita de mais energia para permitir a passagem da corrente
elétrica (HALLIDAY; RESNICK, 2010), entdo quando h4 aumento da resisténcia, had aumento
da tensao.

Alguns dentes ndo acessados apresentaram tensdo de aproximadamente 100V durante a
aplicacdo de 1,5mA, sendo a tensdo obtida na aplicagdo de 0,5mA consideravelmente menor,
em torno de 20V. Mesmo que as resisténcias tenham sido as mesmas com a aplicagdo das duas
correntes, devido a proporcionalidade da Lei de Ohm, o efeito do aumento da tensao, que ocorre
naturalmente com o aumento da corrente poderia ser prejudicial aos tecidos orais ou trazer certo
grau de desconforto ao paciente (ZEMAITIS et al., 2023; BOUNDS; KHAN; KOK, 2023), o
que também justificaria a aplicagdo de 0,5mA por 15min com os eletrodos de Ag/AgCl ao invés
de 1,5mA por Smin (Fig. 24). Dessa forma, no possivel desenvolvimento de uma tecnologia
inovadora de iontoforese para uso odontologico, ¢ fundamental que o equipamento incorpore
um mecanismo de seguranca capaz de controlar a tensdo produzida, garantindo que o paciente
ndo seja exposto a riscos de choque elétrico.

Levando em consideragao que quanto menor a resisténcia de um corpo, maior sera a
corrente elétrica a atravessa-lo (HALLIDAY; RESNICK, 2010), os dentes acessados favorecem
a passagem da corrente elétrica pelo “caminho” gerado pelo acesso da cdmara pulpar seguindo
para os canais radiculares, fator que contribui para uma melhor distribui¢do de substancias

nessas estruturas, suas irregularidades e tibulos dentinarios.

5.3 Avaliacao da intensidade de absorbancia do digluconato de clorexidina e do
brometo de domifeno frente a corrente elétrica

Tendo em vista que a iontoforese apresentou-se de maneira segura para administragao de
substancias em dentes, considerando varidveis como corrente e tensdo elétricas, bem como a
resisténcia elétrica dos dentes humanos, moléculas antimicrobianas como o CHX e o BD foram
submetidas a teste de avalia¢do de estabilidade frente a corrente elétrica.

A Figura 27 mostra o espectro de tais moléculas antes e depois da aplicacdo de

iontoforese.
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Figura 27. Espectros do CHX e do BD. (A) Espectro do CHX antes da corrente elétrica. (B) Espectro do
CHX depois da corrente elétrica. (C) Espectro do BD antes da corrente elétrica. (D) Espectro do BD depois da
corrente elétrica.

Nao houve alteragao nas moléculas quando submetidas a 30min de corrente elétrica a 2mA,
parametros que excedem o tempo e a densidade de corrente utilizadas na prova de conceito,
sendo possivel a aplicagdo da iontoforese nessas moléculas de forma que ndo haja nenhum tipo

de degradagdo e possivel alteracao em sua acao.

5.4 Desenvolvimento do dispositivo IontoBite para aplicacio de iontoforese dentaria

O modelo preliminar do dispositivo IontoBite (Fig. 28) foi desenvolvido e conta com
patente depositada. Entretanto, a validagdo do prototipo com um grupo adicional de
endodontistas apontou inadequagdes no desenho, evidenciando a necessidade de modificagdes
estruturais. Tal modelo dificultaria o isolamento do dente a ser tratado. Mostra-se mais
apropriado, portanto, um modelo que possibilite a aplicagdo da iontoforese em associacdo aos
materiais empregados no isolamento do dente alvo. Nessa configuragdo, o fechamento da boca
pelo paciente torna-se impraticavel, exigindo que ele mantenha a cavidade oral aberta durante
todo o processo.

Patente: Desenho Industrial. Numero de registro: BR3020240000430.
Instituicio de registro: INPI - Instituto Nacional da Propriedade Industrial.

Depésito: 09/01/2024.
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GRATIERI, G.; JUNIOR, J. R. C.; GELFUSO, G.; CUNHA-FILHO, M.
MIRANDA, T. C. Configuracio de dispositivo de formato e dimensdes anatdomicas a

mordida humana para aplicaciao de iontoforese dentaria.

A B C

Figura 28. Dispositivo para aplicag@o de iontoforese durante tratamento endodontico. (A) Reservatorio do
farmaco. (B) Peca complementar acoplando os eletrodos. (C) Representagio do modelo com a mordida do

paciente.

5.5 Avaliacdo da influéncia de diferentes materiais de eletrodos na eficacia da
iontoforese
5.5.1 Dente bovinos
A aplicagdo iontoforética com eletrodo de aco inoxidavel proporcionou melhor
penetrag¢do do corante nos tubulos dentinarios em comparacao a aplicagdo passiva por Smin e
15min (p < 0,05) em todas as regides dos dentes. Além de que as aplicagdes iontoforéticas a
1,5mA por 5Smin e 0,5mA por 15min apresentaram diferenga significativa, sendo que 0,5mA
por 15min proporcionaram penetracao mais significativa do corante através dos tubulos
dentinarios nas regides cervical (p = 0,0070), média (p = 0,01133) e apical (p = 0,0453) (Fig.
29).
O fato de que 0,5mA por 15min tenham apresentado penetracao do azul de metileno mais
significativa nos tubulos dentinarios pode ter ocorrido, pois o maior tempo de aplicacao

compensou a menor corrente, da mesma forma que nos eletrodos de Ag/AgCl.
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Figura 29. Penetragdo passiva por Smin e 15min e iontoforética do azul de metileno a 0,5mA por 15min e

1,5mA por Smin, utilizando eletrodo de ago inoxidavel. A andlise estatistica foi realizada por multiplos testes t —

um por linha (analises agrupadas) * p <0,05; ** p <0,01; ns € ndo significativo.

