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RESUMO 



 

 

Rodrigues SCGV. Efeito da terapia fotodinâmica antimicrobiana com 
LED de alta intensidade mediada por eritrosina contra biofilme de 
Enterococcus faecalis [dissertação]. São Luís. Universidade 
CEUMA; 2019. 
 

 

RESUMO  

Introdução: O insucesso no tratamento endodôntico deve-se a 

permanência de microrganismos no sistema de canais radiculares, 

principalmente por sua complexa anatomia. Enterococcus faecalis 

(E. faecalis) estão presentes na maioria dos casos de infecção 

persistente. Como alternativa auxiliar na desinfecção de canais 

radiculares, tem-se utilizado a Terapia Fotodinâmica (TFD). Objetivo: 

Avaliar o efeito da TFD com eritrosina usando light emitting diodes 

(LED) azul de alta intensidade em canais radiculares contaminados 

com biofilme de E. faecalis. Métodos: 50 canais unirradiculares de 

dentes humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis 

por 21 dias. Os dentes foram divididos em quatro grupos para 

tratamento (n=10): Irradiação com LED somente (L+E-), LED 

irradiado na presença de eritrosina 50µM (L+E50), LED irradiado na 

presença de eritrosina 100µM (L+E100), LED irradiado na presença 

de eritrosina 200µM (L+E200), e dois grupos controle positivo (n=5) 

e negativo (n=5). Cinco minutos foi o tempo de pré-irradiação e um 

minuto para a radiação. Foram realizadas coletas antes e logo após 

o tratamento, e contadas as unidades formadoras de colônias (log 

UFC mL-1). Os dados foram submetidos ao teste de Wilcoxon para 

avaliar se as reduções foram significativas. Resultado: As reduções 

log UFC mL-1 foram de 0,22 para L+E-, 0,39 para L+E50, 0,65 para 

L+E100 e 1,04 para L+E200. Houve uma redução crescente da log 

UFC mL-1 com o aumento da concentração de eritrosina. O efeito da 

TFD antimicrobiana da eritrosina na redução de E. faecalis foi 

significativo em todas as concentrações (p<0,05). Conclusão: A 



 

eritrosina irradiada por LED de alta intensidade durante 1 minuto 

teve um efeito antimicrobiano na redução do biofilme de E. faecalis.  

Descritores: Eritrosina. Terapia Fotodinâmica. Enterococcus 

faecalis. 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ABSTRACT 



 

 
Rodrigues SCGV. Effect on Enterococcus faecalis biofilm of 
antimicrobial photodynamic therapy using high-intensity LED 
mediated by erythrosine [dissertation]. São Luís. CEUMA University; 
2019. 
 

ABSTRACT  

Introduction: Failures with endodontic treatment are due to the 

permanency of microorganisms in the root canal system, mainly as a 

result of the complex anatomy. Enterococcus faecalis (E. faecalis) 

features in most of the cases of persistent infection. One option that 

has been used to help to disinfect the root canals is Photodynamic 

Therapy (PDT). Aim: To evaluate the effect of PDT with erythrosine 

using high-intensity blue light emitting diodes (LED) on root canals 

contaminated with E. faecalis biofilm. Methods: For a period of 21 

days, 50 single-root canals from human teeth, were prepared and 

contaminated with E. faecalis. The teeth were divided into four 

groups for treatment (n=10): Irradiation using only LED (L+E-), LED 

irradiation with the presence of erythrosine 50µM (L+E50), LED 

irradiation with the presence of erythrosine 100µM (L+E100), LED 

irradiation with the presence of erythrosine 200µM (L+E200), and two 

control groups, one positive (n=5) and one negative (n=5). Five 

minutes was the pre-irradiation time and one minute for the radiation. 

Materials were collected at canals before and after treatment, and 

the colony forming units (log CFU mL-1) were counted. The data were 

submitted to the Wilcoxon signed-rank test to verify if the reduction 

was significant. Results: The log CFU mL-1 reductions were 0.22 for 

L+E-, 0.39 for L+E50, 0.65 for L+E100 and 1.04 for L+E200. There 

was a progressive reduction in log CFU mL-1 with increased 

concentrations of erythrosine. The antimicrobial photodynamic effect 

of the erythrosine in reducing E. faecalis was significant at all 

concentrations (p<0.05). Conclusion: Erythrosine irradiated by high-



 

intensity LED for 1 minute, produced an antimicrobial effect in the 

reduction of E. faecalis biofilm.  

Keywords: Erythrosine. Photodynamic Therapy. Enterococcus 

faecalis. 
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CAPÍTULO 1 



 

Efeito da terapia fotodinâmica antimicrobiana com LED de alta 

intensidade mediada por eritrosina contra biofilme de Enterococcus 

faecalis. 

