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AVALIAÇÃO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO AZUL DE 
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FOTODINÂMICA NA ENDODONTIA 
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A permanência dos microrganismos no sistema de canais radiculares após o preparo 

químico-mecânico desempenha um importante papel na taxa de sucesso do tratamento 

endodôntico. A Terapia Fotodinâmica surgiu na endodontia para ser um suplemento à 

desinfecção dos canais radiculares visando dirimir essa persistência. Ao questionarmos qual o 

real efeito antibacteriano desse tratamento na clínica de endodontia, nos deparamos com 

inúmeras formulações e concentrações usadas do fotossensibilizador, bem como inúmeras 

metodologias para testar sua atividade antimicrobiana, oferecendo resultados confusos e não 

conclusivos. O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a atividade antibacteriana, frente a 

duas cepas de Enterococcus faecalis ATCCs 29212 e 51299, do agente fotossensibilizador 

(FS) azul de metileno em diferentes concentrações e formulações citadas na literatura. O 

método empregado para avaliar a atividade antibacteriana do fotossensibilizador foi a 

microdiluição em caldo com a determinação da concentração inibitória mínima. As 18 

substâncias-teste, citadas na literatura, foram deixadas em contato por cinco minutos em cada 

poço e então, seguiu-se a aplicação do laser (660nm, Kondortech®, São Carlos, SP, Brazil) 

por três minutos. Os testes foram realizados de acordo com o Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI 2013). Após o período de incubação de 18-24hs a 35±2ºC, foi 

realizada a leitura visual observando o crescimento bacteriano, sendo consideradas inibitórias 

as substâncias onde os poços estavam sem turbidez e/ou depósito de sedimentos no fundo. O 

FS dissolvido numa mistura de H₂O₂ e clorexidina 2% (substância 15) e numa mistura de 

glicerol, etanol, água, peróxido de hidrogênio e detergente Triton X100 (substância 10) 

inibiram o crescimento do Enterococcus faecalis 29212. Para o microrganismo resistente 

além destas, a mistura do FS em glicerol, etanol e água (substância 13) também apresentou 

poder inibitório. Nenhuma concentração de azul de metileno dissolvido em água (300 a 7,5 

µmol/L) apresentou poder de inibir o crescimento das cepas estudadas. Diante da literatura 

pesquisada e dos resultados do estudo, para predizer a eficácia da TFD frente ao 

microrganismo problema na endodontia, ainda é necessário uma padronização da formulação 

ideal do FS, seu tempo de contato e ainda, de parâmetros importantes do laser, como potência 

total, fluência e tempo de irradiação. 

 

Palavras-chave: Terapia fotodinâmica Antimicrobiana. Fotossensibilizador. Endodontia. 

Enterococcus faecalis. Laser. 
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The persistence of microorganisms in the root canal system after chemical-mechanical 

preparation plays an important role in the success rate of endodontic treatment. Photodynamic 

Therapy in endodontics appeared to be a supplement to the disinfection of root canals aiming 

resolve this persistence. When questioning what the actual antibacterial effect of this 

treatment in clinical endodontics, we face numerous formulations and concentrations of the 

photosensitizer used, as well as numerous methodologies to test its antimicrobial activity, 

offering confusing and inconclusive results. The aim of this study was to evaluate the in vitro 

antibacterial activity against two strains of Enterococcus faecalis ATCCs 29212 and 51299, 

of the methylene blue photosensitizer (PS) in different formulations and concentrations cited 

in the literature. The method used to evaluate the antibacterial activity of the photosensitizer 

was the microdilution to determine the minimum inhibitory concentration. The 18 test 

substances, in the literature, were left in contact for five minutes in each well and then 

followed by the application of the laser (660 nm, Kondortech®, São Carlos, SP, Brazil) for 

three minutes. The tests were performed according to the Clinical and Laboratory Standards 

Institute (CLSI 2013). After the incubation period at 35 ± 2 ° C 18-24hs, read visually 

observing the bacterial growth and is considered where the inhibitory substances were wells 

without turbidity and / or deposition of sediments at the bottom was carried out. Dissolved in 

a mixture of 2% chlorhexidine and H₂O₂ (substance 15), and a mixture of glycerol, ethanol, 

water, hydrogen peroxide and Triton X100 detergent (substance 10) PS inhibited the growth 

of Enterococcus faecalis resistant microorganism 29212. For the addition of these the mixture 

PS glycerol, ethanol, and water (substance 13) also showed an inhibitory power. No 

concentration of methylene blue dissolved in water (300 to 7.5 µmol / L) had able to inhibit 

the growth of the strains analyzed. Given the literature reviewed and the results of the study to 

predict the efficacy of PDT against microorganism problem in endodontics, a standardization 

of the optimal formulation of PS, its contact time and also of important laser parameters is 

still necessary, as full power , creep and irradiation time. 

 

 

Keywords: Antimicrobial Photodynamic Therapy. Endodontics. Enterococcus faecalis. Laser. 

Methylene Blue. Photosensitizing. 
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1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

 

KAKEHASHI et al.(1965) relatavam a relação direta de causa-e-efeito entre 

microrganismos e lesões perirradiculares. Em função da complexidade do sistema de canais 

radiculares e da impossibilidade em se eliminar os microrganismos ali presentes pelas 

técnicas empregadas de preparo químico-mecânico até então existentes, falhas no processo de 

limpeza e desinfecção poderão levar a um fracasso do tratamento a longo prazo (SIQUEIRA 

& RÔÇAS 2008; LOPES et al., 2004a). 

Dentre os microrganismos com maior prevalência e resistência bacteriana, 

principalmente em infecções secundárias assintomáticas, está o Enterococcus faecalis 

(RÔÇAS et al., 2004). Esta bactéria Gram + anaeróbia facultativa destaca-se por conseguir 

sobreviver e se aderir dentro dos túbulos dentinários como monoinfecção (VIVACQUA 

GOMES et al., 2005) e ainda capacidade de formação de biofilme (STUART et al., 2006). 

Desempenha também um importante papel na etiologia de lesões perirradiculares persistentes 

(STUART et al., 2006) podendo sobreviver a meios extremamente alcalinos e com altas 

concentrações de sais (ROÇAS et al., 2004). Estudos mostram que este gênero é capaz de se 

deslocar do sistema de canais radiculares para os linfonodos submandibulares sugerindo que 

esta via de infecção pode acarretar a patogênese de infecções oportunistas (RIBEIRO 

SOBRINHO et al., 1998) 

Com o intuito de aumentar a eficácia antibacteriana durante o preparo químico-

mecânico, diversos suplementos têm sido empregados dentre, eles o laser. Os efeitos 

produzidos pelo laser em células vivas podem acontecer devido a ações fototérmicas, 

fotoquímicas ou fotomecânicas. A terapia fotodinâmica (TFD ou PDT) tem sido amplamente 

utilizada na medicina como tratamento de tumores e também para a desinfecção de plasma 

sanguíneo na inativação de vírus dentre eles HIV e hepatites B e C (WAINWRIGHT, 2000). 

