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Silva TQM. Efeito da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com 

laser de baixa intensidade mediada por Azul de Metileno contra 

biofilme de Enterococcus faecalis [dissertação]. São Luís. 

Universidade CEUMA; 2019. 

 

RESUMO 

 

Introdução: O insucesso no tratamento endodôntico deve-se 

principalmente à permanência de microrganismos no sistema de 

canais radiculares, devido a 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 a eficácia da TFD, utilizando o corante azul de 

metileno (AM) em diferentes concentrações, irradiado por Laser de 

baixa intensidade, em canais radiculares contaminados com biofilme 

de E. faecalis. Materiais e Métodos: Cinquenta dentes de humanos 

com canais unirradiculares foram instrumentados e contaminados 

com E. faecalis por 21 dias. Os dentes foram divididos em cinco 

grupos (n=10): Irradiação com Laser somente (L+AM-), Laser com AM 

50µM (L+AM50), Laser com AM 100µM (L+AM100), Laser com AM 

200µM (L+AM200), e 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 microbiológicas antes e logo após 

a TFD, e contadas as unidades formadoras de colônias (log UFC mL-

1). O teste T de Student para amostras pareadas foi empregado para 

testar se havia diferença significativa dentro dos grupos, enquanto a 

Anova One Way foi utilizada para testar se houve diferença 

significativa das reduções entre os grupos. Resultados: As reduções 

log CFC mL-1 foram de 0,16 para L+AM-, 0,27 para L+AM50, 0,39 para 

L+AM100 e 0,45+AM200. O efeito da TFD antimicrobiana com o azul 



   

 
 

de metileno na redução de E. faecalis foi significativo em todas as 

concentrações (p<0,05), no entanto, não houve diferença significativa 

entre as concentrações (p>0,05). Conclusão: A TFD com azul de 

metileno irradiada por Laser por 1 minuto, teve um efeito 

antimicrobiano na redução do biofilme de E. Faecalis nos canais 

radiculares. 

 

Palavras-chave: Azul de Metileno, Terapia Fotodinâmica, 

Enterococcus faecalis. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 



   

 
 

Silva TQM. Effect of Antimicrobial Photodynamic Therapy with low 

intensity laser mediated by Methylene Blue against Enterococcus 

faecalis biofilm [dissertation]. São Luís, CEUMA University; 2019. 

 

ABSTRACT 

 

Introduction: Failure in endodontic treatment is mainly due to the 

permanence of microorganisms in the root canal system, due to its 

complex anatomy. Enterococcus faecalis (E. faecalis) are present in 

most cases of persistent infection. As an alternative to disinfect root 

canals, Photodynamic Therapy (PDT) has been used. Purpose: To 

evaluate the efficacy of PDT using methylene blue (MB) dye at 

different concentrations, irradiated by low intensity laser, in root canals 

contaminated with E. faecalis biofilm. Materials and Methods: Fifty 

human teeth with uniradicular canals were instrumented and 

contaminated with E. faecalis for 21 days. The teeth were divided into 

five groups (n = 10): Laser Irradiation Only (L + MB-), Laser with MB 

50µM (L + MB50), Laser with AM 100µM (L + MB100), Laser with MB 

200µM (L + MB200), and positive (n = 5) and negative (n = 5) control 

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

the radiation. Microbiological collections were performed before and 

immediately after PDT, and colony forming units (log CFU mL-1) were 

counted. Student's t-test for paired samples was used to test for 

significant differences within groups, while Anova One Way was used 

to test for significant differences in reductions between groups. 

Results: The log CFC mL-1 reductions were 0.16 for L + MB-, 0.27 for 

L + MB50, 0.39 for L + MB100 and 0.45 + MB200. The effect of 

antimicrobial PDT with methylene blue on E. faecalis reduction was 

significant at all concentrations (p <0.05), however, there was no 

significant difference between concentrations (p> 0.05). Conclusion: 

Laser irradiated methylene blue PDT for 1 minute had an antimicrobial 

effect on the reduction of E. Faecalis biofilm in root canals. 