 

RESUMO  

Introdução: O insucesso no tratamento endodôntico deve-se a 

permanência de microrganismos no sistema de canais radiculares, 

principalmente por sua complexa anatomia. Enterococcus faecalis 

(E. faecalis) estão presentes na maioria dos casos de infecção 

persistente. Como alternativa auxiliar na desinfecção de canais 

radiculares, tem-se utilizado a Terapia Fotodinâmica (TFD). Objetivo: 

Avaliar o efeito da TFD com eritrosina usando Light Emitting Diodes 

(LED) azul de alta intensidade em canais radiculares contaminados 

com biofilme de E. faecalis. Métodos: 50 canais unirradiculares de 

dentes humanos foram preparados e contaminados com E. faecalis 

por 21 dias. Os dentes foram divididos em quatro grupos para 

tratamento (n=10): Irradiação com LED somente (L+E-), LED 

irradiado na presença de eritrosina 50µM (L+E50), LED irradiado na 

presença de eritrosina 100µM (L+E100), LED irradiado na presença 

de eritrosina 200µM (L+E200), e dois grupos controle 

positivo (n=5) e negativo (n=5). Cinco minutos foi o tempo de pré-

irradiação e um minuto para a radiação. Foram realizadas coletas 

antes e logo após o tratamento, e contadas as unidades formadoras 

de colônias (log UFC mL-1). Os dados foram submetidos ao teste 

de Wilcoxon para avaliar se as reduções foram significativas. 

Resultado: As reduções log UFC mL-1 foram de 0,22 para L+E-, 0,39 

para L+E50, 0,65 para L+E100 e 1,04 para L+E200. Houve uma 

redução crescente da log UFC mL-1 com o aumento da concentração 

de eritrosina. O efeito da TFD antimicrobiano da eritrosina na 

redução de E. faecalis foi significativo em todas as concentrações 



 

(p<0,05). Conclusão: A eritrosina irradiada por LED de alta 

intensidade durante 1 minuto teve um efeito antimicrobiano na 

redução do biofilme de E. faecalis.  

Descritores: Eritrosina. Terapia Fotodinâmica. Enterococcus 

faecalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

*artigo a ser submetido à Revista Photodiagnosis and Photodynamic Therapy 



 

INTRODUÇÃO 

 

A presença de microrganismos no sistema de canais 

radiculares pode determinar a colonização de seus túbulos, canais 

acessórios, istmos e deltas apicais, dificultando a total eliminação 

pela instrumentação, utilização de substâncias irrigadoras e 

medicação intracanal (1). A permanência de microrganismos no 

sistema de canais radiculares, devido a falhas no processo de 

limpeza e desinfecção dos canais, e também a recontaminação 

devido selamento inadequado (2), podem ocasionar o insucesso do 

tratamento endodôntico (3). 

A persistência das infecções endodônticas depende de 

características relacionadas aos microrganismos, como a 

capacidade que tem em se adaptar às mudanças ambientais (4). 

Assim, o sucesso do tratamento endodôntico está condicionado à 

inibição do crescimento bacteriano remanescente e evitar sua 

recolonização (5). 

As bactérias em forma de biofilme apresentam maior 

resistência aos agentes antimicrobianos, quando comparada às 

formas planctônicas, uma vez que se encontram aderidas a um 

substrato orgânico ou inorgânico, cercado por produtos 

extracelulares microbianos, formando uma matriz intermicrobiana 

(6).   



 

E. faecalis, bactéria aeróbia facultativa gram-positiva, faz 

parte da microbiota bucal normal, está presente em casos de 

contaminação residual (7), e já foi isolada em cerca de 60 a 90% de 

dentes com sintomatologia pós-tratamento endodôntico (8). Em 

forma de biofilme invade os túbulos, tornando-os ambientes 

resistentes a alguns antimicrobianos (9), e mesmo a tratamentos 

mecânicos seguidos de limpeza química com soluções de hipoclorito 

de sódio ou clorexidina, (10). Biofilme de E. faecalis esta fortemente 

associado ao retratamento endodôntico (11).  

Nesse contexto, a TFD tem-se tornado um método 

alternativo para potencializar a desinfecção de canais radiculares 

(12). É considerada minimamente invasiva (13), e baseia-se no uso 

de um fotossensibilizador não-tóxico, sensível a um comprimento de 

luz específico, que produz um oxigênio reativo citotóxico a algumas 

espécies de microrganismos, e promove eficiente redução 

microbiana (14,15). Pode ocorrer através de dois processos: tipo I – 

com a produção de radical hidroxila pela transferência de elétron 

para um nível mais avançado; ou tipo II – onde ocorre a formação de 

oxigênio singleto pela transferência de energia (16,17).  

Recentes estudos Rodig et al. (2017) e  Pourhajibagher et al. 

(2018) (13,17) demonstraram a efetividade da TFD contra 

microrganismos causadores da infecção endodôntica, em especial 

E. faecalis. Entretanto, não há na literatura estudos suficientes que 



 

comprovem a ação da eritrosina irradiada por LED no combate a 

esses microrganismos. 

Os fotossensibilizadores frequentemente utilizados na TFD 

são fenotiazinas (azul de metileno e toluidina), fitalocianina 

(azulene), clorinas (polilisinas), porfirinas (hematoporfirinas) e 

xantenas (rosa de bengala, eosina e eritrosina) (14,18).  