Ja a iontoforese aplicada com eletrodo de NiTi apresentou penetragao do corante nos
tubulos dentindrios semelhante a aplicagdo passiva por Smin nas regides cervical (p=0,07902)
e média (p = 0,4906), e somente na regido apical a 1.5mA por Smin ¢ que houve diferenca
significativa (p =0,0022). Além de que as aplicagdes iontoforéticas a 0,5mA por 15mine 1,5mA
por Smin nao apresentaram diferenca significativa nas regides cervical (p = 0,7730), média (p =

0,4931) e apical (p =0,3279) (Fig. 30).
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Figura 30. Penetracdo passiva por Smin e 15min e iontoforética do azul de metileno a 0,5mA por 15min e
1,5mA por Smin, utilizando eletrodo de niquel-titanio (NiTi). A analise estatistica foi realizada por multiplos

testes t —um por linha (analises agrupadas) * p < 0,05; ** p < 0,01; ns é ndo significativo.

Os pHs das solugdes apos as aplicagdes iontoféticas dos eletrodos de ago inoxidavel e

NiTi s@o mostrados na tabela 2. O pH inicial das solugdes foi igual a 7.

45



Eletrodo de aco inox Eletrodo de NiTi

0,5mA por 1,5mA por 0,5mA por 1,5mA
15min Smin 15min por Smin
4,01 422 3,80 3,11
4,07 4,09 3,63 3,03
4,03 3,80 3,62 3,44

Tabela 2. Varia¢ao de pH apo6s as aplicacdes iontoforéticas a 0,5mA por 15min e 1,5mA por Smin com

eletrodos de aco inoxidavel e de NiTi. O pH inicial mensurado foi igual a 7.

Eletrodos inertes como os de aco inoxidavel e de NiTi podem causar hidrolise da agua,
gerando ions hidronio e ions hidroxila, que podem competir com o farmaco ionizado, reduzindo
seu numero de transporte (GRATIERI et al., 2008). Além disso, a hidrolise da agua pode alterar
o pH do meio (GRATIERI et al., 2008), afetando o processo de desmineralizacdo dos dentes
(SURESH et al., 2022; O’HAGAN-WONG et al., 2022). Este processo pode ser observado na
tabela 3, onde, com os eletrodos de ago inoxidavel e de NiTi, houve alteracio do pH das
solucdes devido ao processo de hidrolise. Uma forma de evitar esse processo seria adicionando
uma solugdo tampao na solucao doadora (KALIA et al., 2004).

A Figura 31 mostra as diferencas entre as aplicagdes iontoforéticas com os diferentes
tipos de eletrodos. Nao houve diferenga estatistica significativa (p > 0,05) entre os eletrodos na
aplica¢do a 0,5mA por 15min, porém a aplicacdo a 1,5mA por Smin demonstrou que os eletrodos
de Ag/AgCl possuem maior efeito na penetracao do corante nos tibulos dentinarios (p < 0,05)
em relagdo aos outros eletrodos. Nao houve diferenca significativa (p > 0,05) entre os eletrodos

de aco inoxidavel e de NiTi.
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Figura 31. Diferencas entre as aplica¢des iontoféricas com os diferentes tipos de eletrodos a (A) 0,5mA

por 15min e (B) 1,5mA por Smin.
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O fato de que os eletrodos de Ag/AgCl apresentaram melhor penetragdo do corante nos
tubulos dentinarios a 1,5mA por Smin em comparacdo a 0,5mA por 15min pode ser explicado
pois, ap6s um tempo de aplicacdo mais longo, a disponibilidade de ions Cl~ no anodo pode
tornar-se insuficiente para sustentar o equilibrio eletroquimico, levando a liberacao de Ag* pela
superficie ativa do eletrodo. Esses ions metalicos, ao competirem com o farmaco catidnico pelo
transporte de carga, reduzem sua capacidade de liberagcao (KALIA et al., 2004; GRATIERI et
al., 2008).

Como pode ser observado na Figura 29, ndo houve diferenca estatistica significativa entre
as aplicagdes passiva por Smin e iontoforética a 1,5mA por Smin no terco médio do dente e nos
tercos cervical e apical houve diferenga, o que pode ser explicado pela distribuicao irregular
dos tubulos dentinarios na dentina (AROLA etal., 2017; GARBEROGLIO; BRANNSTROM,
1976; JUD et al.,, 2016). Além de que, com eletrodos NiTi, houve diferenca estatistica
significativa entre as aplicagdes passiva por 5Smin e iontoforética a 1,5mA por Smin e nos
demais tercos do dente nao houve diferencga (Fig. 30).

A Figura 32 demonstra que o fio de prata pura apresenta capacidade equivalente de
aumentar a penetragdo do corante em comparagao com os eletrodos tradicionais de Ag/AgCl (p
> 0,05), confirmando sua viabilidade como uma alternativa mais pratica para aplicagao clinica.
Como demonstrado na Figura 29, a condigdo de 1,5 mA por 5 minutos promove maior
penetracdo do corante nos tubulos dentindrios quando utilizados eletrodos de Ag/AgCl,
apresentando diferenca estatisticamente significativa em relacdo aos outros tipos de eletrodo (p
< 0,05). Por esse motivo, esses parametros foram selecionados para a comparagao direta com o
fio de prata pura.