Ela surgiu da necessidade para o desenvolvimento de abordagens inovadoras e eficazes para 

combater as doenças de origem microbianas. Recentes descobertas apoiam fortemente a 

hipótese de que a TFD pode representar uma alternativa viável, uma vez que o modo de ação 

dos fotossensibilizadores em células microbianas é marcadamente diferente do típico da 

maioria dos antibióticos. 
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Seu mecanismo de ação é dado pelo uso de lasers de baixa potência para conduzir 

reações fotoquímicas, a partir do corante fotossensibilizador juntamente na presença do 

oxigênio. A molécula do fotossensibilizador, ao ser irradiada com um comprimento de onda 

adequado, é levada a um estado de alta energia (estado tripleto) que pode reagir ou transferir a 

sua energia para uma molécula de oxigênio, resultando na geração de espécies reativas de 

oxigênio (ROS), como peróxido de hidrogênio, superóxidos, radicais livres e oxigênio 

singleto, este último é apontado como o principal responsável pelo efeito antimicrobiano da 

TFD (WALSH, 1997). 

Um agente fotossensibilizador ideal deve ter, além de um estado tripleto de longa 

duração e espécies reativas de oxigênio singleto tóxicas, uma grande afinidade pelas células 

microbianas com um amplo espectro de ação, a fim de atuar de forma eficiente em infecções 

envolvendo uma flora de patógenos heterogêneos. Também é necessário um mecanismo de 

inativação de células com mínimo risco de gerar estirpes resistentes ou promover o 

desenvolvimento de processos mutagênicos (JORI et al., 2006). Os fotossensibilizadores 

fenotiazínicos, como o azul de metileno (AM) possuem carga positiva em pH fisiológico, 

conferindo-lhes o poder de promover a fotoinativação de bactérias G - e G + (Wilson et al. 

1995), ao contrário do que se relata com fotossensibilizadores com carga negativa (aniônicos) 

que só possuem ação contra bactérias G + (JORI et al., 2006). 

A molécula do azul de metileno é estável, o que permite que seja submetida a um 

rearranjo eletrônico e alcance, assim, um estado tripleto ideal para o uso na Terapia 

Fotodinâmica. Se no estado tripleto o oxigênio molecular reagir com as moléculas adjacentes 

envolvidas na manutenção e estrutura da membrana celular (fosfolipídeos e peptídeos), ocorre 

a reação do Tipo I, com a formação de hidroperóxidos lipídicos (ROS), causando danos 

irreparáveis às células microbianas. Entretanto, se a molécula do estado tripleto transferir sua 

energia ao oxigênio molecular, ocorre uma inversão de spin eletrônico causando a formação 

de oxigênio singleto, que funciona como um agente oxidante reagindo com as proteínas e 

ácidos nucleicos bacteriano, ocasionando a reação do Tipo II, considerada a principal via de 

dano foto-oxidativo às células microbianas (WAINWRIGHT, 2000). 

Os relatos na literatura endodôntica mostram que a Terapia Fotodinâmica, adjunta ao 

preparo quimicomecânico, pode proporcionar uma morte microbiana suplementar ao 

tratamento endodôntico (USACHEVA et al., 2001; SOUKOS et al., 2006; GEORGE e 

KISHEN, 2007; FOSCHI et al., 2007; BERGMANS et al., 2008; FIMPLE et al., 2008; 
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FONSECA et al., 2008; LIM et al., 2009; RIOS et al., 2011; NG et al., 2011; RAHIMI et al., 

2011; MIRANDA et al., 2012). Entretanto, há diversos estudos que mostram que a TFD não 

mostrou nenhum ou pouco efeito antibacteriano aditivo (SEAL et al., 2002; MULLER et al., 

2007; MEIRE et al., 2009; SOUZA et al., 2010; NUNES et al., 2011; MEIRE et al., 2012; 

HECKER et al., 2012;  STOJICIC et al., 2012). 

No entanto, a eficácia da TFD é dependente de vários fatores, entre eles a composição 

fisicoquímica do fotossensibilizador. Parâmetros importantes devem ser observados, dentre 

eles: lipofilicidade, comprimento de onda máximo de absorção, eficiência de formação do 

estado excitado tripleto ou produção de oxigênio singleto (WAINWRIGHT, 2000). Tendo em 

vista isto, na endodontia podem-se encontrar diversas divergências, principalmente sobre qual 

fotossensibilizador ideal. Percebe-se, através da Tabela 1, que os estudos a respeito da TFD, 

na literatura endodôntica, não seguem nenhum tipo de padronização quanto à substância 

fotossensibilizadora utilizada, seu tempo de contato, tipo de laser, tempo de irradiação entre 

outros. Numa Revisão Sistemática recente (FRASSON et al., 2012) os autores não puderam 

concluir nenhum grau de evidência quanto a eficácia do laser usado adjunto ao preparo 

químicomecânico e concluíram que os itens supracitados podem ser  motivos desta limitação.  

Alguns estudos ainda questionam o papel antimicrobiano que o corante pode assumir 

de forma isolada. Seja na forma pura (USACHEVA et al., 2001; PELOI, 2007), dissolvido 

numa solução salina tamponada com fosfato (FIMPLE et al., 2008), dissolvido em BHI 

(FOSCHI et al., 2007; SOUKOS et al., 2006) os trabalhos têm confirmado a toxicidade do 

fotossensibilizador aos microrganismos na ausência da luz.  

Para avaliar a capacidade antibacteriana que uma substância possui existem diversos 

testes, dentre eles, a microdiluição realizada com placas de 96 poços onde se avalia a 

Concentração Inibitória Mínima, considerado referência pela Clinical and Laboratory 

Standards Institute (CLSI 2013). É um teste que fornece resultados qualitativos e 

quantitativos que vão demonstrar a menor concentração da substância que inibiu o 

crescimento de determinada bactéria.  

 

 

 



14 

 

2. OBJETIVOS 

 

2.1 Geral:  

Avaliar/ investigar a atividade antibacteriana do fotossesnsibilizador azul de metileno 

(AM) em diluições e concentrações citadas na literatura, frente a espécies bacterianas 

comumente envolvidas em infecções endodônticas.  

