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Protegei, ó Guarda providente da Divina Família, a raça eleita 
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viver virtuosamente, morrer piedosamente e obter no céu a eterna 
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Rosa FCS. Eficácia da instrumentação associada à Terapia Fotodinâmica 
Antimicrobiana e medicação intracanal na eliminação de biofilmes e na 
neutralização de endotoxinas em canais radiculares [tese]. São José dos 
Campos: Faculdade de Odontologia de São José dos Campos,
Universidade Estadual Paulista; 2008.

RESUMO

O uso de radiação laser como método de desinfecção intracanal diante de
microrganismos persistentes à terapia convencional e endotoxinas, que representam um 
dos principais agentes etiológicos envolvidos na patogênese das lesões periapicais, tem 
sido estudada atualmente. Deste modo, o objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a 
eficácia da instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com laser 
de baixa potência e corante azuleno, na eliminação de biofilmes intracanal
monoespécies de Candida albicans ATCC 18804, Enterococcus faecalis ATCC 29212 e 
Escherichia coli ATCC 25922 e de biofilmes multiespécies desses microrganismos 
associados, e na neutralização de endotoxinas do sistema de canais radiculares. Foi 
também objetivo deste estudo analisar a efetividade da medicação intracanal de
clorexidina gel 2%, associada á polimixina B, sobre microrganismos e endotoxinas
remanescentes do tratamento com instrumentação e Terapia Fotodinâmica
Antimicrobiana. Foram utilizadas 80 raízes de dentes humanos unirradiculados
padronizadas em 16mm e devidamente preparadas. Os espécimes foram contaminados 
e incubados por 14, 21ou 28 dias respectivamente para Escherichia coli e Enterococcus 
faecalis, Candida albicans e os microrganismos associados. No grupo contaminado com 
Escherichia coli foi também verificada a neutralização de endotoxinas. Após período de 
incubação, foi realizada uma coleta do conteúdo intracanal que foi semeada em meio de 
cultura seletivo para cada espécie. Os dentes foram instrumentados (Kerr 35-80) e, a 
seguir, a associação do corante azuleno 25% com Endo-PTC foi inserida no interior do 
canal e os espécimes foram irradiados com laser AsGaAl por 3 minutos.
Subseqüentemente foram realizadas duas coletas do conteúdo do canal radicular, sendo 
uma imediatamente após a instrumentação e Terapia Fotodinâmica e outra após 7 dias. 
Em seguida, os canais receberam como medicação intracanal, uma associação de 
polimixina B com clorexidina gel 2% por 14 dias. Nos grupos contaminados por
Escherichia coli  foram também verificadas a neutralização de endotoxina pelo teste
cinético cromogênico. Foram inseridos grupos controle que foram instrumentados,
entretanto não receberam tratamento com Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, mas 
receberam medicação intracanal. Os dados pareados de mesma unidade amostral, 
obtidos na análise microbiológica (UFC/mL) e na análise de neutralização de endotoxina 
(EU/mL), foram submetidos ao teste estatístico de Wilcoxon (5%) e os dados não 
pareados ao teste de Mann-Whitney (5%). Concluiu-se que foi verificada efetividade da 
instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana frente a Enterococcus
faecalis e Escherichia coli no caso dos biofilmes intracanal monoespécie, entretanto não 
foi verificada efetividade da instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica
Antimicrobiana frente aos microrganismos e neutralização de endotoxinas no caso dos 
biofilmes intracanais multiespécies. Foi possível concluir também que a utilização da 
medicação intracanal de clorexidina gel 2% associada a polimixina B não promoveu total 
neutralização de endotoxina de Escherichia coli em biofilmes intracanal monoespécie e 
multiespécie, mas apresentou significativa efetividade sobre os microrganismos
estudados.

PALAVRAS-CHAVE: Terapia Fotodinâmica; Endodontia; laser; desinfecção



1 INTRODUÇÃO

Os microrganismos são os principais agentes etiológicos 

das infecções endodônticas, sejam pulpares ou periapicais, sendo o

controle e eliminação desses microrganismos de extrema importância

durante todo tratamento endodôntico2, 3, 25, 27, 70 e 134. Além disso, é

também objetivo do tratamento a prevenção da reinfecção do canal

radicular8, 66 e 91.

As bactérias presentes nos canais radiculares podem

colonizar os túbulos dentinários e canais acessórios, dificultando a

eliminação pela instrumentação e pelo uso de soluções irrigadoras27 e 51.

Além disso, bactérias remanescentes dentro do sistema de canais

radiculares não são acessíveis à defesa do hospedeiro ou à

administração sistêmica de agentes antimicrobianos27 e 51.

Desde o final do século XIX, com os achados científicos 

sobre as infecções pulpares, tornou-se indispensável a realização do

preparo químico-mecânico, a fim de promover a eliminação de

microrganismos, seus subprodutos e tecidos necrosados, auxiliados por 

solução química irrigadora que, além de maximizar a remoção destes 

detritos, também promove ação antimicrobiana101 e 104. Entretanto, apesar 

do conhecimento sobre efetividade antimicrobiana de diversas soluções 

irrigadoras101, alguns estudos têm demonstrado que existem inúmeros

casos de insucesso do processo de limpeza e desinfecção do sistema de 

canais radiculares8, 27, 85 e 87.

Assim, embora os procedimentos de limpeza,

saponificação e instrumentação dos canais radiculares sejam

efetivamente importantes na eliminação dos microrganismos que infectam 
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os canais, a total eliminação dos microrganismos e seus produtos é ainda 

muito difícil na maioria dos casos8 e 27, principalmente pela colonização de 

espécies como Candida albicans que, juntamente com outros

microrganismos como Enterococcus faecalis e Staphylococcus aures, têm 

sido consideradas espécies mais resistentes das infecções endodônticas, 

possíveis causadores de falhas em alguns tratamentos8, 27, 38, 51, 87, 89 e 110.

Observa-se na literatura, que Enterococcus faecalis está 

presente em pequena porcentagem na infecção endodôntica inicial,

estando mais associado a falhas no tratamento de dentes com canais 

obturados25, 52, 63, 110, 126 e 134. Os estudos evidenciam também a alta

prevalência de isolados de Enterococcus faecalis em dentes

comprometidos endodonticamente com lesões periradiculares associadas, 

sugerindo ser uma das espécies envolvida na patogênese das lesões

recorrentes27, 51 e 134.

Na atualidade, a presença de bactérias Gram-negativas

nas infecções endodônticas é também preocupante. Essas bactérias

apresentam endotoxinas na membrana externa da parede celular, que 

são complexos lipopolissacarídicos (LPS) com potente ação citotóxica, 

liberadas durante sua duplicação ou morte celular, representando o

principal fator de virulência dessas bactérias83. Estudos têm sugerido que 

as endotoxinas são os principais fatores etiológicos envolvidos na

patogênese da inflamação pulpar e periapical46 e 77.

Observa-se que já existe a preocupação em implementar 

técnicas e substâncias em endodontia, que tenham atividade na

neutralização de endotoxinas, além dos outros requisitos, como boa

atividade antimicrobiana e biocompatibilidade59, 99, 112 e 124. É fato notório 

que existe na especialidade da Endodontia, uma premente necessidade 

de utilização de métodos terapêuticos que possam aumentar a eficácia do 

procedimento endodôntico em todas suas fases, diminuindo etapas

clínicas, períodos de tempo de trabalho, possibilitando qualidade maior no 

tratamento82.
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Nessa busca, encontra-se respaldo os novos protocolos 

de medicação intracanal, cujo objetivo está vinculado a eliminação de

microrganismos do sistema de canal radicular promovendo aumento do 

sucesso da terapia endodôntica. A medicação intracanal também tem sido 

empregada com intuito de redução do processo inflamatório, minimização 

de algias e como auxiliar no processo de reparação dos tecidos

acometidos53.

O protocolo que ainda mais se utiliza como medicação 

intracanal é à base de hidróxido de cálcio, seja o composto utilizado como 

fórmula única ou associado a outros medicamentos8, 30, 36 53, 70, 90 e 126.

Entretanto, observa-se uma crescente preocupação com a utilização de 

medicações alternativas ao hidróxido de cálcio que sejam efetivas sobre 

microrganismos alcalino-resistentes, fungos, vírus e outros que estão 

emergindo como patógenos potencias, e que ainda demonstrem atividade 

sobre endotoxina de bactérias Gram-negativas30, 37, 53 e 90. Estudos atuais

mencionam também a importância da medicação intracanal na

neutralização de endotoxinas70.

O uso da clorexidina na endodontia é proposto na forma 

de solução irrigante e como medicação intracanal, por sua atividade

comprovada sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas36. Outro

fato importante, é que poucos são os estudos que demonstram

preocupação em investigar a capacidade de medicamentos, como a

polimixina B, que sejam capazes de surtir efeitos na inativação de

endotoxina, uma propriedade de relevância em uma medicação

intracanal.

Talvez de todas as inovações tecnológicas passíveis de 

aplicação na terapia endodôntica, a utilização do laser associado à terapia 

convencional seja a mais promissora das novidades neste tipo de

tratamento96.

Estudos recentes viabilizam a aplicação do laser na

endodontia como método coadjuvante na remoção de restos dentinários5,
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96, 106 e 107, na redução de algias pós-tratamento endodôntico35, no

aumento da permeabilidade dentinária, na estimulação da reparação do 

tecido periapical e, sobretudo como um importante aliado na desinfecção 

do complexo sistema de canais radiculares24, 32, 96, 92, 106, 107 e 122.

Na Endodontia, a utilização do laser associado a um

corante com características fotossensibilizadoras, chamada Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana ou PDT (Photodynamic Therapy), tem sido 

recentemente explorada em diferentes estudos33, 66 e 122. O interesse pela 

utilização da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana na Endodontia está 

relacionada principalmente pelo efeito antimicrobiano comprovadamente 

constatado desta terapia, por não promover resistência microbiana, ser

uma técnica de fácil aplicação, indolor, além de somar a todas essas

características, os efeitos benéficos oriundos da terapia com laser, como 

bioestimulação, analgesia e seu aspecto antiinflamatório, importantes

condições para o sucesso de todas as fases do tratamento endodôntico5,

31, 35, 61, 96, 106 e 122. Na cavidade bucal, a eficiência, o baixo custo, ausência 

de efeitos sistêmicos e de aumento da resistência microbiana aos

medicamentos, indica esta terapia como uma importante alternativa

terapêutica às formas convencionais de tratamento34, 39, 96 e 106.

O estudo do efeito da radiação laser intracanal na

desinfecção dos túbulos dentinários é oportuno, sendo necessário o

desenvolvimento de modelos experimentais que permitam a

demonstração dos efeitos da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, diante 

de microrganismos persistentes à terapia convencional, assim como os 

efeitos desta terapia na neutralização de endotoxinas. 



2 REVISÃO DA LITERATURA

A literatura é concordante quando o assunto é evidenciar 

que os agentes microbianos são essenciais na propagação e perpetuação 

de doenças infecciosas pulpares e periapicais, embora fatores químicos e 

físicos possam também induzir processos inflamatórios endodônticos2, 8, 25, 

27, 32, 36, 37, 49, 51, 53, 57, 63, 70, 81, 82, 91, 96, 110, 112, 121 e 134. Os microrganismos e 

seus subprodutos são considerados agentes etiológicos de várias

doenças pulpares e periapicais, sendo de grande importância todos os 

aspectos do tratamento endodôntico que envolvam eliminação dos

microrganismos, assim como o estudo dos agentes infecciosos envolvidos

no processo infeccioso do canal radicular. Os estudos desses contribuem 

para a validação das técnicas endodônticas, melhorando o desempenho 

do tratamento, aumentando possibilidades de sucesso no emprego das 

técnicas2, 3, 8, 25, 66, 70, 91 e 134.

2.1 Considerações microbiológicas das infecções endodônticas

Os microrganismos podem alcançar túbulos dentinários

expostos por lesões cariosas, por superfícies dentárias desgastadas e por 

trincas de esmalte relacionadas a traumas dentários. Dentre os acessos 

microbianos aos túbulos dentinários, pode-se incluir também exposição

dos canais acessórios e do forame apical na doença periodontal,

procedimentos restauradores, via hematogênica (anacorese) e exposição 

pulpar direta. Além destes o comprometimento do selamento oclusal, 

restaurações inadequadas de dentes previamente tratados, assim como a 
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extensão periapical de uma lesão que se origina no dente adjacente

infectado, podem ser vias de acesso ao sistema de canais radiculares9, 84,

100.

Embora tenha sido identificadas mais de 500 espécies 

microbianas de isolados da cavidade bucal, apenas um número

aproximado de 150 espécies já foram relatadas de amostras provenientes 

do sistema de canais radiculares, sendo que individualmente os canais 

radiculares são colonizados por cerca de 5 a 7 espécies diferentes37.

Destas, algumas espécies sobrepõe-se a outras quanto à capacidade de 

sobreviverem e multiplicarem-se neste ambiente37. As espécies

microbianas que colonizam o sistema de canais radiculares são variáveis 

e dependem de fatores como: nutrição, baixo potencial de óxido redução, 

pH, temperatura, interações positivas e negativas entre os

microrganismos, além dos mecanismos de defesa do hospedeiro e

presença de agentes antimicrobianos e inibidores. Outros fatores como 

presença de polpa necrótica e interações bacterianas estão também 

relacionados com a predominância de determinadas espécies na infecção 

do canal radicular 81.

Na infecção endodôntica inicial, a presença de fatores

nutricionais como carboidratos, glicoproteínas, aminoácidos e proteínas 

favorecem colonização de microbiota sacarolítica, cujos gêneros

Prevotella, Eubacterium, Porphyromonas e Fusobacterium  são

freqüentemente associados e encontrados neste período e

subseqüentemente, com o esgotamento de nutrientes como carboidratos 

e glicoproteínas, ocorre transição para microbiota proteolítica. O aumento 

da fermentação de aminoácidos e peptídeos para a obtenção de energia

favorece a colonização de espécies como Peptostreptococcus, Prevotella,

Porphyromonas, Eubacterium e Fusobacterium nucleatum . Com o cessar

das fontes nutricionais existentes nos fluidos teciduais, bactérias que 

hidrolisam proteínas, como Prevotella spp., Porphyromonas spp. e

Actinomyces ssp., assumem importante posição nas infecções mistas

fornecendo peptídeos utilizados por espécies dos gêneros Eubacterium e 
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Fusobacterium, que não possuem a capacidade de clivagem de

proteínas9.