   

 
 

 

Keywords: Methylene Blue, Photodynamic Therapy, 

Enterococcus faecalis. 
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CAPÍTULO 1 

 

EFEITO DA TERAPIA FOTODINÂMICA ANTIMICROBIANA 

COM LASER DE BAIXA INTENSIDADE MEDIADA POR AZUL 

DE METILENO CONTRA BIOFILME ENTEROCOCCUS 

FAECALIS 

 

RESUMO 

Introdução: O insucesso no tratamento endodôntico deve-se 

principalmente à permanência de microrganismos no sistema de 

canais radiculares, devido a 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 a eficácia da TFD, utilizando o corante azul de 

metileno (AM) em diferentes concentrações, irradiado por Laser de 



   

 
 

baixa intensidade, em canais radiculares contaminados com biofilme 

de E. faecalis. Materiais e Métodos: Cinquenta dentes de humanos 

com canais unirradiculares foram instrumentados e contaminados 

com E. faecalis por 21 dias. Os dentes foram divididos em cinco 

grupos (n=10): Irradiação com Laser somente (L+AM-), Laser com AM 

50µM (L+AM50), Laser com AM 100µM (L+AM100), Laser com AM 

200µM (L+AM200), e 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 microbiológicas antes e logo após 

a TFD, e contadas as unidades formadoras de colônias (log UFC mL-

1). O teste T de Student para amostras pareadas foi empregado para 

testar se havia diferença significativa dentro dos grupos, enquanto a 

Anova One Way foi utilizada para testar se houve diferença 

significativa das reduções entre os grupos. Resultados: As reduções 

log CFC mL-1 foram de 0,16 para L+AM-, 0,27 para L+AM50, 0,39 para 

L+AM100 e 0,45+AM200. O efeito da TFD antimicrobiana com o azul 

de metileno na redução de E. faecalis foi significativo em todas as 

concentrações (p<0,05), no entanto, não houve diferença significativa 

entre as concentrações (p>0,05). Conclusão: A TFD com azul de 

metileno irradiada por Laser por 1 minuto, teve um efeito 

antimicrobiano na redução do biofilme de E. Faecalis nos canais 

radiculares. 

 

Palavras-chave: Azul de Metileno. Terapia Fotodinâmica. 

Enterococcus faecalis. 
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1.  INTRODUÇÃO 

A complexa estrutura do sistema de canais radiculares coloca 

a completa eliminação de microrganismos como um grande desafio 

(1). Os microrganismos presentes no sistema de canais radiculares 

podem colonizar os túbulos dentinários, canais acessórios, istmos e 

deltas apicais, dificultando a eliminação através da instrumentação, 

uso de substâncias irrigadoras e pela medicação intracanal, levando 

ao insucesso do tratamento endodôntico (2). 

Os fatores microbianos estão associados ao insucesso do 

tratamento na maioria dos casos, sendo que a persistência das 

infecções endodônticas depende de características relacionadas aos 

microrganismos, como sua capacidade de adaptação às mudanças 

ambientais (1).Logo, o sucesso do tratamento endodôntico está 

subordinado à inibição do crescimento bacteriano remanescente e 

evitar sua descolonização (3).  

As bactérias no sistema de canais radiculares, se organizam 

em forma de biofilme, uma estrutura altamente organizada em que as 

bactérias ficam aderidas a uma superfície, tornando-se mais 

resistentes a antibióticos e mesmo a tratamentos mecânicos, limpeza 

química e irrigação com soluções como hipoclorito de sódio ou 

clorexidina (4).  

Entre as bactérias associadas ao insucesso do tratamento 

endodôntico, destaca-se o Enterococcus faecalis, faz parte da 

microbiota bucal normal, bactéria aeróbia facultativa, gram-positiva, 
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responsável pela maioria dos casos de contaminação residual (5).  

Além disso, apresenta diversos fatores de virulência, como enzimas 

líticas, citolisinas, ácido lipoteicóico e capacidade de agregação de 

substâncias, além de ser capaz de suprimir a ação de linfócitos, 

contribuindo fortemente para o insucesso do tratamento endodôntico 

(1). 

Para o sucesso do tratamento endodôntico tem-se buscado 

alternativas para eliminação de bactérias resistentes ao tratamento 

endodôntico convencional (6). Nesse sentido, a terapia fotodinâmica 

(TFD) é considerada minimamente invasiva (7), baseado no uso de 

um fotossensibilizador (FS) não-tóxico, sensível a um comprimento de 

luz específico, que produz oxigênio reativo citotóxico a algumas 

espécies de microrganismos, promovendo eficiente redução 

microbiana (8).  

A ação da TFD pode ocorrer por meio de dois processos: tipo I 

– produção de uma 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, podendo  ser repetida 

várias vezes, já que a mesma não é invasiva e nem apresenta efeitos 

cumulativos(9,10).   