 

2.2 Específicos:  

Verificar a atividade antibacteriana da TFD frente a diferentes cepas bacterianas de 

Enterococcus faecalis ATCCs 29212 e 51299 com uma metodologia in vitro. 

Observar se houve diferença na ação da TFD nas duas cepas testadas. 
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3. ARTIGO 

 

 

AVALIAÇÃO IN VITRO DA ATIVIDADE ANTIBACTERIANA DO 

AZUL DE METILENO EM DIFERENTES FORMULAÇÕES 

UTILIZADOS NA TERAPIA FOTODINÂMICA NA ENDODONTIA 
 

 

Este artigo será submetido à publicação no periódico International Endodontic Journal. As 

normas para publicação estão descritas no Anexo A. 
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Resumo 

 

Objetivos: O objetivo foi avaliar, in vitro, o papel antibacteriano do FS azul de metileno 

(AM) em diluições e concentrações citadas na literatura, além do efeito da Terapia 

Fotodinâmica (TFD) frente a duas cepas de Enterococcus faecalis. 

Metodologia: A avaliação da atividade antimicrobiana do FS foi efetuada contra 

Enterococcus faecalis ATCCs 29212 e 51299 (resistente à Vancomicina) utilizando o método 

de microdiluição em caldo Muller-Hinton. Para testar a atividade da TFD, o laser utilizado foi 

de 660nm (Kondortech® SP, Brazil) com 30mW de potência, aplicado por três minutos em 

cada poço. Após o período de incubação foi feita a leitura visual observando o crescimento 

bacteriano, do qual era efetivo quando havia a presença de turvação nos poços. 

Resultados: FS dissolvido numa mistura de H₂O₂ e clorexidina 2% (substância 15) e numa 

mistura de glicerol, etanol, água, peróxido de hidrogênio e detergente Triton (substância 10) 

inibiram o crescimento da bactéria sensível (ATCC 29212). Para a resistente à vancomicina, 

além destas, a mistura do FS em glicerol, etanol e água (substância 13) também foi eficaz. 

Nenhuma concentração de AM dissolvido em água (300 a 7,5 µmol/L) foi inibitória. Os 

resultados obtidos foram iguais tanto na presença quanto na ausência da aplicação do laser. 

Conclusão: Diante da metodologia utilizada e da divergência metodológica encontrada, o 

AM só apresentou poder inibitório quando dissolvido em outras substâncias, sendo ineficaz 

isoladamente. Além disso, TFD não foi eficaz em inibir o crescimento dos microrganismos 

utilizados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Palavras-chave: Endodontia. Enterococcus faecalis. Fotossensibilizador. Laser. Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana. 
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INTRODUÇÃO 

 

As técnicas atuais de preparo dos canais radiculares juntamente com as soluções 

irrigadoras e medicamentos intracanais (Sathorn et al. 2007), além dos meios suplementares já 

estudados, como ultrassom (Huque et al. 2013), ainda sucumbem frente à complexa anatomia 

desse sistema de canais radiculares e à variada flora microbiana ali presente. 

A literatura endodôntica cita o Enterococcus faecalis entre os microrganismos com 

maior prevalência e resistência bacteriana, com destaque em infecções secundárias 

assintomáticas (Gomes et al. 2006, Rôças et al. 2004, Tennert et al. 2014). Sua peculiaridade 

está justamente, na sua capacidade em sobreviver em meios extremamente alcalinos e da alta 

capacidade de invasão e aderência aos túbulos dentinários (Gomes et al. 2003, Saleh et al. 

2004, Vivaqua-Gomes et al. 2005, Dunavant et al. 2006). 

Visando dirimir esse problema, surge a Terapia Fotodinâmica, cujo mecanismo de 

ação se baseia na interação entre lasers de baixa potência, fotossensibilizador (FS) e oxigênio. 

O fotossensibilizador excitado pela energia laser de determinado comprimento de onda reage 

com o oxigênio molecular formando espécies reativas de oxigênio e oxigênio singleto que 

promovem danos ou até mesmo a morte bacteriana (Plaetzer et al. 2003). 

Entretanto, ao questionarmos qual o real efeito antibacteriano da terapia fotodinâmica 

na clinica de endodontia, nos deparamos com inúmeras concentrações e formulações de 

fotossensibilizadores, diferentes tempos de contato entre FS e microrganismo, diferentes 

lasers e tempo de irradiação, bem como inúmeras metodologias, oferecendo resultados 

confusos e não conclusivos, como mostrados na Tabela 1. 

Este estudo, após uma revisão de literatura, selecionou as soluções químicas mais 

utilizadas citadas em artigos de revistas de maior impacto. O fotossensibilizador azul de 

metileno foi o mais encontrado, justamente por ser uma molécula estável, permitindo que 

alcance um estado tripleto ideal e, ao transferir sua energia ao oxigênio molecular, produza 

oxigênio singleto que poderá causar danos irreversíveis no DNA bacteriano. Entretanto, os 

estudos mais recentes têm demonstrado que a substância utilizada para dissolver o FS pode 

influenciar na sua reatividade, poder antioxidante e capacidade antibacteriana (Usacheva et al. 

2003, George e Kishen 2007, Stojic et al. 2012). 

Outros estudos ainda mostram que baixas concentrações do FS são mais eficazes no 

tratamento, pois aumentariam a formação do componente monômero no FS, do qual 

aumentam a produção de oxigênio singleto (Wainwright 2000). Por outro lado, Usacheva et 

al. 2003 encontraram que altas concentrações do FS apresentam maior poder antibacteriano. 
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Seguiu-se a procura de qual a metodologia in vitro seria mais eficaz e indicada para 

avaliar a atividade antimicrobiana do fotossensibilizador. De acordo com o Clinical anda 

Laboratory Standarts Institute (CLSI 2013) o Teste de microdiluição em poços é considerado 

referência para avaliar a capacidade antibacteriana que uma substância possui. O objetivo 

deste trabalho é avaliar, in vitro, a capacidade antibacteriana do fotossensibilizador azul de 

metileno em suas diferentes concentrações e dissolvido em diferentes formulações citadas na 

literatura e observar os efeitos da TFD frente a duas cepas de Enterococcus faecalis, uma 

sensível à vancomicina e outra resistente (VRE). 

 

Tabela 1 - Revisão de literatura (Base de Dados: PUBMED, período de busca 2000 a 2013). 