Os corantes do grupo xanteno possuem alta absorção no 

comprimento de onda espectral entre 500 – 550 nm, 

correspondendo ao comprimento de onda dos LEDs (luz azul ou 

verde), e representam uma fonte de luz alternativa, devido ao seu 

baixo custo e também baixa atividade térmica (19). 

A eritrosina já é utilizada na detecção de placa dentária, 

portanto, aprovada para utilização intra oral (20,21), uma vez que 

não é tóxica ao hospedeiro, e ainda tem seu uso aprovado pela 

Food and Drugs Association – FDA. Nesse sentido, os estudos 

laboratoriais servem para determinar a efetividade/benefício ou não 

do método/procedimento utilizado em teste específico (22). 

Assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o efeito 

antimicrobiano da TFD com eritrosina usando LED de alta 

intensidade em canais contaminados com biofilme de E. faecalis. A 

hipótese nula testada foi que os protocolos de irradiação não 

reduziriam a atividade bacteriana imediatamente após o tratamento. 

MATERIAIS E MÉTODOS 



 

Seleção e Padronização dos espécimes utilizados  

Após aprovação pelo Comitê de Ética em Pesquisa (CEP) 

da Universidade CEUMA (UNICEUMA), sob Parecer de nº 

2.868.372, foram utilizados 50 dentes humanos unirradiculados 

extraídos (incisivos e caninos superiores), obtidos através do termo 

de doação de dentes.  

Todos possuíam canais retos, sem obturação endodôntica, 

fratura ou reabsorções internas ou externas e foram esterilizados em 

autoclave a 121ºC por 20 minutos. Suas coroas foram seccionadas 

por máquina de precisão de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake 

Bluff, IL, EUA), estabelecendo um comprimento de raiz padronizado 

em 13 mm (10).  

Com o objetivo de confirmar a patência apical, foi realizada a 

exploração do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-

Maillefer, Ballaigues, Suíça), até o comprimento real de trabalho 

(CRT), que foi padronizado em 12 mm para todos os dentes. A 

instrumentação dos canais radiculares foi realizada com o sistema 

Reciproc® (VDW, Munich, Germany) com instrumento R40. Para a 

irrigação foram utilizados 2 mL de hipoclorito de sódio a 2,5%, e a 

aspiração realizada por meio de pontas NaviTip® (Ultradent, South 

Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigação-aspiração Ultradent® 

(Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada a instrumentação, os 

canais radiculares foram irrigados com 1 mL de EDTA (ácido 

etilenodiamino tetra-acético) a 17% (Biodinâmica, Ibiporã, PR, Brasil) 



 

agitado com auxílio de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do 

preparo utilizou-se 3 mL de soro fisiológico para a irrigação do canal 

radicular. Todos foram mantidos em soro fisiológico estéril com 

trocas diárias durante 5 dias para remoção de hipoclorito de sódio 

residual. Após este período, os espécimes foram vedados 

apicalmente com resina composta fotopolimerizável Opallis® (FGM 

Produtos Odontológicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e 

impermeabilizados externamente com duas camadas de verniz para 

unhas (Procosa Produtos de Beleza Ltda., São Paulo/SP, Brasil) 

exceto na região cervical. Os dentes foram novamente esterilizados 

em autoclave a 121ºC por 20 minutos. 

Cultura de Enterococcus faecalis  

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em 

ambiente asséptico, dentro da câmara de fluxo laminar (BSTec, 

Brasil). Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram reativadas 

em Tryptic Soy Broth – TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 48 horas. 

As bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar – TSa 

(Difco, Detroit, MI, EUA) e incubadas em microaerofilia a 37oC por 

24 horas, formando uma suspensão bacteriana preparada em 

solução fisiológica esterilizada, com concentração equivalente a 108 

bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade óptica da suspensão foi 

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.  

Metodologia para formação de biofilme de Enterococcus 

faecalis  



 

A formação do biofilme foi realizada pela aplicação da 

suspensão bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb 

até preencher completamente o canal radicular utilizando seringa 

descartável de 0,5 mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A 

cada 48 horas e durante 21 dias, o meio de cultura foi reinoculado 

nos espécimes para formação do biofilme. A cada reposição do meio 

de cultura, uma bolinha de algodão estéril, foi colocada na entrada 

do canal radicular. Todos os espécimes foram mantidos fechados 

em ambiente microaerófilo e em estufa a 37º C.  

Distribuição dos grupos experimentais  

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de 

acordo com o quadro abaixo.  

 

Grupos 

  

Tratamento  

  

Amostra  

L+E-  Apenas LED  10 

L+E50  TFD com LED e eritrosina 50 µM  10 

L+E100  TFD com LED e eritrosina 100 µM  10 

L+E200  TFD com LED e eritrosina 200 µM  10 

Quadro 1 - Formação dos grupos experimentais de acordo com a 

aplicação de LED e fotossensibilizador. 