Alem disso, a eliminagdo do processo complexo de preparagdo do AgCl, que requer
aproximadamente 24 horas de tratamento eletroquimico (GRATIERI, 2010) representa um

avango significativo na implementagao pratica da iontoforese endodontica.
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Figura 32. Penetragdo do corante azul de metileno com eletrodos de Ag/AgCl comparada a de fio de prata
pura apos aplicacdo de iontoforese a 1,5 mA por 5 min. A analise estatistica foi verificada por meio de multiplos

testes t —um por linha (analises agrupadas), ns ndo significativo.

5.5.2 Dentes humanos

Como o fio de prata proporcionou penetracdo de azul de metileno semelhante a dos
eletrodos de Ag/AgCl em dentes bovinos (Fig. 32), este fio foi posteriormente testado em
espécimes humanos. Como resultado, a iontoforese aumentou a penetragdo do corante no canal
radicular humano e nos tabulos dentinarios (Fig. 33), que sao de menor calibre, especialmente

na regido apical, area ¢ mais desafiadora em endodontia (AJMI et al., 2024; VERTUCCI, 2005).
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Figura 33. Penetragdo do corante azul de metileno em dentes humanos obtida por aplicago passiva durante
1 min e por aplicagdo iontoforética a 1 mA durante 1 min. A anélise estatistica foi verificada por meio de multiplos

testes t —um por linha (analises agrupadas) * p < 0,05; ** p <0,01; *** p <0,001; ns nao significativo.
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5.6 Avaliacao da possibilidade de utilizar sistema tampao para manutenc¢io do pH

5.6.1 Validacdo do método bioanalitico
5.6.1.1 Linearidade
De acordo com a Figura 34, observa-se que o método analitico apresentou linearidade na
faixa de concentracdo avaliada, descrita pela equacdo da reta (y = 93632x + 67985), com
coeficiente de determinagdo (R* = 0,9995) e coeficiente de correlacdo (r = 0,9997). Tais

parametros evidenciam relacdo linear entre a resposta instrumental e a concentragdo de LD.
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Figura 34. Curva analitica da LD em metanol nas concentra¢des de 5 ng/mL, 10 ng/mL, 20 ng/mL, 30

ng/mL, 40 ng/mL, 50 ng/mL e 60 ng/mL.

5.6.1.2 Efeito matriz
A Tabela 3 apresenta os valores médios do fator de matriz para cada nivel de concentracio
avaliado. Verifica-se que todas as concentragdes, analisadas em triplicata, permaneceram
dentro dos limites de aceitacdo estabelecidos (85%—115%) (European Medicines Agency
Guideline on Bioanalytical Method Validation, 2015). Esses resultados evidenciam a auséncia

de interferéncia significativa da matriz.

Concentragao (ng/ml) Fator de matriz (%)
10 ‘ 85,7
30 ‘ 86,6
60 89,2

Tabela 3. Valores médios do fator de matriz correspondentes a cada concentragao analisada.

5.6.1.3 Limites de detecgdo e quantificag¢do
Os limites de deteccdo (LOD) e de quantificacdao (LOQ) do método foram estabelecidos
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em 0,899 ng/mL e 2,725 ng/mL, respectivamente, evidenciando elevada sensibilidade analitica

e adequada capacidade de quantificagdo nas faixas de concentracdo investigadas.

5.6.1.4 Precisdo e exatiddo
A tabela 4 apresenta os dados de precisdo e exatiddo. Nao foram verificados pontos fora

dos limites preconizados, que aceita desvios de até 5% para precisdo, e de 15% para exatiddo.

Dia Concentracio (ng/ml) Precisiao (CV %) Exatidao (%)

10 1.62+0.16 96,42

1 30 1.91 +0.60 103,69
60 2.25+1.37 101,46

2 10 3.02+0.30 100,53
30 2.74 £0.84 102,24
60 0.68 £ 0.41 99,11

3 10 2.26+0.22 98,49
30 3.69+0.20 108,21
60 2.35+1.51 106,77

Tabela 4. Dados de precisio e exatiddo.

5.6.1.5 Recuperagdo

Para as concentragdes avaliadas de 10, 30 e 60 ng/mL, as taxas de recuperacao obtidas
foram de 94,1 ng/mL, 101,35 ng/mL e 96,82 ng/mL, respectivamente. Observa-se que todas as
concentragdes apresentaram recuperagdes superiores a 80%, atendendo aos critérios de
aceitacao e evidenciando a adequada eficiéncia do processo extrativo.

Esses achados estdo em consonancia com os demais ensaios de validagao, refor¢ando a
confiabilidade e o desempenho do método analitico empregado para a quantificagdo de LD em

todas as etapas do processo de validagao.

5.6.2 Definicdo da concentragdo do tampdo

O tampao HEPES em concentragdo de 150mM demonstrou ser o mais adequado para
evitar mudangas no pH da solucgdo (Tabela 5).

Durante a aplicagdo da iontoforese utilizando eletrodos de ago inoxidavel, observou-se
que, na presenca do tampao HEPES, houve alteracdo visivel tanto na coloracdo da solucao
quanto na aparéncia superficial do eletrodo, semelhante a um processo de oxidagdo (Fig. 35).
Esse fendmeno pode ser explicado pela composi¢ao do proprio ago inoxidavel, que consiste em
uma liga de ferro com, no minimo, 11% de cromo. Embora esse material apresente elevada
resisténcia a corrosdo, pequenas quantidades de metais podem ser liberadas quando expostos a

determinados meios aquosos (HEDBERG; WALLINDER, 2016). Essa liberagdo nao ocorre em
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condicdes estritamente passivas, mas predominantemente em situagdes que favorecem
processos de dissolugdo eletroquimica (HEDBERG; WALLINDER, 2016). Além disso, um
estudo demonstrou que determinados tampdes biologicos, como HEPES e MOPS, podem
interferir na autoxidagao de metais (TADOLINI, 1987), o que pode explicar a mudanga de
coloracdo observada no presente estudo.