Nas infecções endodônticas primárias a presença de

espécies distintas colonizando o sistema de canais radiculares determina 

a característica polimicrobiana desta condição, com predomínio de

anaeróbios Gram-negativos. Nos casos de insucesso do tratamento

endodôntico, o processo infeccioso, com o envolvimento de poucas

espécies, não exibe as mesmas características das infecções primárias. 

Nestes casos, de infecções endodônticas secundárias, há colonização 

predominante de anaeróbios Gram-positivos23, 53, 110.

A demanda de oxigênio também determina a composição 

da microbiota endodôntica. Estudos sobre a dinâmica das infecções

endodônticas mostram que existe uma relativa proporção de

microrganismos facultativos na fase inicial, em que o oxigênio está

presente em grande quantidade nos tecidos. Com o início da necrose 

tecidual, a tensão de oxigênio é reduzida pela ausência da

microcirculação e ocorre uma proporcional diminuição de bactérias

anaeróbias facultativas com um concomitante aumento das anaeróbias 

estritas. Este fato deve-se principalmente pelo aumento da consumação 

de oxigênio, criando condições restritas do mesmo, sustentando o

crescimento da microbiota anaeróbia estrita25 e 70.

Embora o favorecimento das espécies anaeróbias estritas

seja fato consolidado na dinâmica da infecção endodôntica, estudos na

literatura mencionam que bactérias anaeróbias facultativas são mais

resistentes, inclusive  à atividade dos antimicrobianos, do que os

anaeróbios estritos, o que favorece a persistência desses, mesmo após 

terapia endodôntica9 e 121. Os microrganismos anaeróbios facultativos, 

como Enterococcus spp., podem permanecer em fase latente, com uma 

baixa taxa metabólica por um período de tempo, mas mudanças

ambientais, como uma infiltração coronária, podem levar a ativação

destes microrganismos e conseqüente proliferação dos mesmos9.

Justamente por todas características e fatores de resistência que



27

permitem envolvimento de Enterococcus spp. com os casos mais

complicados, é que os estudos em Endodontia se preocupam em

empregar a espécie na avaliação de seus métodos2, 25, 27, 28, 36, 51, 60, 63, 68, 

70, 74, 85, 91, 95, 121 e 134.

Um grande corpo de evidências científicas indica que da 

espécie Enterococcus spp., Enterococcus faecalis é freqüente nos casos 

de infecções endodônticas persistentes e secundárias, e aquelas

associadas com falhas no tratamento25, 63, 84, 110, 126 e 134. A presença de

Enterococcus faecalis influencia também o prognóstico do tratamento 

endodôntico, sendo sempre associada a prognósticos pouco favoráveis2,

27, 29, 30, 63, 68, 85, 91, 106, 110, 123 e 134. Os estudos evidenciam também a alta 

prevalência de isolados de Enterococcus faecalis em dentes

comprometidos endodonticamente com lesões periradiculares associadas, 

sugerindo ser a espécie envolvida na patogênese das lesões

recorrentes27, 52 e 134. Johnson et al.51 mencionaram em seus estudos que 

praticamente todos casos radiograficamente identificados com

periodontite apical possuem isolados de Enterococcus faecalis.

Observa-se na literatura, que Enterococcus faecalis

parece estar presente em pequena porcentagem na infecção endodôntica 

inicial e em grande parte relacionado também com falhas no tratamento 

de dentes com canais obturados25, 51, 63, 110, 126 e 134. Segundo Al-Hezaimi et 

al.2, Enterococcus faecalis permenecem viáveis, mantendo a capacidade 

de invasão dos túbulos dentinários e capacidade de adesão ao colágeno 

na presença de soro humano, sendo estes importantes fatores de

virulência para a sobrevivência no sistema de canais. Vivacqua-Gomes et 

al.121, em estudo sobre recuperação de Enterococcus faecalis após

tratamento endodôntico em única ou múltiplas sessões, além de

observarem que não existe diferença na contagem da espécie entre os 

tipos de tratamento, relatou que mesmo após 60 dias de selamento do 

canal Enterococcus faecalis continua viável no interior dos túbulos

dentinários. Além destes aspectos, a resistência a diversos medicamentos 

antimicrobianos usados no tratamento endodôntico e a resistência ao
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hidróxido de cálcio por suas características alcalino -tolerantes, são

fundamentais no favorecimento da sobrevivência de Enterococcus

faecalis pós-tratamento endodôntico2, 27, 110 e 121.

Enterococcus faecalis são cocos Gram-positivos, que

podem ser encontrados isolados, em pares, ou formando pequenas

cadeias. São bactérias anaeróbias facultativas, possuindo habilidade de 

crescer na presença ou ausência de oxigênio. A espécie Enterococcus

vive em vasta quantidade (105-108UFC/g de fezes) no intestino humano e 

nas circunstâncias normais não causam dano ao hospedeiro. Estão

presentes no aparelho genital feminino e na cavidade bucal de alguns 

indivíduos110. São microrganismos resistentes por sobreviverem em

condições ambientais extremas, incluindo elevada alcalinidade (pH>9,6) e 

concentração de salinidade. São resistentes aos sais biliares,

detergentes, metais pesados, etanol, ácidos e a dessecação110. Segundo 

Johnson et al.51, Enterococcus faecalis apresenta elevada taxa de

sobrevivência, podendo manter-se viável no sistema de canais radiculares 

por até 12 meses. Vivaqua-Gomes et al.121 menciona que a espécie pode 

ser detectada até 700μm no interior dos túbulos dentinários após 70 dias 

de incubação.

Mesmo sendo membros da microbiota normal do trato 

intestinal, são também encontrados nas mucosas de outros tratos,

embora em menor concentração117. As concentrações de amostras desta 

bactéria nas mucosas podem variar em função da influência de alguns 

fatores como antibióticoterapia, cirurgias, imunocomprometimento entre 

outros. No caso da cavidade bucal. Stuart et al.110 comentam que a

presença de Enterococcus faecalis apresenta-se aumentada em amostras 

bucais dos pacientes em tratamento endodôntico inicial, no meio do

tratamento e aqueles em situação de retratamento, quando comparados 

com os indivíduos que não estão sendo submetidos ao tratamento

endodôntico63 e 110. Quando presentes, a possibilidade de infecções com 

Enterococcus faecalis surgem quando são translocados para órgãos ou 

locais sensíveis117. Segundo Stuart et al.110, estas bactérias podem se 
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translocar do sistema de canal radicular para os nódulos linfáticos,

sugerindo esta como uma provável rota da patogênese de infecção

oportunistas nos pacientes.

Na literatura observa-se que em diversos estudos clínicos, 

a fase de preparo químico-mecânico, assim como a utilização de agentes 

antimicrobianos intracanal não são totalmente efetivas na eliminação de 

Enterococcus faecalis do canal radicular27. Por estas características, nota-

se que a eliminação total dos microrganismos do sistema de canais

radiculares é um procedimento de dificuldade extrema, embora seja

impreterivelmente necessário para o sucesso do tratamento51 e 68.

Recentemente, as investigações por métodos moleculares 

têm sido utilizadas, com muita freqüência, na  determinação concisa da 

microbiota relacionada com infecções endodônticas. Por estas técnicas 

tê-se observado a grande prevalência do envolvimento de Enterococcus

faecalis com infecções endodônticas, principalmente nos casos

identificados com falhas no tratamento2, 106 e 134.

Alguns produtos de Enterococcus faecalis são postulados 

como seus principais fatores de virulência. As evidências são maiores

com relação a citolisina e substância agregativa. Quanto a citolisina, uma 

exoproteína com atividade lítica para eritrócitos e outras células humanas, 

é produzida por 60% das amostras clínicas patogêncicas e sua presença 

está associada com as infecções mais graves. A substância agregativa é 

uma proteína de superfície que promove a agregação das células de 

Enterococcus faecalis durante a conjugação propiciando a transferência 

de plasmídios117. Estas bactérias apresentam outros fatores de virulência 

incluindo ácidos lipoteicóicos que auxiliam em sua relação com o

processo da infecção endodôntica110. Alguns estudos na literatura

mostram que para o processo de aderência na célula hospedeira, há 

expressão de proteínas que competem com outras células bacterianas, e 

com a resposta imunológica do hospedeiro27, 30 e 110. A associação de seus 

fatores de virulência, e sua resistência aos antimicrobianos contribuem de 

forma peculiar em sua habilidade de provocar doenças110.



30

Nos diversos estudos em endodontia é notável a

preocupação de técnicas, materiais e substâncias antimicrobianas que 

sejam efetivas frente a Enterococcus faecalis2, 27, 29, 30, 63, 68, 85, 91, 106, 110, 123, 

126 e 134. Observa-se na literatura o cuidado que os autores demonstram 

em instituir soluções irrigantes que aumentam a eliminação microbiana do 

canal radicular e que facilitem a remoção de resíduos teciduais, materiais 

obturadores com melhor capacidade de vedamento e com características 

antimicrobianas, a melhora dos medicamentos utilizados como curativo de 

demora, a associação destes medicamentos na tentativa de potencializar 

a atividade destes medicamentos, e o aprimoramento de técnicas visando 

o aumento da eliminação antimicrobiana do canal radicular2, 25, 27, 33, 51, 68, 

110 e 134. Em todos estes estudos, a efetividade sobre Enterococcus

faecalis é fator determinante do sucesso seja da técnica, seja das

substâncias estudadas.

O envolvimento dos fungos em doenças endodônticas, 

principalmente Candida albicans, são relatados1, 3 e 38. Os fungos têm sido 

detectados em infecções dos canais radiculares, embora o número destas 

células nos canais radiculares seja geralmente menor que o de células 

bacterianas. Gomes et al.37 em estudo sobre a microbiota dos canais 

radiculares, atentam para o aumento da prevalência de microrganismos 

pouco comuns em infecções endodônticas em isolados dos canais

radiculares, como Candida spp., citomegalovírus humano e vírus Epstein-

Barr (EBV). 

 Nas últimas décadas, a incidência de Candida albicans

em infecção endodôntica teve maior atenção, sendo observada em

infecções endodônticas primárias e refratárias89. Nos casos de lesões

periapicais persistentes ao tratamento endodôntico que após período de

proservação, são chamadas de lesões refratárias, e apresentam uma

microbiota diferente daquela dos dentes com necrose pulpar e lesão

periapical não tratados, também pode-se evidenciar a presença de

fungos100.
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Na cavidade bucal, a espécie Candida albicans é

predominante, constituindo, 60 a 70% do total de isolamentos deste sítio. 

Estas estão relacionadas com dois tipos de infecção sendo a mais comum 

a candidose oral, que se apresenta como uma invasão subepitelial com 

formação de pseudomembrana. Uma variedade de condições de

imunocomprometimento está associada com tratamento do câncer,

diabetes, transplante de órgãos, nascimento prematuro, várias

imunodeficiências de células T, incluindo infecção por HIV, e uso de

corticosteróides que interferem na regulação imunológica favorecendo a 

manifestação da virulência dos fungos. Candida albicans é um fungo de 

grande versatilidade, que pode adaptar-se a diferenças nas condições de 

pH, mudanças de expressões gênicas em resposta ao meio ambiente, 

aderência a várias superfícies, produção de enzimas degradativas e

mudanças morfológicas para invasão tecidual89 e 76.

A espécie Candida albicans, juntamente com outros

microrganismos como Enterococcus faecalis e Staphylococcus aures, tem 

sido considerada espécie resistente nas infecções endodônticas e

possível causadora de falhas nos tratamentos8, 27, 38, 51, 87, 89 e 110. Esta 

resistência tem sido atribuída aos fatores de virulência de Candida

albicans como dimorfismo, adesinas, produção de enzimas fosfolipases e 

proteinases117. Segundo Munin et al.76, a formação de tubo germinativo é 

um fator importante de virulência de Candida albicans. Radcliffe et al.87

relataram que existem poucas informações a respeito da persistência e 

sobrevivência dos microrganismos após o término do tratamento

endodôntico. Segundo estes autores, Candida albicans está associada 

com casos clínicos de persistência da infecção endodôntica e com casos 

de falhas no tratamento. Tem-se estendido às espécies de Candida,

significante persistência nas infecções periapicais. Entretanto, o mais

significante é que quando a espécie está presente, dificilmente há uma 

resposta efetiva à limpeza convencional, um procedimento que elimina, 

em grande parte, os outros microrganismos87 e 89.
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Na literatura, os autores mencionaram isolados de

Candida albicans em torno de 21% das amostras provenientes de canais 

radiculares e alguns observaram microrganismos com características de 

leveduras em canais de dentes obturados relacionados com falhas1, 3, 87 e 

101. Fungos na forma de levedura foram encontrados ao longo da parede 

do canal radicular, em 40% dos casos como uma célula simples esférica e 

oval, geralmente com quatro a seis µm de diâmetro87, 89 e 100.

O aumento no interesse em relacionar Candida albicans

com as infecções endodônticas, particularmente em infecções

secundárias e persistentes associadas com falhas da terapia endodôntica, 

está mais voltado ao fato de que Candida albicans foi comprovadamente 

resistente a algumas medicações e substâncias químicas comumente

empregadas na endodontia, incluindo hidróxido de cálcio associado a 

diferentes veículos101.

A presença de fungos relacionados as infecções

endodônticas podem ocorrer em casos em que não houve tratamento,

mas os fatores exatos que afetam a colonização dos canais radiculares 

por espécies fúngicas, ainda não estão totalmente elucidados3, 89 e 100.

Existem especulações de que, entre as possibilidades, a colonização por 

fungos possa ocorrer devido contaminação durante o tratamento,

possibilidade de diferenças na susceptibilidade da microbiota em

infecções do canal radicular com a utilização de diferentes medicações 

intracanais empregadas no tratamento endodôntico e, ainda,

administração de antibióticos sistêmicos, o que poderia facilitar o seu 

crescimento100. Sugere-se que a redução de cepas específicas de

bactérias intracanal durante o tratamento endodôntico permite o

sobrecrescimento de fungos e diminuição dos nutrientes no ambiente3.

Adicionalmente, os fungos também podem ter acesso ao interior do canal 

via cavidade bucal, como resultado de ausência ou ineficiência da

assepsia da técnica durante o tratamento, ou ainda por exposição do 

canal ao meio bucal diante de uma abertura coronária3, 70, 87 e 89.
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Os casos de aumento da resistência de Candida albicans

aos agentes antifúngicos e antimicrobianos nos últimos anos é um dos 

fatores que podem estar relacionados à presença de fungos nos canais 

radiculares20, 58 e 76. Estudos têm demonstrado que hidróxido de cálcio,

substância de atividade antimicrobiana de eficácia comprovada em

endodontia, não é totalmente efetivo frente a Candida albicans e outros 

microrganismos, particularmente relacionados com casos de insucesso na 

terapia endodôntica. Este fato justifica o aparecimento de estudos que 

lançam mão da associação de medicações para tratamento endodôntico, 

assim como a associação de técnicas2, 3, 8, 38, 70, 89, 101, 106, 109, 115 e 126.