Grupos controle  



 

Para o controle positivo (n=5), os espécimes receberam 

apenas a contaminação pela suspensão de E. faecalis, e no controle 

negativo (n=5), receberam meio de cultura estéril.  

Metodologia de aplicação do LED, tempo pré-irradiação e 

agente fotossensibilizador 

Para a realização da TFD, um mesmo operador utilizou o 

LED de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com 

comprimento de onda entre 500 e 550nm, ajustado na potência Xtra 

Power (3200 mW/cm2), posicionado e acionado na entrada do canal, 

região cervical do dente, e foram realizadas 20 aplicações seguidas 

de 3 segundos cada, totalizando 1 minuto, com um depósito de 

energia de 192 J;  a eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) 

foi utilizada como agente fotossensibilizador, com o tempo de pré-

irradiação de 5 minutos  (20). 

Coletas e análise microbiológica 

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliação 

microbiológica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a 

segunda imediatamente após TFD. Ambas foram realizadas 

utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40 (Dentsply-

Maillefer, Ballaigues, Suiça) após os canais radiculares terem sido 

previamente preenchidos com solução salina estéril. Os cones 

utilizados foram transferidos para tubos eppendorf de polipropileno 

(Cral, São Paulo / SP, Brasil) com 1,5 mL de solução salina estéril e 

agitados (Vortex AP 56, Phoenix, EUA) durante 1 minuto, sendo, 



 

posteriormente, realizadas diluições decimais seriadas e semeadas 

em placas de petri com meio TSa em triplicata. As placas foram 

incubadas em microaerofilia a 37º C durante 48 horas. Os resultados 

foram obtidos por meio da contagem de unidades formadoras de 

colônia por mL (UFC mL-1) e transformados em logaritmo (log10 

UFC/mL).  

Fluxograma 

 

Figura 1 - Detalhamento da coleta microbiológica 

 

Análise estatística 

Após a constatação que os dados não apresentavam 

distribuição normal (Shapiro Wilk, p<0,01), o teste Wilcoxon foi 

empregado para testar se havia diferença significativa dentro dos 

grupos entre a contagem de microrganismo inicial e após o 

Comentado [CC2]: Endodonticamente – corrigir na figura . 
Sugiro tirar esse quadro azul e esse quadro com 50 dentes...deixe so 
o fluxograma mesmo 



 

tratamento. O programa estatístico utilizado foi o SPSS 23.0 (IBM, 

Armonk, NY, USA). O nível de significância estabelecido foi de 5%. 

RESULTADOS 

A figura 2 representa gráfico box plot evidenciando a 

mediana, valores máximos e mínimos e o intervalo interquartil de 

UFC/mL (log10) de acordo com os grupos avaliados.  

 

Figura 2 - Gráfico box plot mostrando o comportamento da distribuição dos 

valores de log UFC/mL nos diversos grupos avaliados. 

 

A Tabela 1 mostra os valores médios (desvio padrão) de log 

UFC/mL dos grupos obtidos nos dois momentos de avaliação.  



 

Houve diferença significativa entre as contagens inicial e 

pós-tratamento nos grupos que foram submetidos a terapia 

fotodinâmica com eritrosina (p<0,05). 

Tabela 1. Valores médios (desvio padrão) de log UFC mL-1 nos 
diferentes grupos nos dois momentos de avaliação.  

Letras diferentes na vertical=Diferença estatística significante (p<0,05). 

 

A inibição do crescimento bacteriano foi percebida nos 

grupos que sofreram irradiaçao. No grupo L+E50, os valores médios 

da 1ª e 2ª coletas foram 5,32 e 4,93 respectivamente. O grupo 

L+E100 apresentou os valores 5,43 e 4,78 respectivamente. O grupo 

L+E200 apresentou uma diferença estatisticamente mais significante 

em relação aos outros grupos, na 1ª coleta obteve 5,61 e após o 

tratamento 4,56. Todos os resultados foram referentes aos valores 

médios de log UFC mL-1. 

No grupo L+E-, houve uma diminuição no crescimento 

bacteriano, com os valores médios de 5,11 e 4,88, não se mostrando 

estatisticamente significante quando comparado ao controle positivo. 

 

DISCUSSÃO 

Neste estudo, a hipótese nula foi rejeitada, pois os grupos 

que foram tratados com eritrosina reduziram, imediatamente após a 

 L+E- L+E50 L+E100 L+E200 Positivo Negativo 

Inicial 5,11 (0,47)A 5,32 (0,20)A 5,43 (0,31)A 5,61 (0,36)A 5,50 (0,46)A 0,00 (0,00)A 

       

Pós-
tratamento 

4,88 (0,37)A 4,93 (0,30)B 4,78 (0,41)B 4,56 (1,63)B 5,31 (0,24)A 0,00 (0,00)A 



 

irradiação, a quantidade de E. faecalis em forma de biofilme. A TFD 

foi eficaz em todos os grupos com concentrações diferentes de 

eritrosina. Porém no grupo de maior concentração (L+E200), houve 

maior redução bacteriana. 