Diante dessas alteragdes fisico-quimicas e visando evitar interferéncias nos resultados
experimentais, os eletrodos de ago inoxidavel nao foram utilizados nas etapas subsequentes dos

testes.

Solugdo pH inicial pH apos iontoforese
Agua 7.00 £+ 0.05 3.70 + 0.06
HEPES 150 mM 7,00 £ 0,05 7,00 £ 0,02

Tabela 5. Definicdo da concentragdo do tampao HEPES.

Figura 35. Oxidagao do eletrodo de ago inoxidavel na presenca de tampao HEPES.

5.6.3 Estudos de permeagdo

A Figura 36 mostra que, ao contrario do esperado, tanto a penetragdo quanto a permeacao
de LD através da pele foram reduzidas na presenga do tampao HEPES. Uma hipotese que pode
explicar esse comportamento ¢ a complexagdo do tampao HEPES com os ions Ag* (BABEL;
BONNET-GOMEZ; FROMM, 2020) o que desestabiliza o funcionamento ideal de Ag/AgCl. O
funcionamento eletroquimico desses eletrodos ¢ baseado na equagdo 12 (GRATIERI et al.,

2008).
AgCl(s)—'_ei\_—\Ag(s)'i_Cli(aq) Eq l 2
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Esse equilibrio depende criticamente da disponibilidade de ions cloreto nas proximidades
do eletrodo. Quando o tampao HEPES ¢ adicionado, ocorre interagdo entre Ag" e o tampao,
levando a formagao parcial de complexos Ag—HEPES. Embora o eletrodo de Ag/AgCl opere
de forma ideal quando o Ag* formado reage imediatamente com Cl~ para regenerar AgCI(s), a
complexacdo pela molécula de HEPES reduz a fracdo de Ag" livre disponivel para essa
recombinagio (BABEL; BONNET-GOMEZ; FROMM, 2020).

Essa perturbagdo afeta diretamente o equilibrio da reagdo do anodo. Quando parte do Ag*
formado ndo se converte em AgCl, ocorre uma reducdo na eficiéncia da transferéncia de carga
associada a reacdo eletroquimica. Como consequéncia, o eletrodo torna-se parcialmente
polarizavel, o que afeta a liberagao de elétrons no eletrodo ¢ modifica o balango i6nico
necessario para manter a neutralidade elétrica do sistema. Quando o mecanismo Ag/AgCl nao
opera plenamente, a contribui¢ao do farmaco cationico pode diminuir, o que explica a reduzida

penetracao e permeagao da LD quando comparada a auséncia do tampao.
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Figura 36. Penetragdo (A) e permeagdo (B) de LD através da pele com aplicagdo iotoforética a 0,5 mA/cm?

por 15 min.

O eletrodo de NiTi também apresentou menor penetragdo e permeacao quando em contato
com o tampao HEPES em comparacdo a amostra sem tampao, o que pode ser explicado pelo
processo de dissolucao eletroquimica ao qual a liga de niquel-titdnio esta sujeita durante a
passagem da corrente elétrica (LOUKIL; BEN FRAJ, 2025; SOLTAN et al., 2023). Além disso,
o tampao HEPES pode intensificar tal processo ao interagir com a superficie metalica, de
maneira analoga ao que foi descrito para o aco inoxidéavel, ainda que, no caso do NiTi, essas
alteracdes nao tenham sido visualmente detectaveis.

Em relagdo a dissolucdo eletroquimica gerada pela corrente elétrica, os ions metalicos
liberados na solu¢do, como Ni2" e Ti4" (LOUKIL; BEN FRAJ, 2025; SOLTAN et al., 2023),

podem competir com o farmaco positivamente carregado, reduzindo seu numero de transporte,
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o que pode justificar a menor eficiéncia na penetracao e permeacgado de LD.

Na tentativa de empregar materiais mais familiares a pratica endodontica, avaliou-se
inicialmente o uso de eletrodos confeccionados em ago inoxidavel e niquel-titanio. Entretanto,
por se tratar de eletrodos inertes, ambos induzem a reducdo do pH das solu¢des durante a
iontoforese, o que pode ser prejudicial, tendo em vista que valores de pH mais baixos estdo
associados ao aumento do risco de desmineralizagdo dentaria (SURESH et al., 2022;
O’HAGAN-WONG et al., 2022). Como estratégia para mitigar essa situacao, testou-se a adi¢ao
do tampao HEPES, contudo, ao contrario do esperado, o tampao prejudicou o desempenho da
iontoforese, reduzindo a penetracdo e a permeacao da LD, conforme demonstrado na Figura 36.

Considerando esses resultados e o fato de que o eletrodo de prata pura apresentou bom
desempenho na aplicagdo da iontoforese, sem provocar queda de pH e sem demandar processos
artesanais e demorados de confeccdo, concluiu-se que o eletrodo de prata pura constitui a
melhor opcdo para a aplicacdo de iontoforese em condi¢des dentédrias. Dessa forma, ele foi

adotado como o eletrodo padrdo nas etapas subsequentes deste estudo.