As características referentes a infectividade de Candida

albicans no canal radicular desperta para a real necessidade de estudos 

que avaliem o potencial antimicrobiano das inúmeras técnicas e

medicações que vem despontando como viáveis de utilização na terapia 

endodôntica.

A colonização de bacilo Gram-negativo na cavidade bucal 

tem sido bastante associada a pacientes imunocomprometidos, sendo 

que a boca pode constituir foco para infecções sistêmicas relacionadas a 

essas bactérias e para infecções locais como mucosite e infecções

endodônticas55.

Bactérias anaeróbias Gram-negativas são predominantes 

na colonização polimicrobiana do sistema de canais radiculares nas

infecções endodônticas primárias23, 53 e 110. Essas bactérias são

freqüentemente isoladas de canais radiculares ou lesões periapicais, cuja 

presença está relacionada com sintomatologia clínica e presença de 

exudação purulenta49.

Dentre as bactérias Gram-negativas envolvidas com

infecções endodônticas destaca-se Escherichia coli, por seus fatores de 

virulência tão bem estabelecidos. Várias estruturas celulares desta

bactéria, como flagelos e cápsulas conhecidos respectivamente como 

antígenos H e antígenos K, e a molécula de lipopolissacarídeo (LPS) que 

contém antígeno O representam as estruturas imunogênicas relacionadas 
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com a virulência da espécie. O lipídio A e o peptídeoglicano são também 

fatores de virulência associados à febre e manifestações clínicas

gerais117.

O lipopolissacarídeo, também conhecido como

endotoxina, é uma estrutura encontrada na parede de todas bactérias

Gram-negativas, são compostas por polissacarídeos (açucares

polimerizados), lipídios (complexos contendo ácidos graxos) e proteínas, 

estabelecendo a nomenclatura de lipopolissacarídeo (LPS) pela

enfatização de sua estrutura química. Lipídio A é uma região da molécula 

de endotoxina responsável por seus efeitos tóxicos. Em 1993, Raetz

publicou uma breve revisão sobre a síntese do lipídio A, e classificou as 

endotoxinas como lipídios extraordinários81 e 82.

Outro importante fator de virulência de bactérias Gram-

negativas é a habilidade de secretar proteases, que podem contribuir na 

patologia da lesão pela degradação da matriz proteica prejudicando a 

integridade tecidual. Algumas enzimas podem até degradar componentes 

do sistema de defesa do hospedeiro como anticorpos, citocinas, entre 

outros54.

Quanto à importância de bactérias Gram-negativas no 

processo de infecção em endodontia, está relacionada principalmente

com a liberação de endotoxina . As bactérias Gram-negativas, como

Escherichia coli, são comumente encontradas na cavidade bucal. Quando 

ocorre morte dessas bactérias, as células sofrem rompimento e há

liberação de endotoxinas93 e 99.

Essas bactérias podem alcançar a região intracanal

principalmente quando a polpa dentária fica exposta à cavidade bucal por 

processos cariosos ou traumas coronários59. Muitos estudos que

relacionam a endotoxina na infecção pulpar e periapical demonstram que 

são provenientes de bactérias Gram-negativas viáveis que podem se fixar 

no canal radicular e quando morrem por ação da medicação intracanal, 

liberam endotoxina promovendo respostas dos tecidos periapicais59, 81, 82, 

93, 82, 93, 99, 112 e 124. Além disso, podem ser liberadas durante o tratamento 
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endodôntico como resultado da morte de bactérias Gram-negativas

durante a instrumentação93.

As endotoxinas são portanto, importantes no

envolvimento, progressão e patogenicidade, principalmente de lesões

periradiculares124. São agentes biológicos potentes, oriundos da

membrana celular de bactérias Gram-negativas, liberados na função de 

mediador imunológico em conjunção de um rompimento celular93 e 124. Em 

geral, são responsáveis por patogenicidade local e generalizada, reações 

inflamatórias primárias na pele, efeitos hemodinâmicos e vasculares,

aborto, imunotolerância, entre outros93.

Dr. Herbert Schilder obteve seu maior reconhecimento

quando realizou o primeiro e clássico artigo sobre o envolvimento da 

endotoxina com os problemas endodônticos na edição inaugural do

“Journal of Endodontics”47. Foi o primeiro a detectar e quantificar os níveis 

de endotoxina em dentes com problemas endodônticos, asociando

pioneiramente endotoxina e problemas endodônticos. Schilder e

colaboradores especularam que bactérias Gram-negativas apresentavam 

um significante envolvimento com a patogênese das doenças

endodônticas47. A partir dos postulados de Schilder sobre o envolvimento 

de endotoxina de bactérias Gram-negativas com problemas endodônticos, 

foi possível o despontamento de diversos estudos na literatura com o 

objetivo de detalhamento nesta relação buscando, entre outras, respostas 

para alguns aspectos até então pouco explorada na endodontia59, 81, 93, 99, 

112 e 124.

Estudos recentes têm mostrado que a endotoxina é um 

rápido e potente agente no desenvolvimento de lesão periradicular59, 81, 93, 

99, 112 e 124. Tem sido relacionada com a estimulação de produção de IL-6,

uma citocina pró-inflamatória, que estimula atividade osteoclástica em

fibroblastos pulpares, particularmente na presença de metil-mercaptana,

produzido por anaeróbios Gram-negativos124. Induz a expressão gênica 

receptora de IL-10 em fibroblastos pulpares, que está relacionada com a 

inibição da expressão de citocinas pró-inflamatórias IL -6 e IL-8. Além 
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disso, a IL-10 tem vantagem no processo de cura por diminuir a resposta 

inflamatória depois de injúria pulpar112 e 124. Também apresentam efeitos

biológicos importantes com quimiotaxia para neutrófilos, ativação do

sistema complemento, indução de febre, alterações estruturais, funcionais 

e metabólicas em muitos organismos e células59 e 81.

Jacinto et al.49 relataram que endotoxinas são potentes

antígenos que podem estimular a produção de anticorpos mesmo em 

pequenas concentrações. Segundo Schein e Schilder93, a ação destrutiva 

da endotoxina é imediata com ativação do sistema complemento.

Subseqüentemente, há uma quebra do fragmento C5 do complemento,

que está relacionado com o aumento da permeabilidade vascular, causam 

vasodilatação e quimiotaxia para leucócitos PMN e macrófagos. Os

autores observaram que há uma correlação positiva entre o aumento do 

nível de endotoxina com os sintomas clínicos. Segundo os estudos, a 

liberação de histamina e substâncias polipeptídicas vasoativas, depois da 

inoculação de endotoxina, estão extremamente relacionadas com

produção da dor112 e 124.

Recentemente, grande quantidade de IL -1 e TNF-α foram 

detectados de pulpites e associados aos casos de reabsorção óssea com

presença de endotoxina acumulada em áreas de infecções46.

Williamson et al.124, relataram que o processo da

penetração de endotoxina no sistema de canais radiculares, e seu acesso 

no tecido periradicular, é importante para uma melhor compreensão sobre 

as maneiras pelas quais os canais podem contaminar-se ou recontaminar-

se por bactérias.

Além de todos esses fatores, a endotoxina de bactérias 

Gram-negativas como Escherichia coli, provê uma barreira a muitas

moléculas e contribui para a resistência a drogas observadas nessas

bactérias55.

Uma observação de importância foi feita nos estudos de 

Leonardo et al.59 e Tanomaru et al.112, onde mencionaram que os

tratamentos endodônticos de dentes com necrose pulpar e lesão
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periradicular crônica, devem ser baseados não somente na eliminação de 

microrganismos, mas também na inativação dos efeitos tóxicos dos

lipopolissacarídeos. Segundo estes autores, a preparação biomecânica 

do canal radicular somente reduz potencialmente a microbiota, não

eliminando totalmente os microrganismos do sistema de canais, além de 

também não agir efetivamente sobre endotoxinas. Este fato favorece a 

necessidade do uso da medicação intracanal e aprimoramento de

técnicas.

Na Odontologia, observa-se a preocupação de estudos 

sobre medicamentos ou substâncias com potencial de inativação de

endotoxina bacteriana59, 99, 112 e 124.

Embora estudos na literatura analisem a relação entre 

endotoxina e a infecção endodôntica59, 99, 112 e 124, poucos resultados

importantes foram constatados sobre técnicas e substâncias

verdadeiramente eficazes na inativação de endotoxina, fator de apreço na 

constatação da efetividade quanto ao uso na terapia endodôntica.

O conceito de infecção do canal como biofilme é pouco

explorado na literatura, embora seja de conhecimento que os canais

infectados possuem uma microbiota complexa distribuída na forma de 

comunidades isoladas no lúmem do canal, como agregados densos

aderidos às paredes dentinárias podendo penetrar nos túbulos dentinários 

em profundidades variáveis acima de 300µm36, 37, 53 e 96. O biofilme é um 

termo que pode ser definido como um agregado microbiano complexo,

onde células associadas estão envolvidas por matrix extracelular

polissacarídica96 e 130.

Quando a comunidade de microrganismos torna-se

irreversivelmente aderidas a determinadas superfícies, o biofilme formado 

exibe propriedades fenotípicas distintas e tende a ser mais resistentes a

ação de agente antimicrobianos34, 96, 130 e 132. Segundo Zanin et al.130-132,

as características que diferem um biofilme de sua contrapartida

planctônica estão relacionadas com a presença de polímeros

extracelulares, composição da parede celular, taxa de atividade
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metabólica e expressão gênica. Soukos et al.105 mencionaram que as 

principais hipóteses sobre a reduzida susceptibilidade do biofilme aos

agentes antimicrobianos é a dificuldade de penetração, possibilidade de 

inativação do agente e existência de microrganismos com crescimento 

lento ou em estado de repouso.

Existem evidências de que o biofilme tende a resistir

também as forças mecânicas de remoção, além de serem resistentes às 

defesas específicas e não específicas do hospedeiro. Os mecanismos de 

resistência relacionados incluem barreira de difusão química e física

contra a penetração de agentes antimicrobianos, força de coesão entre as 

células e emergência de biofilmes fenótipos específicos quando aderidos 

á superfícies105 e 132.

Nota-se clara tendência dos estudos na literatura em

testar técnicas, materiais e medicamentos sobre diferentes formas de 

biofilmes42, 72, 75, 125 e 130, ao invés do emprego de microrganismos na 

forma planctônica. Nestes estudos é comum o emprego de biofilmes

monoespécies e multiespécies para observação das características

nestes tipos distintos de comunidades microbianas biofilmes42, 72, 75, 125 e 

130.

As infecções endodônticas são caracteristicamente

oriundas da interação de uma comunidade microbiana organizada em 

forma de biofilme para que ocorra o estabelecimento da infecção e para a 

determinação da intensidade das manifestações clínicas, assim como 

outras infecções persistentes também relacionadas com a presença de 

biofilmes37, 49, 53, 102 e 105.

2.2 Aspectos endodônticos na eliminação microbiana

Estudos têm reportado a importância do tratamento

endodôntico com vistas a eliminação da colonização microbiana do
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sistema de canais radiculares, principalmente pelo fato dos

microrganismos serem apontados como os agentes etiológicos mais

relacionados com o desenvolvimento dessas doenças1, 2, 3, 25, 27, 34, 36, 38, 37, 

57, 70, 96 e 134.

O tratamento endodôntico, ao utilizar agentes químicos

em associação com técnicas mecânicas, busca romper o equilíbrio do 

ecossistema microbiano com a finalidade de promover desinfecção do 

sistema de canais radiculares. A desinfecção e a modelagem na terapia

endodôntica, seguidas de uma obturação hermética do sistema de canais 

radiculares, são essenciais no sucesso do tratamento9.

Objetivando a eliminação microbiana dos canais

radiculares infectados e prevenindo a reinfecção dos canais é que alguns 

autores apontam o completo preparo químico-mecânico como uma das 

etapas mais importante na desinfecção endodôntica, mesmo sendo de 

conhecimento, que a obturação é essencial na prevenção da reinfecção 

do canal28, 33, 34, 36, 57, 91 e 96.

Esse objetivo de eliminação microbiana do sistema de 

canais radiculares além de ser alcançado pela remoção mecânica da 

dentina infectada usualmente em combinação com a irrigação de um 

agente antimicrobiano é relacionado também à etapa de medicação

intracanal entre as sessões25, 33 e 36. A medicação deve apresentar

atividade antimicrobiana para manutenção da condição de desinfecção 

promovida no preparo químico-mecânico e para produzir atividade

antimicrobiana sobre possíveis microrganismos remanescentes8, 25, 33, 36, 53 

e 90.

Segundo Gomes et al.36, embora a etapa de medicação 

intracanal seja impreterivelmente importante no sucesso de qualquer caso 

de tratamento endodôntico, sua relevância aumenta principalmente nos 

casos de infecções resistentes ao tratamento convencional, onde há

presença de exsudação contínua e dor. Basrani et al.8 , descrevem que 

apesar da limpeza mecânica reduzir consideravelmente o número de

microrganismos, acredita-se que o número de bactérias remanescentes 
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desta etapa possa ser controlado somente com o uso de uma medicação 

intracanal durante e após as sessões de preparo. 

Outra etapa do tratamento endodôntico que se sobressai

para completar o sucesso da desinfecção intracanal é o selamento

adequado do canal radicular33, 57 e 121. O selamento hermético do lúmem 

do canal com um cimento obturador, que proporcione um selamento de 

microrganismos remanescentes das etapas anteriores e que conserve 

característica antimicrobiana , também contribui na eliminação de

microrganismos e  prevenção de recontaminação do sistema de canal 

radicular38 e 121.

Todos os procedimentos descritos reduzem

principalmente o número de microrganismos viáveis nos canais

radiculares, entretanto, toda a complexidade anatômica peculiar do

sistema de canais dificulta a completa eliminação microbiana do canal, 

permitindo que microrganismos remanescentes proliferem e possam

causar infecção secundária e alterações periapicais, promovendo falhas 

da terapia endodôntica25, 28, 53, 68, 91, 96, 121 e 134.

As áreas como istmos, ramificações, deltas,

irregularidades e túbulos dentinários são locais complexos do sistema de 

canais radiculares onde a colonização microbiana  encontra anteparo

mecânico. Essas áreas são dificilmente alcançadas pelos agentes

antimicrobianos utilizados na terapia endodôntica convencional e

representam um obstáculo na eficácia do tratamento endodôntico.