Esta pesquisa utilizou um LED de alta intensidade, com 

comprimento de onda entre 500 – 550nm, faixa de maior absorção 

da eritrosina, segundo o estudo de Metcalf et al. (2006) (23). O 

mesmo foi utilizado em sua potência maxima (3200mW/cm²), 

durante 1 minuto, entregando 192 J de energia para cada espécime. 

Uma dose de energia elevada se comparada ao estudo de Metcalf et 

al. (2006) (23) que entregou 6,75J de energia, sobre biofilme de S. 

mutans.  

Existem cerca de 500 espécies de bactérias em infecções 

endodônticas (24,25), no entanto, a E. faecalis aparece em cerca de 

77% dos casos de indicação de retratamento endodôntico (26), que 

crescem na maioria das vezes em forma de biofilme, o que as 

tornam muito mais patogênicas (24), além de apresentar maior 

resistência as medicações (27).  

A grande diferença entre bactérias planctônicas e biofilme 

bacteriano, é que as primeiras flutuam livremente. No biofilme, a 

estrutura é altamente organizada e as bactérias ficam aderidas em 

uma superfície, e os microrganismos apresentam um fenótipo 

alterado em relação ao seu crescimento (24).  



 

A persistência do E. faecalis pode ser explicada por sua 

capacidade em tolerar ou se adaptar a condições desfavoráveis, 

permanecendo em infecções mesmo após o tratamento endodôntico 

(28). 

Existem diferentes estratégias terapêuticas endodônticas 

quando se trata de erradicar biofilme, dentre elas: TFD, utilização de 

nanopartículas antibacterianas e ozonioterapia.  

A TFD pode alcançar áreas inacessíveis e ser uma 

alternativa satisfatória para a terapia endodôntica (25). No entanto, 

tem-se concluído que é incerta a completa eliminação do E. faecalis 

através da TFD (29), devido diferenças de métodos utilizados em 

diversas pesquisas (1,30). A revisão sistemática feita por Plotino et 

al. (2018) (30), deixou clara a necessidade de determinar 

parâmetros específicos e apropriados em relação ao 

fotossensibilizador, energia utilizada e tempo de irradiação.  

O presente estudo utilizou o biofilme de E. faecalis, na 

tentativa de encontrar um protocolo eficaz no combate a infecções 

endodônticas persistentes pós-terapia. 

Existem diversos estudos laboratoriais de TFD que utilizam 

biofilme bacteriano nas suas metodologias (17,22,31), porém os 

diferentes protocolos tornam difícil a comparação entre seus 

resultados. De qualquer forma, estudos tem demonstrado a eficácia 

da TFD frente a infecções locais (32–34).  



 

Segundo Cieplik et al. (2013) (35), a TFD diminui o impacto 

de fatores da virulência bacteriana como formação de biofilme e na 

prevenção da colonização bacteriana nos canais radiculares. 

Para Bacellar et al. (2018) (36), na TFD ocorre a geração de 

aldeídos lipídicos (substâncias que abrem poros nas membranas e 

levam ao vazamento do conteúdo da célula ou de suas organelas) o 

que é fundamental para a morte bacteriana, e a produção desses 

componentes depende do fotossensibilizador utilizado. 

Nesse contexto, Mahdi et al. (2015) (20) mostraram a 

eritrosina como uma boa opção de fotossensibilizador, e ainda 

encontraram sua efetividade de 5 a 10 vezes maior que o azul de 

metileno frente biofilme de Streptococcus mutans. No presente 

estudo, utilizando a eritrosina, foi constatada a redução do biofilme 

do E. faecalis, porém não houve comparativo com o azul de 

metileno. 

Neste estudo foram realizadas 20 aplicações seguidas de 3 

segundos, totalizando 1 minuto, com máxima potência do LED azul 

de alta intensidade, e foi observada redução bacteriana progressiva 

de acordo com o aumento da concentração. No entanto, há 

necessidade de avaliar outros protocolos alterando parâmetros como 

tempo de radiação e concentração do fotossensibilizador.  

O estudo de Metcalf et al. em 2006 (23) já havia feito esse 

comparativo, utilizando diferentes tempos de irradiação, fracionados 

por até 15 minutos. Foi observado que o fracionamento das doses 



 

de luz branca resultou em uma maior redução de S. mutans 

comparada com irradiação contínua.  

No presente estudo foram utilizadas concentrações de 

eritrosina de 50, 100 e 200 µM e foi observada maior redução de E. 

faecalis com o aumento da concentração utilizada. O estudo de 

Costa et al. (2011) (37) utilizou 400µM irradiado com LED verde e 

obteve efeito fotodinâmico significativo frente biofilme e planctons de 

Candida albicans, e Candida dublinienses. Para inibir, essas 

mesmas bactérias em forma planctônica, foi utilizada a eritrosina nas 

concentrações de 200, 100, 50, 25, 12.5, 6.25, 3.12, 1.56 e 0.78 µM. 