5.7 Ensaios de concentrac¢io inibitoria minima, concentracio bactericida minima, curva
Time-Kill e sinergismo do digluconato de clorexidina e do brometo de domifeno

contra Enterococcus faecalis

5.7.1 Concentragao inibitoria minima (MIC) e Concentragdo bactericida minima (CBM)
A Figura 37 mostra que os MICs foram definidos em 5 pg/mL para CHX, 0,625 pg/mL
parao BD e 781,8 para o NaOCl. A comparagao direta entre esses valores demonstra que ambos
os farmacos em teste exibem poténcia antimicrobiana substancialmente superior & do NaOCl,
o que refor¢ca o potencial dos compostos avaliados como alternativas mais eficazes para o
controle microbiano em sistemas de canais radiculares.
As CBMs da CHX, do BD e do NaOCl foram definidas em 80 ug/mL, 10 ug/mL e 1562,5

ug/mkL, respectivamente.

Figura 37. Concentragdes inibitorias minimas da CHX (A), do BD (B) e do NaOCI (C).
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5.7.2 Ensaio de curva de tempo de morte (Time-kill curve)

As figuras 40, 41 e 42 mostram as curvas de tempo de morte de E. faecalis em contato
com CHX, BD e NaOCl, respectivamente.
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Figura 38. Curva de tempo de morte do CHX.

Todas as concentracdes testadas apresentaram reducdo significativa do crescimento
bacteriano em comparagao ao controle (p < 0,05), entretanto, o principal diferencial entre elas
esta no comportamento ao longo do tempo.

As concentragdes de 4xMIC e 2xMIC apresentaram acdo progressiva ao longo do tempo,
com reducdo continua do crescimento bacteriano. No MIC, também houve acdo antimicrobiana
progressiva, porém observou-se um retorno do crescimento apds aproximadamente 120
minutos. J& as concentragdes inferiores ao MIC nao demonstraram eficacia, sendo possivel

observar crescimento constante do indculo ao longo de todo o periodo avaliado (Fig. 38).
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Figura 39. Curva de tempo de morte do BD.
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Todas as concentragdes promoveram reducdo do crescimento microbiano, porém as
concentragdes de 2xMIC e 4xMIC mostraram desempenho satisfatorio, com aumento
progressivo da morte bacteriana e resultados mais intensos proximos das 24 horas. O MIC
apresentou uma a¢ao mais estavel, embora tenha sido observado um discreto aumento do
crescimento bacteriano apds aproximadamente 90 minutos. J& as concentracdes abaixo da MIC
mostraram comportamento instavel ao longo do tempo, indicando que, a partir de 90 minutos,

ocorre uma perda significativa de sua eficacia antimicrobiana (Fig. 39).
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Figura 40. Curva de tempo de morte do NaOCl.

Todas as concentragdes avaliadas foram capazes de reduzir o crescimento bacteriano. O
MIC apresentou uma agdo constante at¢ 120 minutos, seguida por uma queda acentuada,
alcangando eliminacdo completa em 24 horas. A concentragdo de 4xMIC mostrou desempenho
superior, com a¢do bactericida intensa e continua, mantendo o crescimento bacteriano zerado
ao longo de todo o periodo de 24 horas. J& a 2xMIC também demonstrou efeito bactericida,
embora de maneira mais lenta em comparacao a 4xMIC. Por fim, nas concentracdes abaixo do
MIC, verificou-se uma redugdo progressiva e constante do crescimento bacteriano até os 120
minutos, apds esse periodo, houve crescimento singificativo, com perda da eficicia do
antimicrobiano (Fig. 40).

Os resultados obtidos, em conjunto com os apresentados no item 5.7.1, demonstram que
o BD se destacou como o farmaco mais potente, seguido pela CHX e, por tltimo, pelo NaOCI.
Embora o NaOCI apresente agdo bactericida rdpida, essa atividade ocorre apenas em
concentracgodes significativamente mais elevadas que as dos demais agentes, o que aumenta o
risco de efeitos adversos. De fato, concentracOes mais altas estdo associadas a maior
citotoxicidade aos tecidos periapicais (PASHLEY et al., 1985; KHOURY et al., 2024) em que

NaOCl a 5,25% gerou hemorragia em toda a area de contato, por ser um agente muito caustico

55



e ndo especifico, cuja agdo nao se limita ao tecido necrético e € citotoxico para todas as células,
exceto para os epitélios fortemente queratinizados (PASHLEY et al., 1985).

Apesar de a CHX também apresentar citotoxicidade em células semelhantes a
odontoblastos, estudos mostram que concentragdes de 0,06% e 0,12% provocam efeitos
significativamente menos agressivos do que aquelas de 0,2%, 1% e 2% (LESSA et al., 2010),
reforcando que doses menores tendem a ser mais seguras. Além disso, as combinagdes com BD
apresentam baixa toxicidade (DU et al., 2023; YANG et al., 2023), embora ainda sejam
necessarios estudos mais aprofundados nessa area para garantir uma aplicacao segura e eficaz.

Dessa maneira, CHX e BD mostram-se como alternativas menos téxicas, uma vez que
exercem seus efeitos antimicrobianos em concentragdes substancialmente inferiores as

requeridas pelo NaOCl.