A fonte de luz utilizada pode ser um LASER (Light Amplified by 

Stimulated Emission Radiation) ou um diodo emissor de luz (LED), 

sendo que o LASER é a principal fonte de luz utilizada para ativar os 

FS na TFD. Foi introduzido para endodontia para melhorar os 

resultados obtidos por técnicas tradicionais e têm demonstrado ser 
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eficazes na redução de bactérias no sistema de canais radiculares 

(11). 

Dentre as características necessárias para a escolha de um 

FS, destaca-se a baixa toxicidade após a administração, ser um 

composto hidrossolúvel passível de rápida eliminação, 

biologicamente estável ,baixo custo e fotoquimicamente eficaz (12).  

Os FS utilizados com maior frequência na TFD são fenotiazinas 

(azul de metileno e azul de toluidina), fitalocianina (azulene), clorinas 

(polilisinas), porfirinas (hematoporfirinas) e xantenas (rosa de 

bengala, eosina e eritrosina)   (13,14). 

Um dos principais representantes da família das fenotiazinas é 

o azul de metileno (AM), que apresenta características favoráveis 

para uso em TFD, como intensa absorção na região de 660 nm,  baixa 

toxicidade, altamente solúvel em água, além de ser o FS de escolha 

em grande parte dos estudos, uma vez que este composto é utilizado 

na área da saúde para uma série de finalidades terapêuticas, em 

concentrações superiores as utilizadas em TFD (14). 

O AM é um composto químico aromático heterocíclico. À 

temperatura ambiente, verifica-se como um sólido, pó verde, escuro, 

inodoro, que origina uma solução azul quando dissolvido em água. 

Mostra a toxicidade considerável para várias espécies de 

microrganismos, incluindo bactérias orais gram-positivas e gram-

negativas (15).  

Diante do exposto, este estudo se propõe a avaliar o efeito da 

TFD antimicrobiana contra o biofilme de E. faecalis, utilizando como 
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agente FS o AM em variadas concentrações, irradiado com uma fonte 

de luz Laser de baixa intensidade. 

 

2 MATERIAIS E MÉTODOS  

2.1 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,  

(ANEXO1) foram utilizados 50 dentes extraídos de humanos 

unirradiculados (incisivos e caninos superiores), obtidos por meio 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 13mm.  

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 12mm 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 2mL 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® 
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(Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada a instrumentação, os 

canais radiculares foram irrigados com 1mL 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 3mL 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. 

 

2.2 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 
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bactérias/mililitro, esse ajuste da densidade óptica da suspensão foi 

realizado por meio da Escala de Macfarland 0,5. 

 

2.3 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 0,5mL (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 37 ºC. 

 

2.4 Distribuição dos grupos experimentais 

Como agente fotossensibilizador, foi utilizado o azul de 

metileno (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) 

Os dentes foram divididos em cinco grupos (n=10): Irradiação 

com Laser somente (L+AM-), Laser com AM 50µM (L+AM50), Laser 

com AM 100µM (L+AM100), Laser com AM 200µM (L+AM200), e 

grupos positivo (n=5) e negativo (n=5). Os espécimes foram divididos 

aleatoriamente em grupos de acordo com o quadro abaixo: 
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Quadro 1. Formação dos grupos experimentais de acordo com a aplicação de 
Laser e fotossensibilizador. 

 

 

Grupos 

 

Tratamento  

 

Amostra  

L+AM- Apenas Laser 10 

L+AM50 TFD com Laser e AM 50 µM 10 

L+AM100 TFD com Laser e AM 100 µM 10 

L+AM200 TFD com Laser e AM 200 µM 10 

Fonte: Desenvolvido pelo mestrando. 

 
 
2.5  Grupos Controle 

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

contaminação pela suspensão de E. faecalis. enquanto o Controle 

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

2.6 Metodologia de aplicação do Laser, tempo de pré-

irradiação e agente fotossensibilizador 

Para a realização da TFD, um mesmo operador utilizou como 

recurso fotodinâmico um laser de baixa potência, com comprimento 

de onda do laser vermelho: 660nm ± 10nm (LASER THERAPY XT-

DMC, São Carlos/SP, Brasil.), ajustado na potência de 6J/Min. Com o 

objetivo de permitir a difusão da luz por toda a extensão do canal 

radicular, foi acoplada ao dispositivo, uma fibra óptica de 50 mm de 
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comprimento com diâmetro da ponta de 0,30mm e conicidade de 

0,02mm/mm. 