Menezes et al.70 em estudo sobre a efetividade de agentes irrigantes e  de 

medicamentos para utilização intracanal, relataram a dificuldade da

eliminação microbiana dos canais radiculares utilizando-se apenas

soluções irrigantes durante a instrumentação e medicação intracanal. 

Melker et al.68 relataram a importância do conhecimento anatômico do 

sistema de canais radiculares. Segundo os autores, o avanço tecnológico 

tem possibilitado aumento na observação de minuciosidades anatômicas 

promovendo condições de contornar os problemas decorrentes das

dificuldades inerentes da complexidade anatômica dos canais radiculares.
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Embora os procedimentos de limpeza, saponificação e 

instrumentação dos canais radiculares sejam efetivamente importantes na 

eliminação dos microrganismos que infectam os canais, a total eliminação 

dos microrganismos é ainda muito difícil na maioria dos casos8, 27, 34, 57, 95 e 

121.

Segundo Schoop et al.95 de todos os fatores que acercam 

o tratamento endodôntico, a eliminação microbiana efetiva do sistema de 

canais radiculares é talvez o maior desafio da Endodontia atual e é de 

inestimável valor para a preservação do dente tratado endodonticamente.

Kreisler et al.57 em estudo sobre comparação da efetividade de agentes 

irrigantes e laser diodo na desinfecção de canais radiculares

mencionaram que o sucesso em longo prazo do tratamento endodôntico é 

de aproximadamente 90%, e enfatiza a dificuldade de obter sucesso na 

terapia endodôntica convencional.

É pelo fato dos microrganismos estarem tão relacionados 

com o desenvolvimento, a progressão de doenças pulpares e periapicais 

e falhas no tratamento endodôntico que diversos autores na literatura 

referem-se ao fato de que o sucesso do tratamento endodôntico está 

associado à eliminação eficiente dos microrganismos na terapia

endodôntica2, 8, 27, 68, 87, 96, 110 e 123. Por todos esses motivos é possível 

ressaltar que, além de ser objetivo do tratamento endodôntico a

eliminação microbiana, é também objetivo do tratamento a prevenção da 

reinfecção do canal radicular8, 66 e 91.

2.3 A importância da medicação intracanal no sucesso do tratamento 

endodôntico

Vários estudos relataram a preocupação dos autores com 

os medicamentos utilizados na endodontia para assegurar os

procedimentos de limpeza e desinfecção dos canais entre as sessões do 
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tratamento e evitar reinfecção do canal8, 25, 29, 36, 53, 70, 109, 123 e 126. Na 

literatura menciona-se o fato do preparo químico cirúrgico não ser

suficiente para tornar o canal livre dos microrganismos, sendo que

microrganismos são isolados a partir de 40 a 50% dos canais90.

O uso de medicação intracanal elimina microrganismos do 

sistema de canal radicular e tem sido relacionada com o aumento do 

sucesso na terapia endodôntica. As medicações intracanal são usadas 

com o intuito de eliminar microrganismos do sistema de canal radicular e 

prevenir proliferação microbiana entre as sessões do tratamento29 e 126.

Também tem sido empregada com intuito de redução do processo

inflamatório, minimização de algias e como auxiliar no processo de

reparação dos tecidos acometidos53.

O protocolo que ainda mais se utiliza como medicação 

intracanal é à base de hidróxido de cálcio, seja o composto utilizado como 

fórmula única ou associado a outros medicamentos8, 30, 36, 53, 70, 90 e 126.

Entretanto observa-se uma crescente preocupação com a utilização de 

medicações alternativas ao hidróxido de cálcio que sejam efetivas sobre 

microrganismos alcalino-resistentes, fungos, vírus e outros que estão

emergindo como patógenos potencias, e que ainda demonstrem atividade 

sobre endotoxina de bactérias Gram-negativas30, 53, 90 e 110.

Segundo Basrani et al.8, acredita-se que o número de 

microrganismos remanescentes no canal pode ser controlado pelo uso da 

medicação intracanal durante as sessões do preparo do canal. Entretanto

microrganismos resistentes como Enterococcus faecalis e Candida

albicans conservam-se viáveis com o uso das medicações intracanal

convencionalmente utilizadas como, por exemplo, o hidróxido de cálcio o 

que segundo esses autores é um assunto de questionamento nos estudos 

mais atuais8.

Nos estudos de Siqueira Junior et al.101, observou-se

preocupação na realização de estudos com medicações intracanal que 

sejam eficazes na eliminação de fungos relacionados com infecção
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endodôntica, em virtude de ocorrências sobre a resistência destes à

medicação intracanal comumente utilizada no tratamento endodôntico.

Estudos mais atuais mencionam também a importância da 

medicação intracanal na neutralização de endotoxinas70. A morte e

replicação de microrganismos Gram-negativos durante o tratamento,

promove a liberação de endotoxinas que são capazes de produzir

diferentes reações biológicas exacerbando o processo inflamatório

decorrente da infecção do canal. Baseado nestas evidências é

preocupação que a medicação intracanal, para ser considerada realmente 

eficaz, também possua a capacidade de neutralizar endotoxinas, além de 

eliminar microrganismos e prevenir a reinfecção59, 70, 81, 93 e 112.

Com o propósito de avaliar medicações intracanal que 

demonstrem eficácia frente a microrganismos mais resistentes e seja

eficiente na neutralização de endotoxina, é que se observa na literatura 

atual a ascensão de medicamentos alternativos aos convencionais e a 

crescente utilização das medicações associadas8, 29, 30, 59, 60, 80, 102, 101, 112 e 

126.

Muitos estudos relataram a viabilidade do uso da

clorexidina como medicação intracanal8, 29, 30, 36, 53, 60, 80, 89, 101, 109 e 126. O 

uso da clorexidina na endodontia é proposto na forma de solução irrigante 

e como medicação intracanal, por sua atividade comprovada em bactérias 

Gram-positivas e Gram-negativas36. Segundo Siqueira Junior et al.101-103,

a clorexidina é um agente antimicrobiano que tem emergido como uma 

medicação intracanal potencial principalmente nos casos de lesões

periapicais.  A clorexidina é uma bisbiguanida catiônica com boa atividade 

antimicrobiana que age interferindo na parede celular dos microrganismos 

e  causando extravasamento dos componentes intracelulares. É efetiva 

sobre Candida albicans, é bacteriostática em concentrações menores que 

0,2% e bactericida em concentrações maiores que 2%53. Uma das suas 

características favoráveis à utilização na endodontia é sua boa

substantividade, segundo alguns  estudos, até sete dias53, 80, 102 e 126. Além 

disso, a clorexidina utilizada intracanal na forma de gel, tem mostrado 



44

possuir boa capacidade de penetração no sistema de canais radiculares, 

requisito importante para uma medicação intracanal36 e 126.

Na endodontia, a forma gel da clorexidina tem sido

bastante investigada. Uma das preocupações quanto ao uso está

relacionado à propriedade de dissolução de matéria orgânica. Okino et 

al.80 em seus estudos avaliaram a dissolução do tecido pulpar por

clorexidina gel 2% e solução aquosa 2% em comparação com hipoclorito 

de sódio em diferentes concentrações. Os autores observaram que a 

clorexidina gel não promoveu dissolução do tecido pulpar. Segundo Karim 

et al.53, a aplicação da clorexidina combinada com natrosol gel (Aqualon®)

tem sido sugerida para utlização como medicação intracanal, já que o 

natrosol gel é um agente não iônico, inerte, solúvel em água e que pode 

ser completamente removido do canal, e a clorexidina é um agente

antimicrobiano efetivo, com baixa toxicidade.

Evans et al.30, Karim et al.53 e Siqueira Junior et al.103

mencionaram em seus estudos que a clorexidina gel não tem habilidade 

para dissolver tecido, porém suas propriedades antimicrobianas e a

substantividade sustenta sua aplicabilidade como medicação intracanal. 

Outra propriedade importante mencionada por Lin et al.60 e Siqueira 

Junior et al.103 é a biocompatibilidade da clorexidina com os tecidos

periapicais favorecendo o uso como medicação intracanal.

Algumas combinações da clorexidina com outras

substâncias para uso como medicação intracanal tem sido observada. 

Basrani et al.8 corroboraram que a combinação da clorexidina gel 2% com 

hidróxido de cálcio, pode ser utilizada como medicação intracanal. Evans

et al.30 avaliaram o efeito da mistura de hidróxido de cálcio com

clorexidina 2% sobre Enterococcus faecalis em túbulos dentinários,

demonstrando maior efetividade desta associação se comparado ao

hidróxido de cálcio associado à água destilada. Karin et al.53

mencionaram a utilização de uma formulação de clorexidina clorada para 

utilização intracanal.



45

Pode ser observado na literatura que os estudos não 

possuem a preocupação em investigar a capacidade dos medicamentos 

na inativação de endotoxina, propriedade de relevância na medicação 

intracanal. O acúmulo de endotoxinas nos canais infectados pode

estimular o aparecimento de lesões periapicais e reabsorção óssea46.

Leonardo et al.59 mencionaram a possibilidade da

associação de substâncias capazes de inativar endotoxina como, por 

exemplo, a polimixina B, na tentativa de eliminar seu potencial

biológicamente tóxico. Como muitos produtos utilizados na inativação de 

endotoxinas possui efeitos indesejáveis, a viabilidade destes quanto ao 

uso clínico deve ser investigada.

A polimixina B é um dos componentes do grupo de

antibióticos derivados do Bacillus polymyxa. É um decapeptideo que 

contém quatro anéis de ácido 2,4 – diaminobutírico79. Acredita-se que sua 

ação está relacionada a alterações na estrutura da membrana das

bactérias, resultando em um extravasamento dos componentes

intracelulares essenciais. Segundo Ogita et al.79, o antibiótico é conhecido 

por desestruturar a barreira de permeabilidade da membrana

citoplasmática por formação de um complexo com o lipopolissacarídeo e 

também aumenta a permeabilidade da membrana para uma grande

variedade de moléculas, o que pode ser letal á célula bacteriana. Possui

uma ação antimicrobiana contra uma ampla variedade de microrganismos 

Gram-negativos e é particularmente eficaz contra Pseudomonas

aeruginosa118 e 45. Segundo Oliveira et al.82, polimixina B é um antibiótico 

que apresenta importantes resultados na neutralização de endotoxina em 

canais radiculares.

A polimixina B foi estudada por Heijdin et al.45 e Messeder

et al.71 na eliminação de Pseudomonas aeruginosa multirresistentes,

isoladas de ambientes hospitalares, como a Unidade de Terapia Intensiva 

(UTI), e foi considerada pelos autores, eficiente no tratamento de

pacientes infectados por Pseudomonas aeruginosa.
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Observa-se que existe a preocupação em implementar 

uma medicação intracanal que tenha atividade na neutralização de

endotoxinas, além dos outros requisitos de relevância em uma medicação 

intracanal. Oliveira et al.82 avaliaram o efeito da polimixina B isolada e em

associação com outras substâncias na utilização como medicação

intracanal, demonstrando que a polimixina B neutralizou endotoxinas além 

de proporcionar alterações nas propriedades dos lipopolissacarídeos em 

estimular a produção de linfócitos B e a combinação da polimixina não foi 

capaz de neutralizar endotoxinas.

A utilização da medicação intracanal é de importância 

ímpar no sucesso da terapia endodôntica, consolidando ainda mais a 

necessidade de estudos que contribuam para o aprimoramento das

substâncias utilizadas para este fim30, 53, 60, 80 e 103.

2.4 Irradiação laser e aplicação na prática endodôntica

O primeiro laser, laser ruby, foi criado por Maiman em 

1960 e foi introduzido na Odontologia por Stern, Sognnaes e Goldman et 

al. em 19646, 48 e 69. Desde então se verificou na literatura, uma grande 

repercussão de pesquisas relacionadas à aplicação clínica do laser na 

prática odontológica. Com isso foi observada também a emergência

paralela da organização que suporta laser na Odontologia em instituir

protocolos de uso para os mais diversificados fins na área122.

O fascínio que o laser exerce sobre os pesquisadores 

explica-se por suas características excepcionais como

monocromaticidade, pequena divergência, coerência espacial e temporal, 

intensa energia ou intensa potência, pulsos ultracurtos, possibilidade de 

ajuste do comprimento de onda, entre outras61. Segundo Bagnato6, a 

monocromaticidade é a característica mais marcante da luz laser, e ocorre 

porque a energia carregada pelo fóton estimulante e pelo fóton emitido 
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são as mesmas. Uma segunda característica importante descrita pelo 

autor é o fato de que a intensidade do feixe laser pode ser extremamente 

grande, ao contrário das fontes de luz convencionais. Outras

características importantes são o caráter direcional do feixe laser e a 

coerência do mesmo6.

Na área da saúde, a terapêutica usando a luz laser está 

cada vez mais presente na prática clínica diária, o que se deve

principalmente, ao fato do desenvolvimento das técnicas de aplicação do 

laser e do melhoramento da tecnologia de fibras-ópticas92. O

desenvolvimento da tecnologia requer uma convergência dos estudiosos 

de muitas áreas incluindo física óptica, engenharia, bioquímica,

farmacologia e adicionalmente, os diferentes setores da área da saúde92.

O laser é uma forma de luz, como indica seu nome (light

amplification by stimulated emission of radiation), e uma excepcional fonte 

de radiação capaz de produzir, em bandas espectrais extremamente 

finas, campos eletromagnéticos intensos e coerentes que se estendem do 

infavermelho remoto ao ultravioleta24 e 61, cuja cor da luz depende do seu 

comprimento de onda. Os comprimentos de onda menores emitem luz 

violeta que vai sofrendo variações até a luz vermelha visualizada nos

maiores comprimentos de onda (Figura 1).

FIGURA 1 - Representação esquemática da distribuição de alguns tipos de 
laseres em seus respectivos espectros (nm)69.
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Os aparelhos que emitem radiação laser são constituídos 

basicamente de componentes mecânicos, como painel de controle,

sistemas e mecanismos de liberação do feixe de luz, por componentes 

elétricos representados pela fonte de energia e os eletrodos e por

componentes ópticos, que consiste na cavidade óptica, refletores de

fótons, fonte de energia, meio ativo, lentes e filtros. A luz laser emitida é 

caracterizada por apresentar sempre ondas eletromagnéticas com o

mesmo comprimento de onda, mesma direção, mesma freqüência e cor, 

diferenciando da luz convencional que possui distintos comprimentos de 

onda, em todas direções que é resultado da combinação de vários

espectros69.