Segundo Hoedke et al. (2018) (25) houve maior redução 

bacteriana do biofilme de multiespécies (E. faecalis, Streptococcus 

oralis e Prevotella intermedia) imediatamente após a TFD (laser 

diodo e cloreto de fenotiazina) quando comparado a coleta realizada 

5 dias depois. Neste estudo, também houve redução significativa do 

biofilme bacteriano nas coletas realizadas imediatamente após os 

tratamentos, nos grupos que utilizaram a TFD com eritrosina. Não 

foram realizadas coletas em dias posteriores.  

Os resultados deste estudo mostraram uma redução 

bacteriana no grupo que foi utilizado somente o LED, no entanto, 

essa redução não foi estaticamente significante, quando comparado 

à coleta inicial. Por outro lado, a utilização da TFD com LED de alta 

intensidade e eritrosina, em todas as concentrações avaliadas, 

mostrou-se eficaz na redução do biofilme bacteriano de E. faecalis, 



 

entretanto, em nenhum grupo houve a total eliminação das 

bactérias. 

Estes achados estão de acordo com os trabalhos de Costa 

et al. (2011) Pereira et al. (2013) e Rodig et al. (2017) (17,37,38), 

que concluíram não haver efeito antibacteriano significativo quando 

se usa somente o LED, no entanto, Foschi et al. (2007) (39) 

afirmaram que o aumento da temperatura nos túbulos dentinários 

pode causar dano a bactéria. 

O estudo de Dai et al. (2012) (40) mostrou que ocorre 

inativação dos microrganismos pela aplicação da luz, e segundo os 

autores isso se deve a produção de porfirinas endógenas que 

podem agir como fotossensibilizador e provocar um processo letal 

de auto fotossensibilização com produção de espécie de oxigênio 

reativo (ROS).  

Segundo Xhevdet et al. (2014) (4), o curto tempo de 

irradiação pode dificultar a completa eliminação das bactérias, pela 

baixa concentração de ROS que dificulta a difusão do 

fotossensibilizador nos túbulos dentinários.  

Em relação ao tempo de pré-irradiação, Pileggi et al. (2013) 

(27) utilizaram arbitrariamente 30 minutos, muito elevado para uso 

clínico. No presente estudo foi utilizado 5 minutos como tempo de 

pré-irradiação, o mesmo empregado por Pereira et al. (2013), Mahdi 

et al, (2015) e Tomé et al. (2017) (32,38,41). Esse é um tempo já 

considerado na literatura como efetivo para pré-irradiação. 



 

O tempo de aplicação da luz, neste estudo, foi de 1 minuto, 

pois o LED utilizado foi de alta intensidade (3200mW/cm2) o que 

possibilitou uma grande dose de energia em um curto período de 

tempo, a exemplo de Romão et al. (2018) (42), que utilizaram um 

LED de alta intensidade pulsado (1200mW/cm²) com eritrosina, em 

um tempo curto (40 segundos) mostrando um parâmetro eficiente no 

controle da suspensão planctônica de Streptococcus mutans. E 

também comparando com o estudo de Borba et al. (2017) (43) que 

evidenciou inibição do crescimento bacteriano sobre uma suspenção 

planctônica de E. faecalis, utilizando eritrosina com 5 e 10 µM, nos 

tempos de 120 e 240 segundos irradiados com uma luz de alta 

potência.  

Por outro lado, para Rossoni et al. (2010) (14), a TFD com 

eritrosina não foi capaz de reduzir as unidades formadoras de 

colônias (UFCs) de outras espécies planctônicas (Escherichia coli, 

Enterobacter cloacae, Klebsiella oxytoca e Klebsiella pneumoniae), 

quando comparado ao grupo controle. Diferente do grupo que 

utilizou rosa de bengala, que reduziu significativamente as UFCs/ml 

em relação ao grupo controle, indicando sua alta toxicidade frente 

aos espécimes estudados.  

Porém, em um estudo de Wood et al. (2006) (44), utilizando 

eritrosina (22 µM), num tempo de pré-irradiação de 15 minutos,  com 

uma fonte de luz branca (lâmpada com filamento de tungstênio – 



 

22,7mW/cm²), irradiando por 15 minutos, a TFD foi capaz de 

erradicar biofilme de Streptococcus mutans. 

O presente estudo mostrou uma redução significante do 

biofilme de E. faecalis com eritrosina nas concentrações 50, 100 e 

200 µM ativada por uma luz azul (LED) de alta intensidade com 

comprimento de onda rotineiramente utilizado nos consultórios 

dentários (500-1500 nm). 

O LED de alta intensidade foi capaz de inibir crescimento de 

E. faecalis em forma de biofilme, porém são necessários mais 

estudos para definir protocolos mais apurados, em virtude da 

quantidade de parâmetros existentes que podem ser alterados. 

 

CONCLUSÃO 

A utilização da TFD com eritrosina, nas concentrações de 50, 100 e 

200 µM, utilizando LED de alta intensidade durante 1 minuto, 

mostrou-se eficaz na redução do biofilme bacteriano de E. faecalis. 
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ANEXOS 
 



 

ANEXO 1 - METODOLOGIA DETALHADA 

1.1 - Seleção e Padronização dos espécimes utilizados  

Este estudo foi revisado e aprovado pelo Comitê de Ética e 

Pesquisa da Universidade Ceuma (São Luís, Brasil) sob o número 

de parecer 2.868.372 (anexo 1). Foi dispensada a apresentação do 

Termo de Doação dos Dentes. 