A fibra óptica foi introduzida no canal radicular, com o Laser 

acionado até o comprimento real de trabalho, com uma frequência de 

aproximadamente 10 introduções/retiradas por minuto, 6 ciclos de 10 

segundos, 6J/min, após o tempo de pré-irradiação de 5 minutos. 

 

2.7 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. Os 

cones utilizados foram transferidos para tubos eppendorf de 

polipropileno (São Paulo/SP, Brasil) com 1,5mL 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 (Difco, Detroit, MI, EUA) 

em triplicata. As placas foram incubadas a 37 ºC 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). 
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2.8 Fluxograma  

 

Figura 1 - Detalhamento da coleta microbiológica. 

 

2.9 Análise estatística 

Após a constatação que os dados apresentavam distribuição 

normal (Shapiro wilk, p>0,01), o teste T de Student para amostras 

pareadas foi empregado para testar se havia diferença significativa 

dentro dos grupos entre a contagem de microrganismo inicial e após 

o tratamento. O teste Anova One Way foi utilizado para testar se 

houve diferença significativa das reduções entre os grupos. 

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

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

 

3 RESULTADOS 

A Tabela 1 mostra os valores médio (desvio padrão) de 

CFU/mL (log10) dos grupos obtidos nos dois momentos de avaliação. 
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A figura 1 representa gráfico de erros evidenciando os valores médios 

de log CFC mL-1 dos grupos com seus respectivos intervalos de 

confiança de 95% (IC95%). 

As reduções log UFC mL-1 foram de 0,16 para L+AM-, 0,27 para 

L+AM50, 0,39 para L+AM100 e 0,45 para L+AM200.  

A redução de E. faecalis foi significativa em todas as 

concentrações (p<0,05), no entanto, não houve diferença significativa 

entre as concentrações (p>0,05). 

 

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

*Valores de p<0,05 =Diferença estatística significante entre os valores médios de 
redução microbiana antes e depois da aplicação da TFD. 

 

 

 

 L+AM- L+AM50 L+AM100 L+AM200 Positivo Negativo 

Inicial 5,62 (0,26) 5,51 (0,21) 5,76 (0,20) 5,28 (0,27) 5,56 (0,34) 0,00 (0,00) 

       

Pós TFD 5,46 (0,0,45) 5,24 (0,32) 5,36 (0,39) 4,83 (0,58) 5,42 (0,49) 0,00 (0,00) 

p-valor 0,061 0,018* 0,002* 0,011* 0,155 1,000 
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Figura 2. Gráfico de erros mostrando o comportamento dos valores médios de 
redução microbiana nos diversos grupos avaliados.  

 
 

4 DISCUSSÃO 

No presente estudo a hipótese nula, que os protocolos que 

usariam terapia fotodinâmica não afetariam a redução bacteriana 

imediatamente após o tratamento com TFD com azul de metileno 

aplicada durante 60 segundos, foi rejeitada.  

Neste estudo foi utilizado o tempo de irradiação de 60 

segundos, mesmo tempo utilizado por Pourhajibagher et al. (16) e 

Yildirim et al. (17). Esse tempo foi suficiente para uma redução 

microbiana significativa em todas as concentrações. Os resultados 

mostraram ainda que E. faecalis, em forma de biofilme em canais 

radiculares de dentes extraídos, exposto a AM nas concentrações 50, 

100 e 200 µM ativado com Laser com comprimento de onda 665nm, 

foram reduzidos significativamente. No entanto, nenhuma 
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concentração foi capaz de eliminar 100% o número de células 

bacteriana.  

Talvez para a completa eliminação haveria necessidade de um 

maior tempo de irradiação e consequentemente uma maior dose de 

energia depositada, pois, segundo Williams et al. (18), o tempo de 

irradiação, assim como a dose de energia, são os fatores mais 

importantes na eliminação dos microrganismos durante a TFD. 

Também no estudo de Soukos et al. (2), utilizando uma concentração 

de 25 µg/ml (67 µM) de AM irradiado por Laser durante 5 minutos 

ocorreu uma redução de 97% de E. faecalis. Além do mais, Soares et 

al. (19) reportaram que a dose de energia depositada durante a TFD 

é fator primordial na completa eliminação dos microrganismos. 

Assim sendo, segundo Xhevdet et al. (1) o curto tempo de 

irradiação pode dificultar a completa eliminação das bactérias, e a 

baixa concentração de ROS atrapalha a difusão do fotossensibilizador 

nos túbulos dentinários, ao mesmo tempo que o E. faecalis em forma 

de biofilme é um fator de persistência bacteriana após tratamento 

endodôntico (20). 