Para seu funcionamento, o laser necessita,

primeiramente, da disposição de um meio ativo, ou seja, uma coleção de 

átomos, moléculas ou íons, que emitem radiação na parte óptica do

espectro. Em segundo lugar, deve ser satisfeita uma condição conhecida 

sob o nome de inversão de população que é gerada por um processo de 

excitação denominado de bombeamento, que transforma o meio ativo em 

amplificador de radiação Também é indispensável uma reação óptica para 

o sistema composto por essa reação óptica e pelo meio ativo seja a sede 

de uma oscilação laser61 e 116.

Existem vários tipos de laseres, os quais são classificados 

quanto ao meio ativo que produz a radiação laser (gasoso, sólido,

semicondutor ou líquido), ou ainda pelas possibilidades de utilização

(cirúrgico ou terapêutico). São exemplos de laseres cujo meio ativo seja o 

gás, os lasers de CO2, HeNe, argônio e excimer. Os lasers sólidos são 

representados pelo laser rubi, Nd:YAG, Er:YAG, ErCr:YSGG e Ho:YAG, 

os lasers semicondutores são emitidos por cristais semi-condutores como 

é o caso do laser de diodo (AsGaAl), e o laser líquido está relacionado 

com o corante rodaina. Existem lasers combinados, sendo exemplos a 

combinação do HeNe+diodo e Nd:YAG+Er:YAG69.

Os sistemas laseres são classificados quanto nível de 

excitabilidade no tecido-alvo biológico. Uma vez absorvido pelo tecido,
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poderá atuar molecularmente, excitando elétrons ou partes da molécula, 

promovendo movimento das cargas nessa molécula. Se essa

excitabilidade for relativamente pequena, ou seja, tratando-se do laser de 

baixa intensidade poderá ocorrer uma bioestimulação ou bioinibição para 

as reações químicas e fisiológicas naturais do tecido, contudo, tratando-se

de laser de alta intensidade, a energia depositada no tecido-alvo será tão 

grande a ponto de romper ligações químicas dessas moléculas, ou

mesmo remover elétrons, resultando no rompimento do tecido. Essa é a 

diferença básica entre um laser de baixa intensidade, que rompe ou

modifica permanentemente o tecido através do corte, ablação,

coagulação e vaporização do mesmo61.

Laser de baixa potência opera tipicamente com potência 

de 100mV ou menos, podendo produzir energia em espectro visível (400-

700nm de comprimento de onda), ou na ultravioleta (200-400nm), ou até 

em regiões próximas à infravermelha (700-1500nm). Os primeiros laseres

de baixa intensidade tinham como meio ativo uma mistura gasosa de hélio 

e neônio (lasers de HeNe) que emitiam na região do vermelho (632,8nm). 

Atualmente os sistemas lasers de baixa intensidade são, na sua grande 

maioria constituídos de um cristal crescido em laboratório de diodo

semicondutor de arseneto de gálio (AsGa) podendo estar dopado por 

diversos outros elementos, dependendo do comprimento de onda

desejado33, 41, 61 e 66.

Atualmente, está crescendo a qualidade de consciência 

da utilização do laser como equipamento na prática odontológica

moderna, podendo ser usado como coadjuvante ou alternativo aos

procedimentos e técnicas tradicionais122. Na Odontologia moderna existe

uma tendência no sentido da utilização da luz como instrumento de

tratamento, sendo que essa linha de conduta é chamada genericamente 

de Fototerapia. Laseres de baixa potência vêm sendo utilizados com

finalidade terapêutica no alívio da dor, para estimular reparação tecidual, 

reduzir edema e hiperemia nos processos inflamatórios, combatendo

infecções e no tratamento de parestesias e paralisias. Os laseres de alta 
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potência podem ser utilizados buscando uma ação clínica-cirúrgica, seja 

removendo tecido cariado ou fazendo excisões e incisões em tecido 

mole62.

Embora o uso do laser na Endodontia tenha sido relatado 

em 1971, por Weichman & Johnson, apenas recentemente o seu uso tem 

sido reconhecido e indicado. Algumas propriedades dos laseres sejam 

eles de alta ou baixa intensidade permitem o uso na Endodontia69.

Estudos na literatura referem-se ao uso do laser como coadjuvante na 

redução bacteriana intracanal. Também para aumentar a permeabilidade 

do sistema de canais facilitando a penetração de medicamentos

intracanal. São ainda utilizados para diminuir a permeabilidade do sistema 

de canais radiculares promovendo selamento de canalículos evitando a 

difusão de produtos irritantes para o periodonto. São relatados para

tratamento de algias pós-operatórias, vaporização de tecidos moles e 

remoção de smear layer5, 32, 35, 41, 69, 96, 106 e 122.

Segundo Mello e Mello69, os equipamentos mais recentes 

foram aprimorados para o uso do laser na cirurgia paraendodôntica, pois 

além das vantagens acima citadas, a superfície de corte apresenta-se

com uma qualidade superior ao obtido com instrumento rotatório. Outra 

vantagem do uso do laser na cirurgia paraendodôntica é a redução da 

contaminação do ápice radicular, diminuindo o risco de complicações.

Segundo os autores, o uso do laser apresenta outras vantagens sobre as 

técnicas convencionais como maior conforto ao paciente, analgesia,

propriedade antiinflamatória e bioestimulatória. Foi relatado pelos autores

que para a obtenção da maior parte dos efeitos citados, torna -se

imprescindível o uso de finas e flexíveis fibras ópticas, capazes de

acompanhar as curvaturas do canal radicular. 

Em Endodontia o laser de alta intensidade usa calor para 

cortar e vaporizar tecidos e são conhecidos como laser cirúrgico, contrário 

dos lasers de baixa intensidade que possuem a capacidade de alterar 

células excluindo-se a necessidade do aumento da temperatura, uma 

condição desvantajosa que pode resultar em necrose do tecido
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subjacente, ligamento periodontal e osso alveolar, podendo ocasionar, 

inclusive anquilose24 e 41.

Segundo Lizarelli61, a laserterapia de baixa intensidade 

que surgiu com Mester, na Hungria, em 1966, tem sido utilizada por 

cirurgiões-dentistas brasileiros há mais de 20 anos, e na Endodontia tem 

indicações no diagnóstico diferencial e identificação do elemento dentário 

comprometido endodonticamente; na drenagem de abscessos por

aplicação pontual; na prevenção de pericementite por aplicação em

pontos coincidentes (vestibular e lingual/palatina) da região periapical da 

raiz dentária; na cicatrização e reparo dos tecidos periapicais e na

tentativa de se evitar um tratamento endodôntico radical.

A utilização de técnicas coadjuvantes á técnica que se 

utiliza instrumentação dos canais como o uso dos diferentes tipos de 

laseres e técnicas associando-se irradiação laser são apontadas como 

novas abordagens para eliminação da infecção do sistema de canais 

radiculares. Uma propriedade comum dessas técnicas é que a

complexidade anatômica dos canais não é vista como um obstáculo na 

eliminação microbiana, já que a luz laser pode potencialmente ser

redirecionada, em virtude de sua transmissão através dos prismas de 

esmalte e túbulos dentinários, e por agir efetivamente através dos canais 

de fibra óptica96. Eldeniz et al.28 mencionaram o fato de que  todos os 

sistemas laseres possuem atividade antimicrobiana variáveis nos canais 

radiculares e que os diferentes tipos de laseres interagem de maneiras 

diferentes, dependendo do coeficiente de absorção. Schoop et al.94

relataram que a introdução dos laseres na Endodontia ajudou a contornar 

o problema da penetração insuficiente dos agentes desinfetantes,

melhorando dramaticamente o sucesso do tratamento endodôntico. 

Embora tantas aplicabilidades importantes da

Laserterapia de baixa intensidade na Endodontia, a literatura atual

salienta para as vantagens desses tipos de laseres sobre o processo de 

eliminação microbiana do sistema de canais radiculares41, 96, 106, 107 e 122.

Moritz et al.74 mencionaram o fato de que embora os sistemas laseres de 
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alta intensidade, como Nd:YAG e CO2, demonstrarem efetividade na

limpeza e desinfecção de canais radiculares e túbulos dentinários que não 

são totalmente acessíveis no tratamento endodôntico convencional, os 

laseres diodo estão assumindo importâncias semelhantes aos

encontrados com os laseres Nd:YAG. Segundo os autores, na atualidade 

alguns lasers diodo podem alcançar uma potência de saída de muitos 

Watts, com confiabilidade, efetividade e menor produção de calor, uma 

desvantagem dos laseres de alta potência. 

Segundo Gutknecht et al.41, a maior efetividade da terapia 

com laser de baixa intensidade no protocolo endodôntico de utilização do 

laser, é que são recomendados para redução microbiana sem

apresentarem aumento na temperatura do tecido circundante. Os autores 

constataram em seus estudos, que a aplicação do laser de baixa

intensidade em canais radiculares, não alterou a temperatura do tecido 

circundante em mais de 7°C, impossibilitando qualquer alteração tecidual 

e favorecendo a utilização deste laser para fins endodônticos.

O aumento do interesse pelo estabelecimento de uma 

nova terapêutica com propriedade antimicrobiana na endodontia, foi

sugerido também por Folwaczny et al.32. Para os autores a laserterapia de 

baixa intensidade pode ser considerada uma das opções de maior

potencial em aplicabilidade clínica na prática diária da Endodontia.

A laserterapia de laseres de baixa intensidade é avaliada 

como método alternativo de tratamento antimicrobiano pelo fato de,

contrariamente aos antibióticos e antimicrobianos, não favorecem o

desenvolvimento da resistência microbiana14, 34 e 66. Muitos agentes

antimicrobianos convencionais têm mostrado efeitos colaterais

indesejados necessitando que haja diminuições das doses alterando a 

efetividade antimicrobiana, o que não ocorre na utilização do laser no 

processo de eliminação de microrganismos31.

Embora a terapia endodôntica convencional apresente 

resultados importantes na eliminação microbiana dos canais radiculares, 

mais de 30% de falhas nos tratamentos são evidenciados e estão
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relacionados à dificuldade de eliminação da infecção endodôntica. Por 

este e outros motivos é que novas possibilidades no tratamento das

infecções endodônticas estão em evidência e inclui técnicas não

instrumentadas e uso de tecnologia laser de baixa intensidade.

2.4.1 Terapia Fotodinâmica e atividade antimicrobiana em canais 
radiculares

O tratamento fotodinâmico com denominação atual de 

Terapia Fotodinâmica (PDT, Photodynamic Therapy), já era utilizado há 

mais de 1000 anos no Egito, Índia e China, no entanto poucas pesquisas 

foram realizadas até por volta de 196069. Utilizando células microbianas, a 

primeira demonstração foi feita por Raab em 1900, onde observou que 

pequenas concentrações de azul de metileno não era capaz de causar

efeitos letais em protozoários em um ambiente escuro, mas poderia ser 

letal quando expostos á luz solar de um dia ensolarado127 e 133.

Esta modalidade de tratamento tem sido instituída como 

terapêutica em oncologia veterinária e humana, no tratamento da

degeneração macular relacionada á idade, em doenças dermatológicas, 

em artrite reumatóide, doenças coronarianas e muitas evidências

apontam para a utilização da técnica no controle de diversas infecções21,

43 e 58. Na década de 90 os aparelhos de laser sofreram inovações

tecnológicas e novos fármacos surgiram, proporcionando novas

aplicações terapêuticas da Terapia Fotodinâmica também na

dermatologia113.

Das possibilidades terapêutica empregando-se Terapia

Fotodinâmica, a utilização sobre eliminação microbiana é uma das mais 

discutidas na atualidade14, 34, 42, 52, 55, 56, 57, 58, 72, 76, 96, 105, 130, 131 e 133. A

Terapia Fotodinâmica com finalidade antimicrobiana encontra-se bem

estabelecida na literatura, principalmente nos casos de infecções
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localizadas, superficiais e aquelas de microbiota conhecida, como boa 

parte dos casos das infecções que acometem cavidade bucal127. Tem sido 

indicada na literatura como uma das terapias mais promissoras na

erradicação de microrganismos em alguns tipos de infecções31, 72, 92, 96, 106 

e 115.

As evidências mostram que a Terapia Fotodinâmica surge 

como um tratamento alternativo ao uso de agentes antimicrobianos

tradicionais14, 33, 34, 42, 52, 54, 56, 58, 72, 76, 96, 96, 105, 125, 130, 132 e 133. A consagração 

no uso da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana deve-se principalmente 

ao fato de que a ciência médica tem falhado em encontrar terapias

antimicrobianas efetivas na mesma proporção que surgem

microrganismos multirresistentes, novos agentes virais, príon, entre

outros52.

A maior ocorrência de resistência microbiana aos agentes

antimicrobianos tradicionalmente utilizados, tem sido muito discutido na 

literatura mundial14, 21, 34, 42, 52, 57, 58, 72, 76, 96, 125, 127, 131, 132 e 133 e também é 

um dos motivos que justifica o emprego da Terapia Fotodinâmica com

finalidade antimicrobiana. Esta justificativa pode ser extrapolada pelo fato 

de ainda não existirem evidências de que a técnica promova resistência

microbiana78. Segundo Gonçalves39 e Zanin131 a Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana é um dos tratamentos que mais se enquadra nas

características da busca por um agente antimicrobiano no qual os

microrganismos sejam incapazes de obter resistência.

Núnez et al.78 comentam que como até o momento não 

existem evidências de resistência microbiana à Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana, esta modalidade terapêutica pode ser de extremo valor 

em um futuro próximo, uma vez que a chamada “era antibiótica” pode 

estar chegando ao fim.  Outro relato  interessante foi tecido por Caminos et 

al.14, ao comentar que outro benefício da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana é que o fotossensibilizador utilizado é seletivo para o

microrganismo através da combinação da droga com baixa dose de luz, já 

que para promover o mesmo efeito em célula animal é necessário uma 
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dose muito maior e concentrações diferentes do corante

fotossensibilizador. Segundo os autores, os fotossensibilizadores testados 

até o momento não apresentaram ati vidade mutagênica ou formação de 

espécies droga-resistentes.