Autor/Ano Metodologia Laser FS Resultado 

Meire et al.  

2012 

 

Biofilme de E. faecalis 

em discos de dentina. 

Controle: NaOCl 2,5% 

em 1,5,10 ou 30 min. 

Triplicata 

Soft laser  

(660nm, 75 

mW) 

Tempo: 2 min 

Laser Diodo 

(635nm, 

100mw) 

Tempo: 150s  

AM na concentração 

10mg/mL  

Contato: 3 minutos 

 

Através da contagem de 

unidades formadoras de 

colônias (UFC) 

Grupo NaOCl : houve 

completa erradicação em 

tempos superiores a 5 min. 

TFD: teve baixa redução.  

Miranda et 

al. 2012 

 

125 PM extraídos 

contaminados com E. 

facelis 

Controle: 5,25% 

NaOCl 

 

Laser Diodo 

(660nm, 40mW) 

Tempo: 5 min 

AM : 25 µg/mL  

Contato: 5 minutos 

 

Dado pela contagem de 

UFC. 

Coletados com cones de 

papel. 

TFD: nenhum efeito 

antibacteriano adicional ao 

PQM  

Stojicic et 

al. 2012 

 

Suspensão de E. 

faecalis, Suspensão de 

placa mista e biofilme 

(discos de 

hidroxiapatita). 

Macrodiluição em 

Tubo. 

Laser Diodo 

(660nm, 40nW) 

Tempos: 30s, 1 

min e 3 min 

0,096g de AM em 100 

mL de água 

(3000µmol/L)  

Conc. Testes: 150, 

100, 50, 30, 15 e 7,5 

µmol/L  

TFD Modificado: 

30 µmol/L somado: à: 

Clorexidina- 0,1% e 

2% 

EDTA- 0,1% 

Peróx  hidrog 0,1% 

Contato: 5 min  

Diluições seriadas de 10 

vezes em placas para 

contagem de UFC 

TFD  convencional: não foi 

eficaz . 

TFD modificado: mais 

efetivo, entretanto todos os 

tradicionais irrigantes foram 

os mais eficazes. 

Nunes et al. 

2011  

Photomedic

ine and 

60 dentes humanos 

monorradiculares 

extraídos infectados 

com E. faecalis em 

Diodo (660nm) 

35 e 100mW) 

Tempo: 1 min 

30s e 3 min (2 

AM: dissolvido em 

água deionizada conc. 

0,01% ou 100 µg por 

1mL de água destilada  

Obtidos por cones de papel e 

após 24 hs, contagem de 

UFC. 

99,99% de redução de E. 
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Laser 

Surgery 

suspensão. 

Controle:1% NaOCl 

 

repetições de 

1min 30s) 

Contato:5 min  faecalis no grupo com 1% 

NaOCl  

99,41 e 99,65% de redução 

nos grupos TFD 

Ng  et al. 

2011 

 

Journal of 

Endodontic

s 

52 dentes (incisivos, 

PM e M) com necrose 

pulpar e evidência 

radiográfica 

Controle:6% NaOCl 

 

Diodo (665nm, 

1W, 30J/cm2 

Tempo: 2,5 min, 

pausa de 2,5 

min e nova 

aplicação de 2,5 

min. 

AM- dissolvido em 

sol. estéril salina 

tamponada com 

fosfato (PBS) (50 

µg/mL - 134 µmol/L)  

Contato: 5 minutos 

Dados obtidos com raspas de 

dentina e analisados num 

ensaio genômico e contagm 

de UFC. 

Melhor performance 

PQM+TFD. 

Incompleta eliminação 

bacteriana. 

 

 

Souza et al. 

2010 

Journal of 

Endodontic

s 

70 dentes humanos 

unirradiculares 

infectados com espécie 

selvagem de E. faecalis 

Controle: 2,5%NaOCl 

Diodo laser 

(660 nm) 

Tempo: 4min 

AM (15 µg/mL) 

Contato: 2 minutos 

Dados obtidos com cones de 

papel e então feita a 

contagem de UFC. 

TFD não pode exercer um 

efeito suplementar 

significativo.  

Upadya, 

M.H. & 

Kishen 

2010 

 

 

 

Internation

al 

Endodontic  

Journal 

 

Suspensão bacteriana  e 

biofilme de E.faecalis, 

P. aeruginosa e A. 

israelii. 

Teste de Macrodiluição 

- Tubos de Ependorf 

com 500µL de 

suspensão bacteriana, 

5ooµL de AM, 500µL 

de PBS. Realizado em 

triplicata.  

660nm 

(15J/cm²) 

AM dissolvido em 

água deionizada 

(100µmol/L) 

AM +  glicerol: etanol: 

água (30:20:50) 

(MIX). 

AM + MIX +perox. 

De H + detergente 

Triton)  

(75:24,5: 0,5) 

Tempo de contato: 15 

minutos 

Amostras tratadas foram 

diluídas 10 vezes e 

colocadas em placas de Agar 

com BHI por toda à noite e 

então realizado a contagem 

de UFC. 

FS sozinho e laser sozinho 

tiveram efeito insignificante. 

TFD: sem eliminação 

completa dos MOs. 

Menos efetiva: AM 

Mais efetiva: 

AM+MIX+Emulsão 

FS e laser sozinhos podem 

reduzir um pouco a 

viabilidade bact. mas não 

afetam significativamente a 

estrutura do biofilme 

Lim et al. 

2009 

 

 

 

Australian 

Dental 

Association 

 

85 dentes humanos 

unirradiculares 

infectados com 

biofilme de 4 dias ou 

de 4 semanas. 

Controle: 5,25% 

NaOCl por 20 min. 

Procedimento realizado 

em triplicata. 

 

Diodo (664nm, 

30mW). 

 

Tempo: 20 

minutos 

AM dissolvido em 

água e mistura de 

glicerol:etanol:água 

(30:20:50) – MIX 

Contato: 20 minutos 

Bactérias coletadas com 

raspas de dentina de duas 

profundidades diferentes. 

Diluição seriada em 10 

vezes, 100µL foram 

pipetados e colocads em 

placas de Agar após 12 hs de 

incubação.  Resultados 

obtidos pela contagem de 

UFC. 

TFD convencional pode não 

ser efetivo em inativar 

biofilme bact. 

completamente. 
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Fimple et 

al. 2008 

 

Journal of 

Endodontic

s 

100 dentes humanos 

unirradiculares 

extraídos e infectados 

com multiespécies de 

biofilme. 