5.8 Avaliacao in vitro da acao do digluconato de clorexidina e do brometo de domifeno
contra Enterococcus faecalis de forma passiva (sem iontoforese) e ativa (com
iontoforese)

Em relacdo ao controle de crescimento, observa-se que os tratamentos reduziram
significativamente as unidades formadoras de colonia (p < 0,005), com excecdo do BD
associado a iontoforese (p = 0,8699) (Figura 41), o que pode ser atribuido a possiveis
interferéncias no funcionamento ideal do eletrodo, cujo mecanismo eletroquimico ocorre de
acordo com a equacao 9. Para que o anodo funcione da forma ideal, ha necessidade presenga
de ions CI para as reagdes eletroquimicas, porém na solu¢do doadora, onde héd brometo de
domifeno, ha a presenga de ions Br’, que podem se ligar a Ag’, formando brometo de prata
(AgBr), e impedindo que haja formagao de AgCl e o decorrente funcionamento natural do
eletrodo, de acordo com a equagdo 9. A baixa solubilidade do AgBr em meio aquoso
(GLEDHILL, J. A.; MALAN, 1953) favorece condicdes de supersaturagao quando ions Ag" e
Br~ estdo presentes em solucdo. Nessas condi¢des, interagdes entre os ions podem levar a
formacao de agregados de pequena dimensdo (clusters de AgBr), que atuam como espécies
precursoras no processo de nucleagdo, evoluindo posteriormente para nucleos estaveis e
crescimento cristalino do s6lido (SHORE; PERCHAK; SHNIDMAN, 2000). Essas reagdes
podem competir com a formagao de AgCl e comprometer o funcionamento regular do eletrodo.

Como consequéncia, tais reagdes podem ter prejudicado a liberagdo do BD, reduzindo
seu numero de transporte. Esse achado torna-se ainda mais relevante ao se considerar que, na
auséncia da iontoforese, o BD foi capaz de reduzir significativamente a carga microbiana

quando comparado ao controle de crescimento (p = 0,0013), sugerindo que possiveis interagdes
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eletroquimicas possam ter limitado seu desempenho quando associado a iontoforese.

O CHX associado a iontoforese promoveu redugdo significativa da carga microbiana,
apresentando eficacia semelhante a do NaOCI (p = 0,9037) (Figura 41). Esse achado revela-se
altamente favoravel, especialmente ao se considerar a possivel redugdo da toxicidade
proporcionada por esse protocolo terapéutico, quando comparado ao NaOCl, cuja
citotoxicidade ¢ amplamente documentada na literatura (RUKSAKIET et al., 2020; PASHLEY
et al., 1985; KHOURY et al., 2024).

Observou-se, ainda, que a iontoforese empregada isoladamente foi capaz de reduzir o
crescimento microbiano em comparacao ao controle de crescimento (p < 0,0001). Além disso,
quando associada a um farmaco antimicrobiano, como o CHX, a reducdo das unidades
formadoras de col6nia também ¢ relevante (p = 0,0061), evidenciando que a combinagdo da
iontoforese com um agente antimicrobiano potencializa sua ac¢ao, resultando em efeito positivo

e com potencial para aplicabilidade clinica.
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Figura 41. Unidades formadoras de col6nia (LogioUFC/mL) no decorrer do tempo (min) do NaOCl, CHX,

CHX associado a iontoforese, BD, BD associado a iontoforese e iontoforese isolada em comparagdo ao controle

de crescimento bacteriano.
Tais resultados estao de acordo com a porcentagem de reducdo da populagao microbiana
(PR), representada pela imagem 44, em que o BD associado a iontoforese apresenta a menor

PR (= 90%) e a CHX associada a iontoforese apresenta PR comparavel a do NaOCl (= 99%)).
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Figura 42. Redugdo da populagio microbiana (%) no decorrer do tempo (min) do NaOCl, CHX, CHX

associado a iontoforese, BD, BD associado a iontoforese e iontoforese isolada.

5.9 Desenvolvimento de biofilme de Enterococcus faecalis nos canais radiculares de
dentes humanos

Na Figura 43, ¢ possivel observar as imagens obtidas por MEV dos canais radiculares
contaminados com E. faecalis, nas regides cervical, média e apical. Nota-se contaminagao
expressiva pelo microrganismo, com evidente formacao de biofilme e consequente obstrugao
dos tibulos dentindrios em todas as regides analisadas, sendo mais pronunciado na regido
média, onde nao ¢ possivel visualizar os tibulos dentindrios com a mesma clareza que nas
outras regides. Dessa forma, a metodologia de formagao de biofilme mostrou-se eficaz para a
condugdo dos experimentos ex vivo, pois possibilitou uma mimetizacao eficaz de um quadro de
infeccdo endodontica. As imagens obtidas durante essa etapa foram utilizadas como controle
positivo de infeccdo, comprovando a formagdo do biofilme nas condigdes experimentais

estabelecidas.
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Figura 43. Microscopia eletronica de varredura da formacdo de biofilme de E. faecalis nas regides (A)

cervical, (B) média e (C) apical.
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5.10 Avaliacao ex vivo da a¢do do digluconato de clorexidina e do brometo de domifeno
contra biofilme de Enterococcus faecalis de forma passiva (sem iontoforese) e ativa
(com iontoforese)

O tratamento com CHX demonstrou aparente redu¢ao da carga microbiana quando
comparado ao grupo controle de crescimento, com desobstrugdo parcial dos tibulos dentinarios
(Fig. 44). De maneira semelhante, o tratamento com CHX a 2% associado a iontoforese (Fig.
45) apresentou comportamento equivalente, em que o tratamento ofereceu aparente reducdo da

carga microbiana em comparagao ao controle de crescimento (Fig. 43).

Figura 44. Microscopia eletronica de varredura da agdo do CHX 2% contra biofilme de E. faecalis nas

regides (A) cervical, (B) média e (C) apical.

Figura 45. Microscopia eletronica de varredura da agdo do CHX 2% associado a iontoforese a ImA por

1min contra biofilme de E. faecalis nas regides (A) cervical, (B) média e (C) apical.