A técnica da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana  é

baseada no conceito de morte não tóxica, conhecida como

fotossensibilização letal44, onde é necessária uma impregnação prévia 

das células microbianas com o corante fotossensibilizador, para posterior 

exposição dessas á uma determinada fonte de luz. Segundo Gonçalves39,

na Terapia Fotodinâmica a eliminação de microrganismos está

relacionada com a ativação do corante depositado no organismo alvo que

após sensibilização transforma oxigênio molecular em oxigênio singlete

que é citotóxico. Durante esse processo, componentes celulares

fotossensíveis passam para um estado excitado quando expostos a uma

luz de comprimento de onda complementar que é caracterizado pela 

passagem dos elétrons para níveis de energia superiores. Neste estado 

excitado, o fotossensibilizador pode interagir com o oxigênio molecular 

iniciando a formação de oxigênio singlete altamente reativo (fotoprocesso 

Tipo II) ou interagir com outras moléculas como aceptores de elétrons

resultando na produção de hidroxilas e outros radicais orgânicos

(fotoprocesso do Tipo I)14, 58, 72, 125, 131 e 133. Os produtos gerados nessas 

reações podem promover diversos danos nos componentes da célula 

microbiana ou alterar as atividades metabólicas de maneira irreversível

resultando na morte microbiana44, 58 e 131. Em geral, o processo causa 

danos na via oxidativa76, na membrana plasmática e material genético da 

célula microbiana125, mas não são tóxicos às células do hospedeiro130.

A efetividade da Terapia Fotodinâmica requer a presença 

de fotossensibilização química por luz dotada de comprimento de onda 

apropriado e a presença de oxigênio. O princípio da terapia é que a 

energia absorvida via fotossensibilização intracelular é transferida à

molécula de oxigênio dando origem a uma reação oxidativa poderosa92 e 

115. Pode-se observar então, que os princípios básicos da Terapia
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Fotodinâmica Antimicrobiana são relativamente simples, e isto lhe

assegura certo grau de confiabilidade e eficiência. A técnica pode ser 

bastante eficiente desde que seja possível garantir que durante a

execução da fototerapia, todos os ingredientes necessários estejam

adequadamente presentes: droga, oxigênio e luz suficientes para

promoverem danos á célula alvo7.

É bastante relevante o emprego da Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana também na Odontologia, já que as doenças infecciosas 

são as de maior prevalência na cavidade bucal78 e 127. Na literatura, é 

possível observar uma forte tendência de utilização da Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana na Periodontia para redução microbiana

pós-tratamento convencional e para tratamento de casos refratários63, 78, 

122 e 127. A aplicação da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana também é 

verificada sobre os biofilmes formados em superfícies dentárias

implicados na patogênese da cárie105, 125, 130 e 132. Estudos que avaliam a 

efetividade da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana sobre bactérias e 

fungos envolvidos com afecções da mucosa bucal, são notáveis na

literatura mundial64, 67, 76, 106, 122 e 129. Na literatura odontológica observa-se

inclusive aplicações não-terapêuticas da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana na desinfecção de superfície de implantes e próteses

acrílicas42, 67, 75 e 122.

Dentre as possíveis aplicabilidades da Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana na Odontologia, talvez a de maior relevância

seja a utilização da técnica na eliminação de microrganismos dos canais 

radiculares, onde a sanificação do sistema de canais radiculares é a 

condição fundamental para que ocorra a reparação dos tecidos

periapicais. O potencial de sucesso no emprego desta modalidade de 

tratamento para desinfecção de canais radiculares está relacionado

principalmente á possibilidade de atingir microrganismos de áreas de 

difícil acesso do complexo sistema de canais radiculares34, 39, 96 e 106. Esta 

possibilidade deve-se ao fato de que a luz laser pode ser redirecionada 

em múltiplas direções, devido transmissão através dos prismas de
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esmalte e túbulos dentinários, com atuação efetiva mediada pelo emprego 

de fibras ópticas96.

A utilização da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana tem 

sido proposta para desinfecção de canais radiculares também pela

atuação sobre os biofilmes que crescem nas paredes dentinárias dos

canais radiculares. A organização microbiana na forma de biofilme é um

fator que determina dificuldade de atuação dos agentes antimicrobianos 

utilizados intracanal, além de possibilitar resistência microbiana34.

Yamada127 apresentou um caso clínico em que foi

utilizada Terapia Fotodinâmica logo após o preparo químico cirúrgico do 

canal radicular e pôde observar redução microbiana de 99,9%, com

comprovação da eficácia e rapidez da resolução do caso por

acompanhamento radiográfico. O estudo de Seal et al.96, para determinar 

os efeitos da fotossensibilização letal sobre biofilmes de canais

radiculares mostraram resultados satisfatórios sobre biofilmes intracanais, 

embora não tenha sido alcançado 100% de eliminação. Os autores

também observaram que a técnica combinada com o tratamento químico 

cirúrgico convencional é altamente efetiva.

Com base nas evidências apontadas na literatura, a

técnica Terapia Fotodinâmica tem sido testada em microrganismos

envolvidos com infecções endodônticas107, tendo também como

vantagens o fato de ser uma técnica de efeito local, facilmente

reproduzível e não invasiva54. Os estudos na literatura mostram

susceptibilidades diferentes dos microrganismos aos efeitos fototóxicos da 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, sendo que Enterococcus faecalis,

embora seja um dos mais difíceis de serem erradicados pela técnica,

pode ser reduzido em até 97%39, 86, 106, 115 e 129.

A técnica é bastante interessante na eliminação de

microrganismos, por mostrar atividade antimicrobiana inclusive sobre

cepas bacterianas antibiótico-resistentes, leveduras, vírus e parasitas92 e 

115.
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Pelo fato de serem relatados casos de ocorrência de 

fungos em infecções endodônticas, inclusive em amostras de lesões

periradiculares, lesões refratárias e persistentes, observa-se na literatura 

a busca por tratamentos mais abrangentes na terapia endodôntica.

Siqueira Junior et al.101, mencionaram em seus estudos que os fungos 

são resistentes à terapia convencional, inclusive a medicações

consagradas na Endodontia, como por exemplo, o hidróxido de cálcio 

utilizado sozinho ou associado.

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana é lançada como 

modalidade promissora por Teichert et al.115, na fotoerradicação de

organismos fúngicos, vindo de encontro à necessidade terapêutica

endodôntica no combate a leveduras, principalmente Candida albicans.

Segundo os autores, o mecanismo de ação de destruição de fungos pela

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana envolve a perfuração da parede 

celular e membrana, induzido pelo radical oxigênio, que permite a

fotossensibilização do corante do interior celular promovendo alterações 

das organelas celulares com conseqüente morte celular.

Outro aspecto importante para a utilização da Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana também em células fúngicas diz respeito a

necessidade de investigação de tratamentos alternativos como medida 

para contornar os problemas decorrentes de resistência aos

antifúngicos20, 58, 67 e 88. Um aumento no número de relatos de resistência 

aos antifúngicos foi mencionado por Munin et al.76. Em seu estudo sobre o

efeito da fotossensibilização letal sobre Candida albicans, os autores

observaram a necessidade da irradiação associada ao corante para

promover efeito significativo sobre as leveduras.

Estudos sobre a inativação fotodinâmica de leveduras

também podem ser baseados no papel que as células fúngicas

desempenham como organismo modelo, por sua facilidade de cultivo e

por ser uma célula eucariótica58 e 67. Lambrechts et al.58 e Maver-Biscanin

et al.67 demonstraram efeitos importantes da Terapia Fotodinâmica
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Antimicrobiana sobre redução de colônias fúngicas de infecções bucais 

após tratamento in vivo.

Quanto à utilização da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana sobre a eliminação de bactérias relacionadas a infecções 

endodônticas, Walsh122 relatou que a energia laser de baixa potência por 

si só não é letal frente a essas bactérias, mas é usada para ativação 

fotoquímica do corante liberador de oxigênio. Segundo o autor, o oxigênio 

singlete liberado do corante causa injúria na membrana e no material 

genético dos microrganismos, inclusive àqueles resistentes à ação de 

agentes microbianos. Além disso, a Terapia Fotodinâmica não produz

efeitos térmicos deletérios, não promove nenhum tipo de sensibilização e 

morte de células dos tecidos sadios adjacentes ao canal.

Algumas espécies bacterianas Gram-positivas e Gram-

negativas que podem estar associadas com problemas endodônticos

também vem sendo alvo de testes sobre efetividade da Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana. No entanto, muitos protocolos diferentes

quanto intensidade da luz laser, concentrações dos fotossensibilizadores

e métodos de ativação ainda vem sendo testados, demonstrando

diferentes resultados e suscetibilidades das espécies bacterianas ao

tratamento26, 34, 42, 52, 55, 75, 86, 95, 118, 120, 129 e 133. Alguns estudos têm se 

preocupado em relacionar o tipo de corante e a efetividade da Terapia 

Fotodinâmica sobre os microrganismos31, 66, 106 e 122.

Embora estudos na literatura demonstrem resultados

promissores do uso da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana na

desinfecção de canais radiculares24, 96 e 122, ainda não está bem definido 

um protocolo de utilização da terapia na prática clínica diária da

Endodontia. Folwaczny et al.32, em seus estudos promovem uma

discussão sobre a relação do tempo de aplicação do laser com a morte de 

microrganismos. Observaram que a redução bacteriana mostrou

dependência logarítmica com o tempo de radiação.

Observa-se na literatura que os corantes fotossensíveis

mais utilizados são azul de toluidina e azul de metileno, que são
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fotossensibilizadores sintéticos42, 54, 55, 66, 76, 106, 115, 122 e 130. Cada corante 

fotossensibilizador possui um espectro de ação da luz sobre um

comprimento de onda de máxima absorção. Entretanto, o efeito

fotodinâmico depende do nível tecidual adequado do fotossensibilizador92.

Além desses, outros corantes fotossensibilizadores, além 

do azul de toluidina e azul de metileno, vem sendo utilizado na Terapia 

Fotodinâmica com objetivo de eliminação microbiana intracanal.

Segundo97 avaliou o potencial de redução bacteriana intracanal utilizando 

Terapia Fotodinâmica com laser de AsGaAl e corante azuleno 25%

associado ao Endo-PTC. O autor constatou redução bacteriana

significativa na utilização da técnica, considerando o método efetivo na 

utilização intracanal.

Uma das preocupações do uso da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana intracanal está relacionada à probabilidade de

manchamento dentário. No entanto, estudos mais atuais têm evidenciado 

que a associação dos corantes com outras substâncias podem contornar 

o problema das alterações cromáticas39 e 97.

A habilidade da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana na 

eliminação de microrganismos no interior de canais radiculares é

promissora. Desta forma, o desempenho desses equipamentos com

relação à segurança, a efetividade do comprimento de onda, dos níveis 

de energia e redução microbiana, deve ser bem documentado, a fim de 

viabilizar a utilização da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana na

Endodontia.



3 PROPOSIÇÃO

O objetivo deste estudo foi avaliar in vitro a eficácia da 

instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com

laser de baixa potência e corante azuleno, na eliminação de biofilmes

intracanal monoespécies de Candida albicans, Enterococcus faecalis e

Escherichia coli e de biofilmes multiespécies desses microrganismos

associados, e na neutralização de endotoxinas do sistema de canais

radiculares. Foi também objetivo deste estudo analisar a efetividade da 

medicação intracanal de clorexidina gel 2%, associada á polimixina B,

sobre microrganismos e endotoxinas remanescentes do tratamento com 

instrumentação e Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana.



4 MATERIAL E MÉTODO

4.1 Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa

O projeto deste estudo foi submetido e aprovado pelo

Comitê de Ética e Pesquisa da Faculdade de Odontologia da

Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” Campus de São 

José dos Campos sob o protocolo no 060/2005-PH/CEP (Anexo A e B).

4.2 Preparo dos espécimes

Na realização do estudo foram utilizados 80 dentes

humanos unirradiculares de dimensões aproximadas, cedidos pela

disciplina de Cirurgia da Faculdade de Odontologia da Universidade

Estadual Paulista, Campus de São José dos Campos, que foram

devidamente analisados e indicados para exodontia pela disciplina

referida (Anexo A). Os dentes cedidos foram armazenados em solução 

fisiológica e foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15min.

Após remoção dos debris orgânicos remanescentes, os dentes foram 

selecionados radiograficamente e foram excluídos dentes com

complexidade anatômica do canal radicular, com presença de cavidades

decorrentes de lesões cariosas ou fraturas na porção radicular e com 

canal radicular de dimensões não apropriadas á padronização do estudo. 

Para a preparação dos espécimes, os dentes selecionados foram

seccionados transversalmente na região do limite amelocementário com 
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auxílio de instrumentos rotatórios e discos de carborundum, obtendo

espécimes radiculares padronizados em 16mm (Figura 2).

FIGURA 2 – Ilustração do espécime preparado, a partir da secção da coroa
dentária.

Depois de seccionados, os espécimes foram submetidos 

ao procedimento de instrumentação dos canais radiculares, segundo

técnica convencional, preconizando-se instrumentação até diâmetro

referente à lima Kerr n° 30 com irrigação de 3mL de solução fisiológica a 

cada troca de instrumento. Em todos os espécimes foi realizado

vedamento apical com resina fotopolimerizável Z-100 (3M, Dental

Products, St Paul, USA) e impermeabilização externa com duas camadas 

de adesivo epóxi ARALDITE (Brascola, São Paulo, Brasil).

Após o período de endurecimento final do adesivo, os

espécimes foram esterilizados em autoclave a 121°C durante 15min. Em 

seguida, grupos de 10 espécimes foram distribuídos aletatoriamente em 8

placas de cultura celular de 24 poços (24 Well Cell Culture Cluster Tissue 

Culture Treated, Cata log Nember 3524, Sterile/Non pyrogenic), fixados 

16 mm
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com resina acrílica quimicamente ativada até a altura aproximada de 5mm

(Figura 3).

FIGURA 3 – Foto dos espécimes fixados em placa de cultura de célula de 24
poços.

Essas placas foram vedadas e enviadas a Empresa

Brasileira de Radiação (EMBRARAD, Cotia - São Paulo, Brasil), assim 

como todos os materiais utilizados nos grupos com Escherichia coli, e

submetidas à radiação gama com cobalto 60 (20 KGy) para neutralização 

de possíveis endotoxinas pré-existentes (Csako et al.22) no interior dos 

canais radiculares
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4.3 Distribuição dos espécimes 

Oito placas com grupos de 10 espécimes foram

distribuídas aleatoriamente conforme o microrganismo utilizado para a 

contaminação intracanal, sendo quatro placas destinadas aos grupos

experimentais, que foram contaminados e submetidos ao tratamento com 

intrumentação, Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana e medicação

intracanal, e outras quatro aos grupos controles, que foram igualmente 

contaminados, submetidos ao tratamento com instrumentação e

medicação intracanal, porém não receberam tratamento com Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana (Quadro 1). Os espécimes contaminados

com Escherichia coli e com microrganismos associados foram utilizados

concomitantemente para verificação da neutralização de endotoxinas.