Controle: 6%NaOCl 

 

Diodo (665nm) 

Fluência:30J/cm

2 

Tempo: 2,5 min 

seguidos de 

pausa de 2,5min 

e nova 

exposição de 

2,5min 

AM dissolvido em 

BHI (25 µg / mL) 

AM dissolvido em sol. 

salina tamponada com 

fosfato (PBS) (25 µg / 

mL) 

Contato: 10min 

Sol. bacteriana coletada com 

tubos de microcentrífuga 

posicionado abaixo do 

forame apical. Foram 

realizadas diluições seriadas 

e 100µL foram inoculadas 

em placas petri com Agar e 

incubados anaerobicamente 

por 7 dias e então realizada a 

contagem. 

TFD mostraram as menores 

contagens de células 

bacterianas (80% de 

redução). 

AM+BHI: Luz sozinha e 

AM sozinhos diminuíram a 

contagem mas não foi 

significante 

AM+PBS: AM diminuiu a 

contagem em 66%. 

Foschi  et 

al. 2007 

 

Lasers in 

Surgery 

And 

Medicine 

 

60 dentes humanos 

unirradiculares 

infectados com E. 

faecalis 

Controle: 6%NaOCl. 

 

Diodo laser 

(665nm / 1W) 

Tempo: 10min 

AM (dissolvido em 

caldo BHI em 

condições estéreis, 

para se obter uma 

concentração de 6,25 

µg / ml (16,75 µM). 

Contato: 5 minutos 

Suspensão bacteriana 

coletada com tubos de 

microcentrifuga e 100µL 

desta foram colocados em 

placa de Agar e foi  

realizado a contagem de 

UFC.. 

TFD mostrou redução de 

77% de bactérias 

George & 

Kishen 

2007 

 

Journal of 

Biomedical 

Optics 

 

Experimento in vitro: 

Suspensão bacteriana: 

testadas diferentes 

formulações de AM 

por 30min. 

Biofilme bacteriano 

(múltiplas placas de 

poços):  

Passo1: testadas as 

diferentes formulações 

de AM por 10min. 

Passo2: 200µ L de 

solução carreadora de 

oxigênio 

(perfluordecahidronafta

leno) foi irradiada por 

10 min.. 

Experimentos ex vivo: 

 72 dentes humanos 

extraídos infectados 

com biofilme de E. 

faecalis e A. 

actinomycetemcomitan

Diodo laser 

(664nm, 30mW) 

Tempo: 

100 µM de AM em 4 

diferentes 

 formulaçõe:  

1. água desionizada 

2. 70% de glicerol em 

água 

3. 70% polietileno- 

glicol em água 

4. mistura de glicerol: 

etanol: água 30:20:50 

(MIX) 

AM na formulação MIX 

mostrou a penetração 

máxima em todas as regiões  

Experimentos ex vivo: 

Raspas de dentina foram 

coletadas e adicionado BHI 

e incubados a 37 C por 6 

horas. Foram preparadas 

diluições seriadas e 100µL 

de cada diluição foram 

semeadas em placas com 

Agar. A contagem de UFC 

foi realizada após 16 hs com 

incubação a 37 C 

A exposição somente a luz 

resultou em redução 

significativa de bactérias. 

Laser + MIX = 100% morte 

bacteriana. 

 



22 

 

 

 

 

 

 

 

 

s. 

Controle: 1%NaOCl 

100 µM de AM por 30 

minutos. 

Muller  et 

al. 2007 

 

 

 

 

European 

Journal of 

Oral 

Sciences 

Discos de dentina 

infectados com 

diferentes bactérias e 

fungo em biofilme. 

Controle: 5%NaOCl 

Realizado em triplicata 

Helbo laser (665 

nm, 75 mW)  

Tempo: 60s 

AM (não diz 

concentração) tempo: 

60s 

Diluições seriadas foram 

realizadas e após 72h foi 

feito a contagem de UFC.  

NaOCl 5%; eliminou todas 

as bactérias. 

Clorexidina a 2% e NaOCl 

0,5% mostraram um 

potencial antibacteriano 

melhor do que os grupos de 

TFD. 

Soukos et 

al. 2006 

Journal of 

endodontics 

 

In vitro: 

Alíquotas de 

suspensões bacterianas 

foram colocadas em 

tubos de 

microcentrífuga. 

Adicionado o FS em 

poços de placas de 24 

poços (Diluição) 

 Logo após foram feitas 

as diluições seriadas e 

então CFU. 

Ex vivo: 

60 dentes 

unirradiculares 

extraídos infectados 

com patógenos 

endodônticos na fase 

planctônica e biofilme 

de E. faecalis 

Diodo laser 

(665nm) – 

30J/cm2  

Tempo: 5 min 

 

AM dissolvido em 

BHI – 67 µmol/L 

Contato: 5 minutos 

In vitro:  

Todos os MO . foram 

totalmente eliminados após 

TFD com exceção do E. 

faecalis, que foi reduzido em 

53%.  

Ex vivo: solução de dentro 

do canal foi coletada com 

tubos de Ependorfe a partir 

do forame apical. 

Redução de 97% de biofilme 

de E. faecalis 

Só com AM: 83,2%  

Só com luz: 56,6% 

 

 

Usacheva, 

Teichert & 

Biel 2001 

Lasers in 

Surgery 

and 

Medicine 

 

Suspensões bacterianas 

de diferentes espécies. 

Foram realizados 4 

experimentos 

diferentes em tubos de 

ensaio com a suspensão 

bacteriana.  

Argon laser 

(630nm) 

Diodo laser 

(664nm) 

Tempo: 

AM (87%) 

Contato:  

Foi realizada a diluição e 

posteriormente semeadas em 

placas com Agar. Após 24 

hs em 37C foi realizada a 

contagem de UFC. 

Todos os microrganismos 

irradiados foram erradicados 

pela TFD. 
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MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

Todos os procedimentos clínicos foram executados por um único operador calibrado 

no projeto piloto para análise microbiológica. O teste realizado é o de microdiluição em caldo 

Mueller-Hinton seguindo-se o método padrão de microdiluição em caldo, recomendado pelo 

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2013).  