Ja o tratamento com BD 0,1% (Fig. 46), quando comparado ao grupo controle (Fig. 43),
ndo aparentou reducdo da carga microbiana, assim como a associagdo do BD 0,1% com a
iontoforese (Fig. 47). Observa-se que, mesmo apds a aplicagao dos tratamentos, o biofilme ¢ a

carga microbiana permaneceram elevados, ainda com obstrugdo dos tubulos dentinérios.
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Figura 46. Microscopia eletronica de varredura da agdo do BD 0,1% contra biofilme de E. faecalis nas

regides (A) cervical, (B) média e (C) apical.

Figura 47. Microscopia eletronica de varredura da acdo do BD 0,1% associado a iontoforese a 1mA por

Imin contra biofilme de E. faecalis nas regides (A) cervical, (B) média e (C) apical.

O tratamento com NaOCl 2,5% apresentou-se eficaz na limpeza dos canais radiculares e
tubulos dentindrios, sendo capaz de reduzir consideravelmente a carga microbiana aparente em
todas as regides do dente (Fig. 48) tanto em relacdo ao controle de crescimento, quanto em
relacdo ao controle negativo de tratamento somente com iontoforese sem qualquer ativo

antimicrobiano (Fig. 49).

Figura 48. Microscopia eletronica de varredura da agdo do NaOCl 2,5% contra biofilme de E. faecalis nas

regides (A) cervical, (B) média e (C) apical.
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Figura 49. Microscopia eletronica de varredura do controle negativo da iontoforese, ou seja, aplicacdo da

corrente sem qualquer antimicrobiano, contra biofilme de E. faecalis nas regides (A) cervical, (B) média e (C)

apical.

Em relacao aos resultados qualitativos obtidos nesta etapa, através da analise das imagens,
foi possivel observar que embora os dados obtidos fornecam indicios relevantes, ¢ fundamental
considerar as limitagdes inerentes ao modelo experimental adotado. Por se tratar de um estudo
conduzido ex vivo (em dentes humanos extraidos), as condigdes nao reproduzem integralmente
a complexidade do ambiente biologico in vivo.

Nesse contexto, a aplicagdo da iontoforese com intensidade de 1 mA durante 1 minuto,
embora metodologicamente controlada, pode ndo ter sido suficiente para promover uma
resposta visual detectavel no modelo utilizado.

Dessa forma, a auséncia de resposta visual ndo deve ser interpretada como auséncia de
efeito da tecnologia, mas sim como uma limitagdo do modelo experimental e dos parametros
empregados. Estudos futuros com ajustes nos pardmetros como intensidade e tempo de
aplica¢do da iontoforese ou em condi¢des in vivo poderdo elucidar de maneira mais abrangente
o potencial da técnica aplicada, contribuindo para uma interpretacdo mais fiel a realidade

clinica.
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6. Conclusao

A iontoforese demonstrou resultados promissores para uso em procedimentos
endodonticos. Em um primeiro momento, a prova de conceito evidenciou que a técnica aumenta
de forma significativa a penetragdo do azul de metileno nos canais radiculares e nos tibulos
dentinarios de dentes bovinos. Os parametros de 0,5 mA por 15 minutos mostraram-se
adequados, considerando que correntes continuas de até 1 mA sdo consideradas seguras para a
estrutura dental. Esses achados também convergem com os testes de resisténcia elétrica, nos
quais a aplicacdo de 0,5 mA gerou uma tensdo em torno de 20 V mesmo em condicdes ex vivo,
0 que seria seguro para o paciente.

De qualquer forma, no possivel desenvolvimento de uma tecnologia inovadora de
iontoforese para uso odontologico, ¢ fundamental que o equipamento incorpore um mecanismo
de seguranca capaz de controlar a tensdo produzida, garantindo que o paciente nao seja exposto
a riscos.

Com base nos dados obtidos com o corante azul de metileno, a iontoforese passou a ser
aplicada em dentes humanos utilizando 1 mA por apenas 1 min, uma vez que, na pratica clinica,
tempos mais curtos oferecem maior conforto ao paciente e maior eficiéncia ao profissional.

Os resultados microbiologicos demonstraram que tanto o CHX quanto o BD mostraram-
se significativamente mais potentes do que o NaOCl, atualmente considerado o padrao ouro na
endodontia. Esses achados indicam que tais moléculas possuem um poder de desinfec¢ao
superior mesmo em concentracdes muito menores, o que reduz o risco de efeitos adversos ao
paciente. Além disso, ambas demonstraram estabilidade frente a corrente elétrica, sem qualquer
sinal de degradagao durante o processo de iontoforese.

Neste trabalho, foram realizados diversos testes relacionados a tematica, incluindo a
avaliagdo da resisténcia das moléculas a passagem de corrente, a determinagdo da resisténcia
elétrica dos dentes, fator determinante para a eficidcia da iontoforese, e a comparagdo da
capacidade e poténcia dos farmacos antimicrobianos em relagdo ao padrdao-ouro atualmente
utilizado, que apresenta alta toxicidade. A necessidade de alternativas mais seguras ¢ evidente,
a fim de minimizar possiveis danos aos tecidos adjacentes do paciente.