Quadro 1- Distribuição dos espécimes conforme microrganismo, grupo
experimental e grupo controle, evidenciando grupos que foram 
utilizados para análise da neutralização de endotoxina.

Microrganismo
Grupo

expe rimental

Grupo

 controle

 Neutralização

endotoxina
Total

Candida albicans 10 10 não 20

Enterococcus faecalis 10 10 não 20

Escherichia coli 10 10 sim 20

microrganismos associados 10 10 sim 20

total de espécimes 40 40 - 80
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4.4 Contaminação intracanal dos espécimes

Todo o procedimento de contaminação intracanal dos

espécimes foi realizado no interior do fluxo laminar. Culturas recentes de

24h de incubação foram utilizadas para padronização das suspensões

com 1x106 cél./mL de Candida albicans ATCC 18804, Enterococcus

faecalis ATCC 29212 ou Escherichia coli ATCC 25922. As suspensões 

foram padronizadas em espectrofotômetro (Shinadzu modelo UV-1203,

Kyoto - Japan), cujos valores de densidade óptica (D.O.) e comprimento 

de onda (λ) para a quantidade de 1x106cél./mL foram previamente

estabelecidos no laboratório de Microbiologia da Faculdade de

Odontologia da Universidade Estadual Paulista, Campus de São José dos 

Campos, conforme descrito no Quadro 2.

Quadro 2– Comprimento de onda e densidade óptica utilizados para
obtenção das suspensões contendo 1x106cél./mL dos
microrganismos.

Microrganismo Comprimento de onda Densidade óptica

Candida albicans 530 nm 0,284

Escherichia coli 590 nm 0,324

Enterococcus faecalis 760 nm 0,298

A quantidade de 10µl das suspensões padronizadas

foram adicionadas ao interior dos canais radiculares dos espécimes e a 

esta foi acrescentado 10µl de caldo infuso cérebro e coração (BHI - Difco,

Detroit – USA) quando contaminados com Enterococcus faecalis e

Escherichia coli, ou 10µl de caldo Sabouraud dextrose (Difco, Detroit –
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USA) quando contaminados com Candida albicans. Os espécimes

contaminados com os microrganismos associados foram contaminados 

primeiramente com 10µl da suspensão padronizada de Escherichia coli

acrescido de 10µl de caldo BHI e incubados a 37°C. Depois de 7 dias com 

5µl da suspensão padronizada de Enterococcus faecalis e 5µl da

suspensão padronizada de Candida albicans, e a esta suspensão foi 

adicionado 10µl de caldo BHI.

Após contaminação, na entrada do canal radicular foi

posicionada uma bolinha de algodão apirogênica embebida em meio de 

cultura, e as placas contendo os espécimes contaminados foram vedadas 

e incubadas a 37°C durante 14 dias nos grupos contaminados com

Escherichia coli, 21 dias nos grupos contaminados com Candida albicans

e Enterococcus faecalis e um período total de 28 dias nos grupos

contaminados com os microrganismos associados. Para a manutenção 

das condições nutricionais nos espécimes, 20µl de meio de cultura foi

adicionado ao canal radicular a cada três dias.

4.5 Coleta do conteúdo do canal radicular

As coletas iniciais (coletas de confirmação) do conteúdo 

intracanal foram realizadas 24h anterior ao período de incubação inicial 

de 14 dias nos grupos contaminados com Escherichia coli, de 21 dias nos 

grupos contaminados com Candida albicans e Enterococcus faecalis e de

28 dias nos grupos contaminados com os microrganismos associados

para confirmação da contaminação intracanal, e esta foi denominada

“coleta 1”. Foi realizada outra coleta imediatamente após o tratamento dos 

canais radiculares com instrumentação e terapia fotodinâmica

antimicrobiana ou somente com instrumentação, e esta foi denominada 
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“coleta 2”. As placas contendo os espécimes foram novamente incubadas 

por mais 7 dias e outra coleta foi realizada, sendo esta estabelecida como 

“coleta 3”. Após a coleta 3, foi inserida medicação intracanal e as placas 

contendo os espécimes foram incubadas por mais 14 dias onde ao final 

deste período foi realizada uma coleta do conteúdo do canal radicular 

denominada “coleta 4”. Em seguida a remoção da medicação intracanal,

foi realizado um último período de incubação dos espécimes de 7 dias e 

uma última coleta do conteúdo do canal radicular, denominada “coleta 5”

(Figura 4). As coletas foram realizadas no interior do fluxo laminar, onde 

primeiramente os canais foram preenchidos com soro fisiológico

apirogênico (Halexlstar, Goiânia-GO. Brasil) evitando o extravasamento 

além do conduto do canal radicular. O soro, preenchendo toda a extensão

do canal radicular, foi agitado com agulhas acopladas a seringas de 1mL

(Injex, Ourinhos-SP. Brasil) durante 1min e, a seguir, foram coletados 

100μL do conteúdo do canal radicular. Este conteúdo foi transferido para 

tubo de polipropileno tipo Eppendorf contendo 900μL de soro fisiológico

apirogênico obtendo uma diluição de 10-1 do conteúdo coletado do interior 

do canal radicular. A partir desta suspensão inicial, foram realizadas

diluições decimais de 10-2, 10-3 e 10-4 e alíquotas de 100μL de todas as 

diluições foram semeadas em duplicata em placas contendo agar Mac 

Conkey (Difco, Detroit – USA), nas coletas realizadas nos grupos

contaminados com Enterococcus faecalis e Escherichia coli, contendo

agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit – USA), nas coletas realizadas

nos grupos contaminados com Candida albicans e nos grupos

contaminados com os microrganismos associados foram semeadas em

agar BHI (Difco, Detroit – USA), agar Sabouraud dextrose (Difco, Detroit –

USA) com cloranfenicol e agar Enterococsel (Difco, Detroit – USA). As

placas foram incubadas a 37°C por 48h, para verificação do crescimento 

microbiano.
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FIGURA 4 – Fluxograma esquematizando as coletas nos grupos experimentais.

4.6 Tratamento dos espécimes com instrumentação, Terapia
Fotodinâmica Antimicrobiana e medicação intracanal

Constatada a contaminação dos canais radiculares após

incubação, os espécimes foram instrumentados até a lima Kerr n° 50 e 

escalonados até a lima Kerr n° 80. A cada troca de instrumento foi 

realizada irrigação com 3mL de soro fisiológico apirogênico. Seguida a

instrumentação, nos grupos experimentais foi realizada a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana. Para tanto, os canais radiculares e a

espessura de dentina da região seccionada do canal foram preenchidos

com a fórmula composta pela associação de corante azuleno a 25% e

Endo-PTC (Manipulário, Taubaté-SP. Brasil) onde permaneceu por um 
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período de 5 min. Passado este período, foi realizada Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana através da ativação do corante por

irradiação durante 3min utilizando laser diodo de baixa intensidade de

AsGaAl (Twin Laser - MM Óptics, São Paulo-SP. Brasil), com

comprimento de onda 660nm, ajuste de potência no painel de controle do 

aparelho em 40mW, utilizando-se sistema de entrega por fibra óptica de

diâmetro de 365µm (MM Óptics, São Paulo-SP. Brasil) e potência de

saída de fibra óptica mensurada em 30mW. A ativação do corante foi 

realizada segundo técnica Helicoidal preconizada por Gutknecht et al.41 e 

Segundo97, promovendo movimentos helicoidais no sentido apical-

cervical, para difusão da luz por toda a extensão do canal e espessura de 

dentina na região seccionada. Os movimentos foram repetidos

aproximadamente 10 vezes/min (Figura 5). Os experimentos foram

realizados respeitando-se os procedimentos de biossegurança segundo 

Lizarelli61.

Imediatamente após a instrumentação e realização da

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, foi realizada irrigação final dos

canais radiculares com 10mL de solução fisiológica apirogênica para

remoção do corante e foi coletada amostras do conteúdo do canal

radicular conforme descrito no item 4.5 (coleta 2). 

Os espécimes dos grupos controle foram instrumentados

até espessura correspondente a lima Kerr nº 50 e escalonados até lima 

Kerr nº 80, utilizando como agente irrigante 3 mL de solução fisiológica 

apirogênica a cada troca de instrumento, entretanto  não foram

submetidos ao tratamento com  terapia fotodinâmica antimicrobiana.

Nestes grupos a coleta do conteúdo do canal radicular (coleta 2) foi

realizada imediatamente após a instrumentação.
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FIGURA 5 – (A) aparelho de emissão de irradiação laser Twin Laser-MM Optics;
(B) painel de controle registrando o protocolo da irradiação utilizado 
no estudo; (C) foto mostrando o espécime preenchido com corante; 
(D) foto mostrando a inserção da fibra óptica no interior do canal 
radicular do espécime.

Em seguida, os canais radiculares foram preenchidos com 

solução fisiológica apirogênica, selados com bolinha de algodão

apirogênica e incubados a 37°C por 7 dias. Após este período, foi

realizada coleta do conteúdo dos canais radiculares (coleta 3) conforme 

descrito no ítem 4.5, e estes foram preenchidos com medicação intracanal 

composta por 1g de clorexidina gel 2% adicionada de 280µL polimixina B

(Ophtalmos, São Paulo, Brasil). Para o procedimento foram utilizadas

seringas de 3mL e agulhas acopladas preenchendo toda a extensão do

canal e espessura de dentina na região seccionada. Em seguida, foi

adaptada uma bolinha de algodão apirogênica na entrada dos canais

radiculares.

A B

C D

A B

C D
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As raízes foram novamente incubadas por 37°C durante 

14 dias e decorrido este período, os canais foram irrigados com 10mL de 

solução fisiológica apirogênica para remoção de remanescentes da

medicação intracanal e foram coletadas amostras do interior do canal 

radicular (coleta 4), conforme procedimento descrito no item 4.5. Os

canais foram novamente preenchidos com soro fisiológico, vedados em 

sua entrada com bolinhas de algodão apirogênicas e incubados por mais 

7 dias. Passado este período de incubação foi realizada a última coleta do 

conteúdo do canal radicular (coleta 5), conforme descrito no item 4.5.

4.7 Quantificação de endotoxinas

As amostras obtidas em todas as coletas do canal

radicular nos grupos contaminados com Escherichia coli e nos grupos dos 

microrganismos associados foram submetidas à análise quantitativa de 

endotoxina (lipopolissacarídeo-LPS) pelo método cinético cromogênico do 

Lisado de Amebócitos de Limulus (cinético QCL - LAL). Para submissão 

das amostras ao teste, o conteúdo coletado do canal radicular foi diluído 

seriadamente em tubos de polipropileno tipo eppendorf contendo água 

apirogênica (Cambrex Bio Science, Walkersville. USA) até diluição 10-3,

inicialmente analisada como diluição adequada ao teste cinético

cromogênico na quantificação de endotoxina dos espécimes. Durante a 

realização das diluições os tubos foram agitados durante 1min e o

conteúdo foi imediatamente transferido para os tubos obtendo-se as

diluições seqüenciais. Foram também realizadas diluições da endotoxina 

padrão de Escherichia coli (Escherichia coli 055:B5 Endotoxin – Cambrex 

Bio Science, Walkersville. USA) em diferentes concentrações para

representação dos padrões de comparação das amostras (curva-padrão).
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Em seguida alíquotas de 100μl da diluição 10-3 das

amostras do conteúdo do canal radicular foram distribuídas em poços de 

placas apirogênicas de cultura de célula de 96 poços em quadruplicata, 

sendo uma duplicata utilizada como controle positivo (amostra do

conteúdo do canal radicular adicionada de uma quantidade conhecida de 

endotoxina) e a outra duplicata para verificação da quantidade de

endotoxina da amostra. Foram também adicionados aos poços das placas 

apirogênicas, 100μL de água apirogênica, utilizados como branco da

reação, e padrões de endotoxina representando parâmetros conhecidos 

de endotoxina no teste (Figura 6).

FIGURA 6 – Esquematização da montagem da placa de cultura de célula de 96 
poços para realização do teste cinético cromogênico.

A placa devidamente montada foi incubada no leitor

cinético QCL (Figura 7) a 37°C por 10min, conectado ao microcomputador 

com software Wink QCL específico ao gerenciamento do programa do 

leitor cinético para execução do teste com emissão de respectivos
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relatórios. Passado período de incubação no leitor cinético, foram

adicionados a cada poço da placa, 100μL do reagente cinético

cromogênico do LAL (Cambrex Bio Science, Walkersville. USA)

resuspendido em água apirogênica conforme orientação do fabricante 

(Figura 8). O procedimento foi realizado com auxílio de micropipeta de 8 

canais e ponteiras apirogênicas (Figura 8).

FIGURA 7 – (A) Leitor cinético cromogênico QCL; (B) leitor cinético cromogênico QCL
acoplado ao microcomputador.

FIGURA 8 – (A) Foto do reagente LAL; (B) foto da distribuição do reagente LAL 
nos poços da placa contendo amostras dos espécimes.

A B

A B
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Após a distribuição do reagente LAL nos poços da placa 

de cultura de células foi iniciado o ensaio cinético cujo software da leitora 

de microplacas realiza monitoramento  de forma contínua em uma

absorbância de 405nm em cada poço da microplaca. O leitor determina o 

tempo necessário para aumentar a absorbância de cada poço a 0,2

unidades de absorbância, que será denominado tempo de reação. O 

software WinkQCL realizou o cálculo automático fazendo uma correlação 

linear log/log do tempo de reação de cada padrão com a concentração de 

endotoxina correspondente. Na seqüência, o resultado (UE/mL) de cada 

amostra e os parâmetros da curva-padrão foram impressos no formato de 

relatório.

4.8 Análise estatística

Inicialmente, foi realizada a análise descritiva dos dados 

de cada grupo de microrganismo, favorecendo a visualização das

diferenças que mostraram relevância estatística. Nesta análise, os dados 

de cada grupo experimental, foram apresentados como valores de

tendência central (média) e valores de dispersão (desvio-padrão, máximo 

e mínimo), com o objetivo de descrição dos valores de interesse em

questão.

Objetivando mais coerência na apresentação dos

resultados, os dados coletados foram agrupados, conforme metodologia 

experimental, para análise da efetividade antimicrobiana e análise da 

neutralização de endotoxina , onde foi avaliada a influência da variável

experimental (tratamento com instrumentação associada à Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana e medicação intracanal) sobre a variável 

resposta (número de unidades formadoras de colônias por mL dos
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microrganismos utilizados na contaminação, ou unidade de endotoxina 

por mL).