As cepas padrão American Type Culture Collection (ATCC) utilizadas nesse estudo 

serão duas: Enterococcus faecalis ATCC 29212 e ATCC 51299 (resistente à vancomicina- 

VRE). Elas foram adquiridas liofilizadas e estavam armazenadas em glicerol 15%, a -80ºC, 

para realização dos experimentos. Foram reativadas em Triptycase Soy Agar, 35 ± 2 ºC/24 h e 

colocadas em Caldo de Mueller-Hinton como meio de cultura para determinação da atividade 

antibacteriana. Os inóculos bacterianos foram preparados a partir dos microrganismos ATCCs 

(sendo Placas 1: E. faecalis sensível à vancomicina e Placa 2: E. faecalis resistente) ajustando 

até atingir a concentração equivalente a escala 0,5 de McFarland (1,5 x 10
8
 UFC/mL) 

confirmado através de um espectrofotômetro com absorbância de 625nm. Foi adicionado em 

cada poço 100µL de Caldo Muller-Hinton, 80µL das concentrações e formulações das 

soluções previamente preparadas conforme os estudos. Houve a homogeneização, sendo 

dispensados 100µL e posteriormente os inóculos foram adicionados em cada poço (100µL) 

(Fig. 1 e 2). 

 

 A substância referência foi o azul de metileno (C16H18N3SCl) com a concentração de 

3000µmol/L e a partir desta foram feitas as outras concentrações e formulações referenciadas 

nos artigos conforme Tabela 2. As substâncias ficaram em contato com as bactérias por cinco 

minutos previamente à irradiação (Stojic et al. 2012, Miranda et al. 2012). 
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Tabela 2- Substâncias-teste 

 

SUBSTÂNCIA FORMULAÇÃO CONCENTRAÇÃO REFERÊNCIA 

Substância 

Referência 

(SR) 

0,096g de AM pó em 100mL 

de água de MiliQ 

3000µmol/L Stojicic et al/ 2012 

1 SR dissolvido em água de 

MiliQ 

150 µmol/L Stojicic et al/ 2012 

2 SR dissolvido em água de 

MiliQ 

100 µmol/L Stojicic et al/ 2012 

3 SR dissolvido em água de 

MiliQ 

50 µmol/L Stojicic et al/ 2012 

4 SR dissolvido em água de 

MiliQ 

30 µmol/L Stojicic et al/ 2012 

5 SR dissolvido em água de 

MiliQ 

15 µmol/L Stojicic et al/ 2012 

6 SR dissolvido em água de 

MiliQ 

7,5 µmol/L Stojicic et al/ 2012 

7 SR dissolvida em PBS 67 µmol/L Ng et al. 2011 

8 SR dissolvida em PBS 134 µmol/L Fimple et al. 2008 

9 SR numa mistura de 70 % PEG 

200 

100 µmol/L  George e Kishen 2007 

10 SR numa mistura de MIX + 

peróxido de hidrogênio e 

detergente Triton X100 

75:24,5:0,5 Updya e Kishen 2010 

11 SR dissolvida em caldo BHI  16,75 µmol/L Foschi et al 2007 

Soukos et al. 2006 

12 SR numa mistura de 70% de 

glicerol 

100 µmol/L George e Kishen 2007 

13 SR numa mistura de 

glicerol:etanol:água (MIX) 

30:20:50 Lim et al. 2009 

Upadya e Kishen 2010 

14 SR numa mistura de H₂O₂ e 

clorexidina 0,1% 

0,1% : 0,1% Stojic et al. 2012 

15 SR numa mistura de H₂O₂ e 

clorexidina 2% 

0,1%: 2% Stojic et al. 2012 

16 SR numa mistura de H₂O₂ e 0,1%:0,1% Stojic et al. 2012 
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EDTA 

17 SR numa mistura de EDTA e 

clorexidina 0,1% 

0,1%:0,1% Stojic et al. 2012 

18 SR numa mistura de EDTA e 

clorexidina 2% 

0,1%:2% Stojic et al. 2012 

Legenda: AM- Azul de Metileno / PBS: Solução salina tamponada com fosfato / BHI: Brain 

Heart Infusion (Infusão cérebro coração) / PEG- Polietilenoglicol / H2O2 – água oxigenada / 

EDTA - Ethylenediamine tetraacetic acid ou ácido etilenodiamino tetra-acético 

 

 

 

Figura 1. Placas n. 1 e n. 2 com os fotossensibilizadores em contato com as cepas, por cinco 

minutos, previamente à irradiação (Irradiada). 

 

Os testes foram realizados em triplicata. O laser (660nm, Kondortech®, São Carlos, 

SP, Brasil) utilizado é de baixa potência, ativado por três minutos em cada poço (Placas 

Irradiadas), com 30mW de potência total e fluência de 28J/cmᶟ (Stojic et al. 2012). Os 

controles utilizados foram: controle negativo (sem bactéria, somente com o meio), controle 
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positivo (com meio e bactéria), controle da precipitação da substância teste (só substância e 

meio) e controle padrão com hipoclorito de sódio a 5,25%. 

 

Figura 2. Placas n. 1 e n. 2 com os controles (positivo, negativo, padrão e da 

substância), com os fotossensibilizadores em contato com as bactérias, por cinco minutos, 

previamente à irradiação (Placa Irradiada). 

 

 

Após o período de incubação de 16-24hs a 35±2ºC, foi realizada a leitura visual 

observando o crescimento bacteriano segundo as normas do CLSI 2013. Só foram 

consideradas substâncias que inibiram o crescimento bacteriano quando os poços estavam 

sem turbidez e/ou depósito de sedimentos no fundo. 
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ANÁLISE DE DADOS 

 

Os dados obtidos foram analisados estatisticamente pelo Teste Exato de Fisher, através 

do programa de computador SPSS Inc. Released 2007 (SPSS for Windows, Version 

17.0. Chicago, SPSS Inc.), para comparar se os quatro grupos testados (Grupo laser em E. 

faecalis, Grupo sem laser em E. faecalis, Grupo laser em E. faecalis VRE, Grupo sem laser 

em E. faecalis VRE) se comportaram de forma semelhante e assim, podermos aceitar ou 

rejeitar a hipótese nula de que a TFD não é eficaz contra as cepas utilizadas na metodologia 

do estudo. O nível de significância estabelecido foi de 5% (p=0,05). Para a substância, aquela 

que alcançou inibição do crescimento bacteriano (100%) foi considerada eficaz.  
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RESULTADOS 

 

 

 Após o período de 24 horas cada placa foi analisada individualmente por dois 

examinadores calibrados e experientes. Se houvesse divergência nos resultados, um terceiro 

examinador calibrado decidiria. Entretanto, não houve nenhuma divergência. As substâncias 

que inibiram o crescimento do Enterococcus faecalis sensível (fig.5 e 6) foram: número 15 

(AM numa mistura de H₂O₂ + clorexidina 2%) e 10 (AM numa mistura de glicerol, etanol, 

água + peróxido de hidrogênio + detergente Triton X100). Para o microrganismo resistente à 

vancomicina (VRE) além dessas substâncias, a número 13 (AM numa mistura glicerol, etanol, 

água) também apresentou poder inibitório (fig. 3 e 4). 