Após aprovação, foram selecionados 50 dentes humanos 

unirradiculados extraídos (incisivos e caninos superiores). Todos 

possuíam canais retos, sem obturação endodôntica, fratura ou 

reabsorções internas ou externas. Os dentes foram esterilizados em 

autoclave a 121ºC por 20 minutos. Suas coroas foram seccionadas 

por máquina de precisão de corte Isomet 1000 (Buehler Ltda, Lake 

Bluff, IL, EUA), estabelecendo um comprimento de raiz padronizado 

em 13 mm (10).   

 

Figura 3 - maquina de precisão de corte Isomet 



 

Figura 4 – corte do dente na máquina 

Com o objetivo de confirmar a patência apical, foi realizada a 

exploração do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-

Maillefer, Ballaigues, Suíça), até o comprimento real de trabalho 

(CRT), que ficou em 12 mm para todos os dentes. 

 

Figura 5 – verifica patência apical

 

   Figura 6 – CRT 

 A instrumentação dos canais radiculares foi realizada com o sistema 



 

rotatório Reciproc® (VDW, Munich, Germany) com uso da lima R40.  

 

Figura 7 - Sistema Rotatório Reciproc® (VDW, Munich, Germany) 

   

Figura 8 – calibração lima R40 

 

Figura 9 – instrumentação com rotatório 



 

   

Figura 10 – padrão de instrumentação 

Para a irrigação foram utilizados 2 mL de hipoclorito de sódio a 

2,5%, e a aspiração realizada por meio de pontas NaviTip® 

(Ultradent, South Jordan, UT, EUA) utilizando Kit de irrigação-

aspiração Ultradent® (Ultradent, South Jordan, UT, EUA). 

Terminada a instrumentação, os canais radiculares foram irrigados 

com 1 mL de EDTA a 17% (Biodinâmica, Ibiporã, PR, Brasil), agitado 

com auxílio de uma lima manual por 3 minutos, e ao final do preparo 

utilizou-se 3 mL de soro fisiológico para a irrigação do canal 

radicular. 

Os dentes foram mantidos em soro fisiológico estéril com trocas 

diárias durante 5 dias para remoção de hipoclorito de sódio residual. 

Após este período, todos os espécimes foram vedados apicalmente 

com resina composta fotopolimerizável Opallis® (FGM Produtos 

Odontológicos Ltda, Joinville, SC, Brasil) e impermeabilizados 

externamente com duas camadas de verniz para unhas (Procosa 

Produtos de Beleza Ltda., São Paulo/SP, Brasil) exceto na região 



 

cervical. Os dentes foram novamente esterilizados em autoclave a 

121ºC por 20 minutos. 

1.2 - Cultura de Enterococcus faecalis  

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em ambiente 

asséptico, dentro da câmara de fluxo laminar (BSTec, Brasil) 

Culturas puras de E. faecalis (ATCC 29212) foram reativadas em 

Tryptic Soy Broth – TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 48 horas. As 

bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar – TSa 

(Difco, Detroit, MI, EUA) e incubadas em microaerofilia a 37oC por 

24 horas, formando uma suspensão bacteriana preparada em 

solução fisiológica esterilizada, com concentração equivalente a 108 

bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade óptica da suspensão foi 

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5.  

    

 Figura 11 – Capela de lâmina de fluxo 



 

 

Figura 12 – coleta de E. faecalis 

 

Figura 13 – ajuste da densidade ótica 

 



 

Figura 14 – comparativo da densidade com Escala de 

Macfarland 0,5 

1.3 - Metodologia para formação de biofilme de Enterococcus 

faecalis  

 A formação do biofilme foi realizada pela aplicação da suspensão 

bacteriana pura de E. faecalis em meio de cultura TSb até preencher 

completamente o canal radicular utilizando seringa descartável de 

0,5 mL (Becton Dickinson, Campinas, SP, Brasil). A cada 48 horas e 

durante 21 dias, o meio de cultura foi reinoculado nos espécimes 

para formação do biofilme. 

A cada reposição do meio de cultura, uma bolinha de algodão estéril, 

foi colocada na entrada do canal radicular. Todos os espécimes 

foram mantidos fechados em ambiente microaerófilo e em estufa a 

37º C.  

    

Figura 15 – bolinha de algodão  



 

    

Figura 16 – jarra utilizada para ambiente microaerófilo 

   

Figura 17 – estufa bacteriológica a 37ºC 

 

1.4 - Distribuição dos grupos experimentais  

Os espécimes foram divididos aleatoriamente em grupos de acordo 

com o quadro abaixo.  