Outro fato que deve ter contribuído para não eliminação total 

dos microrganismos é que a eliminação de E. faecalis em forma de 

biofilme é mais difícil, pois existe uma diferença significante entre 

bactérias planctônicas e em forma de biofilme bacteriano. As 

primeiras flutuam livremente, enquanto o biofilme, é uma estrutura  

altamente organizada onde as bactérias ficam aderidas em uma 
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superfície, e os microrganismos apresentam um fenótipo alterado em 

relação ao seu crescimento (20) o que dificulta a sua eliminação.  

Existe na literatura uma grande variação em relação ao tempo 

de pré-irradiação do FS, ou seja, o tempo em que o canal radicular 

fica inundado pela solução antes da aplicação da luz, variando entre 

1 a 10 minutos (21-25). 

No presente estudo, o tempo pré-irradiação, do AM foi de 5 

minutos. Mesmo tempo foi utilizado por Garcez et al. (12), Souza et 

al. (26) e Fontana et al. (27), pois, acredita-se que esse tempo é 

necessário para  permitir a penetração do AM por meio dos túbulos 

dentinários e interação com a parede bacteriana (28).  

Em relação a concentração do AM, Garcez et al. (29) utilizou 

50, 100, 150 e 300 μM e os resultados mostraram que uma 

concentração de 50-100 μM deveria  ser as mais  indicadas para uso  

da TFD com AM. Por outro lado, os estudos de Wainwright et al. (30) 

e Usacheva et al. (31) o AM foi utilizado em concentrações que variam 

de 42μM (15,7μg/ml) a 100μM (37,4μg/ml) para atingir o efeito 

bactericida em biofilme de E. faecalis in vitro, chegando a conclusão 

que quando maior a concentração do FS, maior era o fluxo de energia, 

elevando a efetividade da TFD. 

Oliveira et al. (32) avaliaram, em vitro, o efeito antimicrobiano 

da TFD usando AM, na concentração de 50μM, e laser de baixa 

potência contra C. albicans, P.aeruginosa, E. faecalis e S.aureus. A 

irradiação do laser na presença do AM eliminou 74,90% da C. 

albicans, 72,41% para da P. aeruginosa, 95,42% para S. aureus e 
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96,44 para E. faecalis mostrando diferenças estatisticamente 

significativas entre os diferentes grupos.  

Segundo Komine et al. (33) a concentração inicial ideal para 

gerar oxigênio singleto e atingir o efeito bactericida da TFD, utilizando 

AM para a eliminação de E. faecalis, é de 35,2 μmol/L. Neste estudo, 

foram testadas as concentrações de 50, 100, 200 µM para observar 

se havia uma relação linear entre o aumento da concentração do FS 

com o aumento da redução microbiana. Percebeu-se que, em média, 

houve um aumento da redução com o aumento da concentração, no 

entanto, essa diferença não foi estatisticamente significativa. A falta 

de correlação provavelmente foi devido a dispersão dos valores de 

redução ao redor da média em cada concentração. O caráter 

multifatorial, como demonstrado por Soares et al. (19), da atividade 

antimicrobiana da TFD, provavelmente foi responsável pela dispersão 

dos valores de redução microbiana.  

Nossos achados sugerem que o AM, nas concentrações 

utilizadas neste estudo, tem o potencial de reduzir significativamente 

E. faecalis em forma de biofilme em canais radiculares, no entanto, há 

necessidade de outros estudos no intuito de estabelecer um protocolo 

adequado com um tempo maior de aplicação da luz, assim como, 

avaliar a efetividade dessas mesmas concentrações diante de 

diferentes cepas bacterianas causadoras de insucesso do tratamento 

endodôntico. 

 

5 CONCLUSÃO 



   

37 
 

A utilização da terapia fotodinâmica utilizando Laser de baixa 

intensidade e azul de metileno, nas concentrações de 50, 100 e 200 

µM durante 1 minuto, mostrou-se eficaz na redução de E. faecalis na 

forma de biofilme bacteriano em canais radiculares de dentes 

humanos. 
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ANEXOS 
Anexo 1.  Metodologia detalhada 
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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 2). Foi dispensada a apresentação do 

Termo de Doação dos Dentes.  

Após aprovação, foram selecionados 50 dentes extraídos de 

humanos unirradiculados (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 13mm .   