Os resultados mostraram que nenhuma concentração de azul de metileno dissolvido 

em água (300 a 7,5µmol/L) sozinha ou com o laser apresentou poder de inibir o crescimento 

da bactéria. O teste estatístico mostrou que a TFD não foi eficaz contra as duas cepas 

pesquisadas, dentro da metodologia do estudo (p=0,705). 

 

Figura 3: Atividade antibacteriana dos diferentes FS sem a aplicação do laser após 24 horas 

de incubação contra E. faecalis VRE. As formulações de AM dissolvidas em etanol, glicerol e 

água (MIX), a segunda em peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e 2% de clorexidina e a última 

formulação etanol, glicerol, água (MIX), peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e detergente Triton 

mostraram-se eficazes na inibição. 
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Figura 4: Atividade antibacteriana dos diferentes FS com aplicação do laser após 24 horas de 

incubação contra E. faecalis VRE. As formulações de AM dissolvidas em etanol, glicerol e 

água (MIX), a segunda em peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e 2% de clorexidina e a última 

formulação etanol, glicerol, água (MIX), peróxido de hidrogênio (H₂O₂) e detergente Triton 

mostraram-se eficazes na inibição. 

 

Figura 5: Atividade antibacteriana dos diferentes FS sem aplicação do laser após 24 horas de 

incubação contra E. faecalis. Somente as formulações de AM dissolvidas em peróxido de 
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hidrogênio (H₂O₂) e 2% de clorexidina e a formulação etanol, glicerol, água (MIX), peróxido 

de hidrogênio (H₂O₂) e detergente Triton mostraram-se eficazes na inibição. 

 

 

Figura 6: Atividade antibacteriana dos diferentes FS com aplicação do laser após 24 horas de 

incubação contra E. faecalis. Somente as formulações de AM dissolvidas em peróxido de 

hidrogênio (H₂O₂) e 2% de clorexidina e a formulação etano, glicerol, água (MIX), peróxido 

de hidrogênio (H₂O₂) e detergente Triton mostraram-se eficazes na inibição. 
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DISCUSSÃO 

 

 

1. Metodologia:  

 

Em relação ao Enterococcus faecalis, a literatura endodôntica mostra diversos estudos 

demonstrando sua forte associação aos fracassos do tratamento endodôntico, referente à sua 

capacidade de sobrevivência em condições de escassez nutricional, bem como por sua 

capacidade de penetração nos túbulos dentinários e de resistência a procedimentos e 

medicamentos intracanais (Siqueira et al. 1997, Haapasalo et al. 2005). Foi demonstrada que a 

bactéria testada produz, ela mesma, espécies reativas de oxigênio, o que pode limitar o efeito 

da TFD contra essa espécie (Huycke et al, 2002). Fora isso, numa revisão sistemática, 

Siddiquist et al. (2013) concluíram que a capacidade da TFD em eliminar este microrganismo 

permanece ainda questionável. No presente estudo foi utilizada uma cepa resistente à 

vancomicina (VRE) uma bactéria não muito comum, responsável por infecções sistêmicas, 

especialmente em pacientes debilitados (Horner et al. 2005). Seu uso se deu, especialmente, 

por ser uma bactéria isolada da região do estudo e por ter poucos estudos do efeito da TFD 

nessa cepa (Usacheva, Teichert e Biel, 2003).  

Para se realizar experimentos que testam a atividade antimicrobiana de qualquer 

substância é necessário um rigor e padronização das etapas. Com esse intuito, todo o presente 

experimento foi realizado de acordo com Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 

2013). 

A Tabela 1 mostra claramente que não há um consenso entre qual melhor metodologia 

in vitro a ser estudada. O teste optado de microdiluição em caldo é considerado padrão pela 

CLSI e é extremamente vantajoso, uma vez que são necessárias mínimas quantidades das 

substâncias-teste, apresenta baixo custo, é de simples execução, apresenta rápido resultado e é 

até 30 vezes mais sensível que outros métodos usados na literatura. Entretanto, há um 

consumo de muito tempo para preparo e execução e seu resultado é dado através da turbidez 

provocada pelo crescimento microbiano. Um problema dessa técnica é a possível presença de 

precipitados do composto-teste, que pode interferir na avaliação dos resultados. Para dirimir 

tal incoveniente, cada substância teve seu controle, onde foi colocado num poço só o meio e a 

substância para visualizar se ela apresentava alguma precipitação sozinha (OSTROSKY et al., 

2008). Nenhum composto-teste apresentou precipitação. 
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2. Tempo de Contato, Composição e Concentração do fotossensibilizador: 

 

O azul de metileno possui pronunciada carga catiônica podendo rapidamente se ligar e 

penetrar nas células bacterianas, principalmente nas paredes das bactérias G+, como o 

Enterococcus faecalis (Garcez, 2006 e 2008). Entretanto o presente estudo demonstrou que o 

fotossensibilizador, na formulação simples (dissolvido em água), não apresentou o poder de 

inibir o crescimento bacteriano, tanto no microrganismo sensível quanto no resistente. 

Diferentemente de Peloi (2007), que utilizando o teste de diluição seguido da contagem de 

unidades formadoras de colônias (UFC), verificou que a presença de AM (dissolvido em 

água) por 30 minutos, mesmo sozinho, inibiu o crescimento das células, sendo este 

proporcional às concentrações utilizadas. Vale ressaltar que o tempo de contato do 

microrganismo com a substância, no presente estudo, foi de cinco minutos, de acordo com a 

maioria da literatura (Miranda et al. 2012, Stojic et al. 2012, Nunes et al. 2011, Ng et al. 2011, 

Foschi et al. 2007, Soukos et al. 2006). 

Dissolvendo o AM num MIX de glicerol, etanol e água podemos observar que houve a 

presença de inibição do crescimento bacteriano. 

A diluição do AM em clorexidina e peróxido de hidrogênio também apresentou 

resultado favorável em nosso estudo, assim como para Stojic et al. (2012). Entretanto, sabe-se 

que a clorexidina 2% é uma molécula com carga positiva, lipofílica e hidrofóbica que interage 

com os fosfolipídeos e polissacarídeos da membrana celular das bactérias, ocasionando seu 

efeito antibacteriano (Gomes et al. 2003a). Fora isso, pode ocorrer o efeito sinérgico com o 

peróxido de hidrogênio, onde a clorexidina atuaria na parede bacteriana e o peróxido de 

hidrogênio, nas organelas intracelulares como DNA (Steinberg et al. 1999).  