 

 

Grupos 

  

Tratamento  

  

Amostra  

L+E-  Apenas LED  10 

L+E50  TFD com LED e eritrosina 50 µM  10 

L+E100  TFD com LED e eritrosina 100 µM  10 

L+E200  TFD com LED e eritrosina 200 µM  10 

 

Quadro 1. Formação dos grupos experimentais de acordo com a aplicação 

de LED e fotossensibilizador. 

 

1.5 - Grupos Controle  

No Controle Positivo (n=5), os espécimes receberam apenas a 

contaminação pela suspensão de E. faecalis, e no Controle Negativo 

(n=5), receberam meio de cultura estéril.  

 

1.6 - Metodologia de aplicação do LED, tempo pré-irradiação e 

agente fotossensibilizador 

Para a realização da terapia fotodinâmica, um mesmo operador 

utilizou o LED de alta intensidade (Valo, Ultradent, UT, EUA), com 

comprimento de onda entre 500 e 550nm, ajustado na potência Xtra 

Power (3200 mW/cm2), posicionado e acionado na entrada do canal, 

região cervical do dente, e foram realizadas 20 aplicações seguidas 



 

de 3 segundos cada, totalizando 1 minuto, totalizando um depósito 

de energia de 192J;  a eritrosina B (Sigma Aldrich, St Louis, MO, 

EUA) foi utilizada como agente fotossensibilizador, com o tempo de 

pré-irradiação de 5 minutos (32). 

1.7 - Coletas e análise microbiológica 

Em todos os grupos foram feitas duas coletas para avaliação 

microbiológica. A primeira foi realizada antes do tratamento e a 

segunda imediatamente após a terapia fotodinâmica. Ambas foram 

realizadas utilizando dois cones de papel absorventes estéreis #40 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiça) após os canais radiculares 

terem sido previamente preenchidos com solução salina estéril. 

1.8 - Fluxograma 

 

Figura 18 - Detalhamento da coleta microbiológica. 

Em cada grupo, os espécimes sofreram duas coletas em triplicata. 

As diluições foram em 10-¹, 10-² e 10-³. 



 

Cada grupo de tratamento, com 10 espécimes, apresentava uma 

diluição diferente da eritrosina: LED+ER 50 µM, LED+ER 100 µM, 

LED+ER 200 µM e o grupo tratado somente com o LED. Os grupos 

controle tinham 5 espécimes. 

   

Figura 19 – preenchimento do canal radicular com o 

fotossensibilizador (eritrosina). 

Após a colocação da eritrosina, o tempo de pré-irradiação foi de 5 

minutos. 

   

Figura 20 – aplicação da fonte de luz 



 

LED azul de alta intensidade aplicado na cervical dos dentes. Feitas 

20 aplicações de 3 segundos cada, totalizando 1 minuto de 

irradiação. 

Foram utilizados 2 cones de papel absorvente (#40) para a coleta 

nos espécimes. Eles foram transferidos para tubos eppendorf de 

polipropileno (Cral, São Paulo/SP, Brasil) com 1,5 mL de solução 

salina estéril e agitados (Vortex AP 56, Phoenix, EUA) durante 1 

minuto. 

   

   

Figura 21 – coleta da cultura nos espécimes 

   

Figura 22 – colocação dos cones no tubo eppendorf 



 

   

Figura 23 – Vortex AP 56 

Posteriormente, foram realizadas diluições decimais seriadas e 

semeadas em placas de petri com meio TSa (Difco, Detroit, MI, 

EUA) em triplicata.  

   

Figura 24 – tubos de ensaio numerados e placas de petri especificadas. 

 

O tubo de ensaio nº 1 corresponde a placa com a diluição 10-¹, o 

tubo nº 2 corresponde a placa com a diluição 10-² e o tubo nº 3 

corresponde a placa com a diluição 10-³. 



 

   

   Figura 25 – coleta de 1ml do material após o vortex. 

   

Figura 26 – diluição nos tubos de ensaio 

   

Figura 27 – coleta no tubo de ensaio para confecção da placa. 



 

   

Figura 28 – deposição da cultura de E. faecalis na placa. 

   

Figura 29 – desenho da placa. 

As placas foram incubadas em microaerofilia a 37º C durante 48 

horas. Os resultados foram obtidos por meio da contagem de 

unidades formadoras de colônia por mL (UFC mL-1) e transformados 

em logaritmo (log10 UFC/mL). 



 

   

Figura 30 – contagem das UFCs. 

 

1.9 - Análise estatística 

Após a constatação que os dados não apresentavam distribuição 

normal (Shapiro Wilk, p<0,01), o teste Wilcoxon foi empregado para 

testar se havia diferença significativa dentro dos grupos entre a 

contagem de microrganismo inicial e após o tratamento. 

O programa estatístico utilizado foi o SPSS 23.0 (IBM, Armonk, NY, 

USA). O nível de significância estabelecido foi de 5%. 

 

 

 

 

 
 



 

ANEXO 2: PARECER DO COMITÊ DE ÉTICA 

 



 

 



 

 

 



 

ANEXO 3: NORMAS DA REVISTA: PHOTODIAGNOSIS AND 
PHOTODYNAMIC THERAPY 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 



 

 

 

 