 

Figura 3 - máquina 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 
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(CRT), que ficou em 12mm 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.  
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Figura 7 - Sistema Rotatório Reciproc® (VDW, Munich, Germany) 
 

 

Figura 8 – calibração lima R40 
 

 

Figura 9 – instrumentação com rotatório 
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Figura 10 – padrão de instrumentação 
 

Para a irrigação foram utilizados 2mL 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 1mL 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 

3mL 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. 
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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 
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Figura 12 – coleta de E. faecalis 
 

 

Figura 13 – ajuste da densidade ótica 
 

 

Figura 14 – comparativo da densidade com Escala de Macfarland 
0,5 
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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 0,5mL (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 37ºC.  

 

 

Figura 15 – bolinha de algodão 
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Figura 16 – jarra utilizada para ambiente 
microaerófilo 
 

 

Figura 17 – estufa bacteriológica a 37ºC 
 

1.4  Distribuição dos grupos experimentais  

Como agente fotossensibilizador, foi utilizado o azul de 

metileno (Sigma Aldrich, St Louis, MO, EUA) 

Os dentes foram divididos em cinco grupos (n=10): Irradiação 

com Laser somente (L+AM-), Laser com AM 50µM (L+AM50), Laser 

com AM 100µM (L+AM100), Laser com AM 200µM (L+AM200), e 
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grupos positivo (n=5) e negativo (n=5). Os espécimes foram divididos 

aleatoriamente em grupos de acordo com o quadro abaixo: 

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

 

Grupos 

  

Tratamento  

  

Amostra  

L+AM-  Apenas Laser  10 

L+AM50  TFD com Laser e AM 50 µM  10 

L+AM100  TFD com Laser e AM 100 µM  10 

L+AM200  TFD com Laser e AM 200 µM  10 

Fonte: desenvolvido pelo mestrando. 

 

1.5 Grupos Controle  

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

apenas a contaminação pela suspensão de E. faecalis, enquanto que 

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

1.6 Metodologia de aplicação do Laser, tempo de pré-irradiação 

e agente fotossensibilizador 

Para a realização da TFD, um mesmo operador utilizou como 

recurso fotodinâmico um laser de baixa potência, com comprimento 

de onda do laser vermelho: 660nm ± 10nm (LASER THERAPY XT-

DMC, São Carlos/SP, Brasil.), ajustado na potência de 6J/Min. Com o 

objetivo de permitir a difusão da luz por toda a extensão do canal 

radicular, foi acoplada ao dispositivo, uma fibra óptica de 50mm de 
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comprimento com diâmetro da ponta de 0,30mm e conicidade de 

0,02mm/mm.  

A fibra óptica foi introduzida no canal radicular, com o Laser 

acionado até o comprimento real de trabalho, com uma frequência de 

aproximadamente 10 introduções/retiradas por minuto, 6 ciclos de 10 

segundos, totalizando 1 minuto, 6J/min. Como agente 

fotossensibilizador, foi utilizado o azul de metileno (Sigma Aldrich, St 

Louis, MO, EUA), com o tempo de pré-irradiação de 5 minutos. 

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. 
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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 do AM: Laser+AM 50 µM, Laser+AM 100 µM, 

Laser+AM 200 µM e o grupo tratado somente com o Laser. Os grupos 

controle tinham 5 espécimes.  

  

Figura 19 – preenchimento do canal radicular com o 
fotossensibilizador (azul de metileno). 

 

Após a colocação do AM, o tempo de pré-irradiação foi de 5 

minutos.  
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Figura 20 – aplicação da fonte de luz 
 

Laser de baixa intensidade aplicado na cervical dos dentes. 

Feitas 6 aplicações de10 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 (São Paulo/SP, Brasil) com 1,5mL de solução salina 

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

 

Figura 21 – coleta da cultura nos espécimes 
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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 
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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 
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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. 
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As placas foram incubadas em microaerofilia a 37 ºC 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 apresentavam distribuição 

normal (Shapiro wilk, p>0,01), o teste T de Student para amostras 

pareadas foi empregado para testar se havia diferença significativa 

dentro dos grupos entre a contagem de microrganismo inicial e após 

o tratamento. O teste Anova one way foi utilizado para testar se houve 

diferença significativa das reduções entre os grupos.  

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

NY, USA). O nível de significância estabelecido foi de 5%. 
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Anexo 2. Parecer do comitê de ética 
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ANEXO 3. Normas da Revista: Photodiagnosis and 
Photodynamic Therapy 
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