Os estudos divergem também em relação à concentração de azul de metileno utilizada 

para que ocorra sua maior absorção. Testamos todas as diluições citadas, que variaram de 300 

a 7,5µmol/L e com a aplicação do laser de comprimento de onda de sua máxima absorção, 

600 a 660nm (Wainwright, 2000), não encontramos nenhuma concentração eficaz em inibir o 

crescimento bacteriano quando comparados com a substância padrão (5,25%NaOCl). Esses 

resultados assemelham-se aos de outros autores com metodologias semelhantes (Meire et al. 

2012, Miranda et al. 2012, Stojic et al. 2012, Upadya e Kishen 2010, George e Kishen 2007, 

Muller et al. 2007)  
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3. Tempo de irradiação, potência e comprimento de onda do laser para eficácia da 

TFD 

 

O laser escolhido para o estudo apresentou características semelhantes às de estudos 

anteriores, como comprimento de onda de 660nm e 30mW de potência total (Miranda et al. 

2012, Stojic et al. 2012, Nunes et al. 2011, Upadya e Kishen 2010). Em relação a estes 

estudos, somente Nunes et al. 2011 obtiveram resultados diferentes dos obtidos pelo presente 

trabalho, entretanto sua metodologia foi ex vivo, impedindo uma comparação real dos 

resultados. Os outros estudos, in vitro, também obtiveram como resultado que a TFD não foi 

eficaz. Em relação aos outros estudos citados na Tabela 1, fica inviável uma comparação dos 

resultados pela falta de padronização da metodologia. 

Não termos encontrado uma eficácia antibacteriana da TFD, neste estudo, pode ter 

sido causado pelo comprimento de onda do laser não ter sido o ideal. Os estudos vêm 

demonstrando uma contrariedade entre qual o comprimento de onda ideal para que a atividade 

antibacteriana seja eficaz. Wainwright (2005) acredita que o comprimento ideal para máxima 

produção de oxigênio singleto é 656nm. George e Kishen (2007) por outro lado, acreditam 

que o ideal é 664nm. Garcez et al. (2011) através de experimentos com espectroscopia 

encontraram que a TFD se expressa melhor quando o FS é ativado pelo comprimento de onda 

de 660nm.  

 

4. Estudos ex vivo e método de coleta. 

 

 

Alguns estudos, que utilizaram dentes extraídos para verificar o efeito adicional da 

TFD ao PQM convencional, apresentaram grandes divergências quanto à eficácia desta 

terapia. Miranda et al. (2012) não observaram um efeito adicional da TFD, com tempo de 

irradiação e contato do FS de cinco minutos. Assim como Souza et al. (2010) utilizando uma 

TFD com dois minutos de contato da substância e quatro minutos de aplicação de laser. Lim 

et al. (2009), mesmo com tempo de aplicação de laser por 20 minutos encontraram que a TFD 

convencional pode não ser efetiva em inativar as bactérias endodônticas. 

Contrariamente, Nunes et al. (2011) observaram que a TFD, com azul de metileno 

dissolvido em água e com tempo de irradiação de três minutos, obteve estatisticamente a 

mesma redução de Enterococcus faecalis que o grupo 1% NaOCl (99,65% e 99,99% 

respectivamente). Ng et al. (2011) concluíram que a TFD, com azul de metileno dissolvido 
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em PBS e com 7,5 minutos de aplicação do laser (2,5 minutos de intervalo) aprimorou a 

desinfecção, não eliminando, entretanto, todas as bactérias. Resultado semelhante foi 

encontrado por Soukos et al. (2006), onde houve 97% de redução bacteriana após a TFD com 

FS dissolvido em BHI e aplicação do laser por cinco minutos. Fimple et al. (2008) 

encontraram redução de 80 % das bactérias após a TFD utilizando FS dissolvido em PBS por 

10 minutos de contato e com tempo de irradiação de 7,5 minutos (2,5 minutos de repouso) e, 

na presença somente do FS em PBS houve 66% de redução. Foschi et al. (2007) encontraram 

77 % menos bactérias após o uso da TFD com aplicação do laser por 10 minutos. Por outro 

lado, Muller et al. (2007) concluíram que clorexidina 2% e 0,5% NaOCl foram mais eficazes 

que o grupo TFD.  

Concluindo, nessa miscelânea de tempo de irradiação, tipo de solvente, tempo de 

contato com o FS, a TFD ainda não pode ser considerada um suplemento eficaz ao PQM 

convencional na endodontia, uma vez que não foi demonstrado ser mais eficiente que a 

substância referência (5,25%NaOCl).  

A morte bacteriana incompleta pode ocorrer devido: à inabilidade do FS de penetrar 

no sistema de canais radiculares (Soukos et al. 2006, Lim et al. 2007; Ng et al. 2011, Nunes et 

al. 2011), à oxigenação insuficiente dentro do SCR (Ng et al. 2011, Nunes et al. 2011), às 

doses de energia do laser muito altas podem causar rápido consumo de oxigênio molecular  

(Soukos et al. 2006; Nunes et al. 2011).  

Deve-se ressaltar que testes que utilizam coleta dos microrganismos com cones de 

papel são pouco sensíveis, uma vez que a presença de cultura negativa não significa que o 

canal está livre de bactérias, já que este teste microbiológico traduz apenas as condições 

microbiológicas da luz do canal principal (Siqueira et al., 2004a, Berber et al. 2006). 
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CONCLUSÃO 

 

Os resultados do presente trabalho in vitro demonstraram que o fotossensibilizador 

azul de metileno não foi eficaz contra Enterococcus faecalis (sensível e resistente à 

vancomicina), como o irrigante padrão utilizado (5,25%NaOCl). Entretanto, quando 

dissolvido em diferentes misturas (H₂O₂ + clorexidina 2%, em glicerol, etanol, água + 

peróxido de hidrogênio + detergente Triton X100 e somente glicerol, etanol, água) obteve-se 

inibição do crescimento bacteriano. Além disso, o teste estatístico mostrou que a TFD 

também não foi eficaz na metodologia avaliada tanto na bactéria sensível como na resistente à 

vancomicina. Como todo experimento laboratorial deve-se tomar cuidado ao extrapolar os 

resultados para a clínica, justamente por não haver todas as intempéries de anatomia interna 

do SCR, microbiota variada, formação de biofilme entre outras. 
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