Os resultados obtidos reforcam o potencial da iontoforese como ferramenta auxiliar e
fornecem uma base consistente para o desenvolvimento de futuras pesquisas, incentivando
investigacdes mais aprofundadas sobre a associagdo de farmacos antimicrobianos a corrente

elétrica em canais radiculares.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Introduction: The success of endodontic treatment depends on the significant disinfection of the root canal system,
Root canals its irregularities, and dentinal tubules. , achieving 1 lisis remains challenging, with
Dentinal tubules

frequent failures and occurrence of secondary infections. Here, we propose using iontophoresis to increase the

::“::P;‘"es;f penetration and distribution of disinfecting agents into root canals, using methylene blue for proof-of-concept.
S Methods: The marker was applied in bovine root canals, and the radial distribution of the dye in the dentinal

tubules was eval 1 by optical mi . I h is was applied at 0.5 and 1.5 mA for 5 and 15 min.
Results: A significant statistical difference (p < 0.05) was observed in the marker penetration between passive and
iontophoretic applications. Both current density and application time had an important effect on methylene blue
distribution, with a greater efficacy delivery to the apical region achieved after 1.5 mA for 5 min or 0.5 mA for
15 min, showing longer application time can for lower application current.

Conclusi horesis i the p and distribution of methylene blue into bovine root canals
and dentinal tubules, including its innermost portions.

Clinical significance: Tontophoresis has shown to be a promising technique for root canal and dentinal tubule
disinfection.
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Keywords: lodontic microbial infections are still a chall for an effective treatment for being biofilm-mediated and
B‘““"‘“l_ biofilm very refractory to c ional thy ies. Bi hanical ion and chemical irrigants cannot fully erad-
Drug delivery icate biofilms due to the anatomic structure of the root canal system. Instruments employed in biomechanical

Endodontic infections preparation and irrigants solution cannot reach the narrow and deepest portion of root canals, especially the

Tontophoresis 8 . %4 " - < . . dis

L-nserp apical thirds. In addition, aside from the dentin surface, biofilms can also infiltrate dentine tubules and periapical
Phstod ic therapy tissues, compromising treatment success. Therefore, different technologies have been i i 1 to achieve a
Ultrasound more effective outcome in the control of endodontic infections. However, these technologies continue to face

great difficulties in reaching the apical region and eradicating biofilms to avoid the recurrence of infection. Here,
we present an overview of the fund: Is of endodontics i i and review technol, currently
available for root canal treatment. We discuss them from a drug delivery perspective, highlighting each tech-
nology's strength to envision the best use of these technologies.
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Abstract

TIontophoresis has been vastly explored to improve drug permeation, mainly for transdermal delivery. Despite the skin’s
electrical resistance and barrier properties, it has a relatively high aqueous content and is permeable to many drugs. In
contrast, nails and teeth are accessible structures for target drug delivery but possess low water content compared to the
skin and impose significant barriers to drug permeation. Common diseases of these sites, such as nail onychomycosis and
endodontic microbial infections that reach inaccessible regions for mechanical removal, often depend on time-consuming
and ineffective treatments relying on drug’s passive permeation. Iontophoresis application in nail and teeth structures may
be a safe and effective way to improve drug transport across the nail and drug distribution through dental structures, mak-
ing treatments more effective and comfortable for patients. Here, we provide an overview of iontophoresis applications in
these “hard tissues,” considering specificities such as their high electrical resistivity. Iontophoresis presents a promising
option to enhance drug permeation through the nail and dental tissues, and further developments in these areas could lead
to widespread clinical use.

75



REPUBLICA FEDERATIVA DO BRASIL

Ministério do Desenvolvimento, Industria, Comércio e Servicos
Instituto Nacional da Propriedade Industrial

Diretoria de Marcas, Desenhos Industriais e Indicagdes Geograficas

Certificado de Registro de Desenho Industrial

Processo n°: BR302024000043-0

O INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE INDUSTRIAL concede, automaticamente, sem
exame de mérito, o presente CERTIFICADO DE REGISTRO, que outorga ao seu titular propriedade
do desenho industrial discriminado neste titulo, em todo o territorio nacional, garantindo os direitos
dele decorrentes, previstos na legislacdo em vigor.

A protecdo conferida pelo registro de desenho industrial, em conformidade com o que estabelece o
art. 95 da Lei 9.279/96, é definida exclusivamente a partir da configuracdo da forma plastica
omamental do objeto ou do conjunto omamental de linhas e cores requeridos.

A vigéncia deste registro & de 10 (dez) anos, a contar da data de depésito, mediante o recolhimento
da taxa quinquenal de manutencdo (Artigos 108 e 120 da LPI) e observadas as demais condicdes
legais.

Data de depdsito: 09/01/2024
Data da concessdo: 08/04/2025
Fim da vigéncia: 09/01/2034
Titular.  FUNDAGAO UNIVERSIDADE DE BRASILIA [BR/DF]
Endereco: CENTRO DE APOIO AO DESENVOLVIMENTO TECNOLOGICO -
UNIVERSIDADE DE BRASILIA, CAMPUS UNIVERSITARIO
DARCY RIBEIRO, EDIFICIO CDT, ASA NORTE, 70904-970,
Brasilia, DISTRITO FEDERAL, BRASIL
Autor:  TAIS GRATIERI[BR], JACY RIBEIRO DE CARVALHO
JUNIOR[BR], GUILHERME MARTINS GELFUSO[BR], MARCILIO
SERGIO SOARES DA CUNHA FILHO[BR] e THAMIRES DA
CUNHA MIRANDA[BR]
Titulo: DISPOSITIVO PARA APLICA(}AO DE IONTOFORESE
DENTARIA

Rio de Janeiro, 09/04/2025

—

e
\
\K
- i
Schmuell Lopes Cantanhéde
Diretor

‘ Aszinaco digitamente peld INSTITUTO NACIONAL DA PROPRIEDADE
A NWM'DW')’

76