Os dados relativos as contagens de unidades formadoras 

de colônias e unidade de endotoxina, foram submetidos aos testes

estatísticos mediante software SPSS for Windows Evaluation Version

(2006, versão 15.0, Chigago, USA).

Desta maneira, na análise da efetividade antimicrobiana a 

representação estatística foi baseada nos dados coletados para cada 

espécie de microrganismo selecionada no estudo. Foram comparados, 

nos grupos de microrganismos, os dados pareados de mesma unidade 

amostral, neste caso comparações realizadas entre as diferentes coletas 

no mesmo grupo de espécimes (controle ou teste), selecionando-se o 

teste estatístico não paramétrico Wilcoxon, de nível de significância de 

5%, e  também foram comparados os dados não pareados, referentes as 

comparações entre coletas de grupos de espécimes diferentes (controle e 

teste) de contaminação pelo mesmo microrganismo utilizando-se, neste 

caso, o teste estatístico de Mann-Whitney, de nível de significância de 

5%.

Somente para grupo contaminado com os microrganismos 

associados houve também a comparação com os dados das diferentes 

coletas (grupos controle e teste) realizadas nos grupos dos

microrganismos contaminados separadamente, selecionado o teste não 

paramétrico Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Os mesmos 

testes estatísticos foram selecionados para a análise da neutralização de 

endotoxinas, comparando-se os dados do grupo de espécimes

contaminados com Escherichia coli somente, do grupo contaminado com 

os microrganismos associados e ambos grupos entre si. 



5 RESULTADOS

5.1 Análise da efetividade antimicrobiana

Os valores obtidos na avaliação da efetividade da

instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana e

medicação intracanal, foram expressos pelo número de unidades

formadoras de colônias por mL (UFC/mL).

Foi realizada análise descritiva dos dados obtidos entre as 

coletas nos grupos controle e teste contaminados com Candida albicans,

destacando-se valores de interesse referente a média, desvio padrão,

máximo e mínimo (Apêndice A).

Por meio do teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), para

comparação de dados pareados de mesma unidade amostral, foi

constatado que no grupo controle dos espécimes contaminados com

Candida albicans, houve diferença estatisticamente significante (p=0,005)

entre as médias (UFC/mL) da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da 

coleta 1, realizada para confirmação da contaminação, foi maior que a 

coleta 2, realizada imediatamente após tratamento dos espécies com

instrumentação, demonstrando que o tratamento com ins trumentação

reduziu significantemente o número de UFC/mL. Constatou-se diferença 

estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias da coleta 2 e

coleta 3, sendo que a média da coleta 3, realizada após período de sete 

dias do tratamento com instrumentação, foi maior que a média da coleta 

2, o que denota aumento considerável do número de UFC/mL após

incubação de sete dias  posterior ao tratamento com instrumentação,

onde observou-se que a redução imediata ao tratamento não se manteve 
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após período de incubação. A diferença entre as médias obtidas na coleta 

3 e coleta 4 foi estatisticamente relevante (p=0,005), sendo que a média 

de UFC/mL da coleta 4, realizada após período de 14 dias de incubação 

com medicação intracanal de polimixina B e clorexidina gel 2%, foi menor 

que a da coleta 3, comprovando diminuição significativa da média de 

UFC/mL pela utilização da medicação intracanal. Não houve diferença 

estatisticamente significante (p=1,00) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi 

possível observar que mesmo após remoção da medicação intracanal e 

incubação de sete dias, não houve crescimento de UFC/mL, mantendo-se

a eficácia de redução alcançada no período de incubação com medicação 

intracanal.

Entre as coletas do grupo teste dos espécimes

contaminados com Candida albicans, por meio do teste estatístico de

Wilcoxon (a=5%), foi possível observar que houve diferença

estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias  de UFC/mL da 

coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1, realizada para

confirmação da contaminação, foi maior que a coleta 2, realizada

imediatamente após tratamento dos espécies com instrumentação

associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, demonstrando que o 

tratamento reduziu significativamente, de forma imediata, o número de 

UFC/mL de Candida albicans. Na comparação entre as coletas do grupo 

teste contaminado com Candida albicans, foi possível observar que houve 

diferença estatisticamente significante (p=0,007) entre as médias da

coleta 2 e coleta 3, sendo que a média da coleta 3, realizada após

período de sete dias do tratamento com instrumentação associado a 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, foi maior que a média da coleta 2, 

demonstrando aumento no número de UFC/mL de Candida albicans após

incubação de sete dias posterior ao tratamento com instrumentação,

comprovando que a redução imediata ao tratamento não se manteve

após período de incubação no grupo teste também. Na análise das

médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observou-se que foram

diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da 
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coleta 4, realizada após período de 14 dias de incubação com medicação 

intracanal, foi menor que a da coleta 3, comprovando diminuição

significativa da média de UFC/mL pela utilização da medicação intracanal,

embora não tenha ocorrido redução de 100% no número de UFC/mL de 

Candida albicans. Não houve diferença estatisticamente significante

(p=0,109) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi possível observar que 

mesmo após remoção da medicação intracanal e incubação de sete dias, 

não houve aumento estatisticamente relevante no número de UFC/mL de 

Candida albicans, mantendo-se a eficácia alcançada no período de

incubação com medicação intracanal.

A Figura 9 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de 

UFC/mL de Candida albicans nas coletas dos grupos controle e teste. 

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 9 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL 
nas coletas realizadas no grupo controle e teste dos espécimes 
contaminados com Candida albicans.
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Os dados de UFC/mL, referentes as coletas realizadas no 

grupo controle e teste dos espécimes contaminados com Candida

albicans, foram comparados de forma não pareada, selecionando para a 

análise o teste estatístico de Mann-Whitney, com nível de significância de 

5%. Na comparação dos resultados entre as coletas 1, 2, 3, 4 e 5 dos 

grupos teste e controle não foram observadas diferenças estatisticamente

significantes, demonstrando que não houve diferença no número de

UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas realizadas no

grupo controle, em que utili zou-se somente o tratamento com

instrumentação, e o grupo teste, onde foi utilizado o tratamento com

instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana.

Também não foi observada diferença significante na redução alcançada 

ao final do ciclo experimental com administração da medicação intracanal 

no grupo teste comparado ao controle.

A Figura 10 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 

de UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas nos grupos 

controle e teste. 

Na análise dos resultados obtidos nas coletas dos grupos 

controle e teste contaminados com Enterococcus faecalis foi utilizada a 

análise descritiva dos dados destacando-se valores de interesse referente 

á média, desvio padrão, máximo e mínimo (Apêndice B).
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 10 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=0,5%), comparando as médias dos valores de 
UFC/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos controle e 
teste dos espécimes contaminados com Candida albicans.

Para a comparação dos dados pareados nos grupos

controle de espécimes contaminados com Enterococcus faecalis foi

selecionado o teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), onde foi possível 

observar diferença estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias 

de UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1 foi 

maior que a coleta 2, demonstrando que o tratamento com

instrumentação reduziu  significativamente a média de UFC/mL de forma 

imediata. Na comparação das médias de UFC/mL de Enterococcus

faecalis entre as coleta 2 e coleta 3 foi constatada diferença

estatisticamente significante (p=0,005), onde pôde-se observar que a

média da coleta 3 foi maior que a média da coleta 2, mostrando aumento 
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mantida após período de incubação. No caso das médias obtidas entre a 

coleta 3 e coleta 4 foi observado que houve diferença estatisticamente

relevante (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4, realizada 

após período de 14 dias de incubação com medicação intracanal, foi

menor que a da coleta 3, denotando diminuição significativa da média de 

UFC/mL pela utilização da medicação intracanal. Na comparação das

médias de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre a coleta 4 e coleta 5 

não houve diferença estatisticamente significante (p=0,327), comprovando 

que, mesmo após remoção da medicação intracanal e incubação de sete 

dias, não houve aumento relevante de UFC/mL, mantendo a eficácia de 

redução alcançada no período de incubação com medicação intracanal.

Quanto as coletas no grupo teste dos espécimes

contaminados com Enterococcus faecalis, por meio do teste estatístico 

Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve diferença estatisticamente

significante (p=0,005) entre as médias de UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, 

sendo que a média da coleta 1 foi maior que a coleta 2, comprovando a 

redução imediata significativa do tratamento com instrumentação

associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana. Na comparação entre 

as coletas no grupo teste contaminado com Enterococcus faecalis, foi 

possível observar que houve diferença estatisticamente significante

(p=0,005) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a média da 

coleta 3 foi estatisticamente maior com relação a média de UFC/mL na 

coleta 2, levando a observação de que após período de incubação de 

sete dias do tratamento ocorreu aumento no número de UFC/mL de

Enterococcus faecalis, mostrando que a condição de redução alcançada 

imediatamente após o tratamento não foi mantida. Na análise das médias 

obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observou que foram diferentes

estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4, foi 

menor que a da coleta 3, comprovando diminuição significativa da média 

de UFC/mL pela utilização da medicação intracanal, embora não tenha 

ocorrido redução total no número de UFC/mL de Enterococcus faecalis.

Não foi constatada diferença esta tisticamente significante (p=0,953) entre 
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a coleta 4 e coleta 5, onde foi possível observar que mesmo após

remoção da medicação intracanal e incubação de sete dias, não houve 

crescimento estatisticamente relevante no número de UFC/mL de

Enterococcus faecalis, mantendo-se a eficácia alcançada no período de 

incubação com medicação intracanal.

Na Figura 11 estão representados os resultados obtidos 

no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), na análise comparativa das

médias dos valores de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as coletas, 

nos grupos controle e teste. 

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 11 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL 
nas coletas realizadas nos grupos controle e teste dos espécimes 
contaminados com Enterococcus faecalis.
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espécimes contaminados com Enterococcus faecalis, foi selecionado o 

teste estatístico de Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Na 

comparação dos resultados entre as coletas 1 dos grupos teste e controle 

não foram observadas diferenças estatisticamente significantes (p=0,290),

demonstrando que não houve diferença no número de UFC/mL de

Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas realizadas no grupo

controle, em que se utilizou somente o tratamento com instrumentação, e 

o grupo teste, onde foi utilizado o tratamento com instrumentação

associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana. Na análise dos

resultados relacionando os grupos controle e teste contaminados com

Enterococcus faecalis nas coletas 2, pôde-se verificar diferença

estatisticamente significante (p=0,000), sendo que a média de UFC/mL da 

coleta 2 do grupo teste foi menor que no grupo controle, significando que 

a redução imediata do tratamento com instrumentação associada a

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana foi significativamente melhor em

relação ao tratamento utilizando-se somente a instrumentação, no caso 

dos espécimes contaminados com Enterococcus faecalis. Na análise das 

médias de UFC/mL obtidas nas coletas 3 relacionando o grupo controle e 

teste,  foram observadas diferenças estatisticamente significantes

(p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 3 no grupo teste foi 

menor que a mesma coleta no grupo controle, demonstrando que o

tratamento com instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana, embora não tenha impedido aumento da média de

UFC/mL de Enterococcus faecalis (como observado na descrição

comparativa entre a coleta 2 e coleta 3 no grupo teste de espécimes

contaminados com Enterococcus faecalis), não possibilitou um aumento 

da média de UFC/mL tanto quanto observado no grupo de tratamento 

com instrumentação somente. Na análise dos resultados comparando-se

as coletas 4 e coletas 5 dos grupos controle e teste, não houve diferença

significante estatisticamente (p=0,909 e p=1,000 respectivamente),

denotando que após a utilização da medicação intracanal, a média de 
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UFC/mL no grupo controle e teste alcançou valores semelhantes e estes 

foram mantidos mesmo após remoção da medicação intracanal.

A Figura 12 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (5%), comparando as médias dos valores de 

UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas nos grupos 

controle e teste. 

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 12 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de 
UFC/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos controle e 
teste dos espécimes contaminados com Enterococcus faecalis.

Para a interpretação dos resultados obtidos nas coletas 

dos grupos controle e teste contaminados com Escherichia coli, foi

realizada uma análise descritiva dos dados destacando-se valores de

interesse referente á média, desvio padrão, máximo e mínimo (Apêndice 

C).

Através do teste estatístico de Wilcoxon (a=5%) foi

constatado que no grupo controle dos espécimes contaminados com
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Escherichia coli, foi constatada diferença estatisticamente significante

(p=0,005) entre as médias de UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a 

média da coleta 1 foi maior comparado á coleta 2, possibilitando

considerar que o tratamento com instrumentação reduziu

significativamente o número de UFC/mL de Escherichia coli. Também foi 

possível observar que houve diferença estatisticamente significante

(p=0,028) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a média da 

coleta 3 foi maior que a média da coleta 2, denotando, com o aumento do 

número de UFC/mL de uma coleta para outra, que a redução imediata ao 

tratamento não conservou-se após período de incubação. Quanto a

análise dos resultados entre a coleta 3 e coleta 4, houve diferença

estatisticamente relevante (p=0,018), sendo que a média de UFC/mL da 

coleta 4 foi menor que a da coleta 3, com diminuição de 100% da média 

de UFC/mL na coleta 4, demonstrando que a utilização da medicação 

intracanal foi capaz de eliminar totalmente UFC/mL de Escherichia coli.

Foi possível observar que a efetividade da medicação intracanal se

manteve, mesmo após sua remoção e período de incubação, visto que 

não houve diferença estatisticamente significante (P=1,00) entre a coleta 

4 e coleta 5, evidenciando que a eficiência de 100% foi mantida também 

na coleta 5.

No caso das coletas do grupo teste dos espécimes

contaminados com Escherichia coli, por meio do teste estatístico de

Wilcoxon (a=5%), foi possível observar a ocorrência de diferença

estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias de UFC/mL da 

coleta 1 e coleta 2, onde o fato da média de UFC/mL ter apresentado 

valor maior em comparação com a coleta 1, denota-se que imediatamente 

após tratamento dos espécies com instrumentação associada a Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana, houve redução significativa do número de 

UFC/mL. Na comparação entre as coletas no grupo teste contaminado 

com Escherichia coli, foi possível observar que houve diferença

estatisticamente significante (P=0,005) entre as médias da coleta 2 e

coleta 3, sendo que a média da coleta 3 foi maior que a média da coleta 
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2, demonstrando aumento no número de UFC/mL de Escherichia coli

após incubação de sete dias  posterior ao tratamento com

instrumentação, observando-se que a redução imediata ao tratamento 

não permaneceu após período de incubação no grupo teste também. Na 

análise das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, foi possível 

observar que foram diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que a 

média de UFC/mL da coleta 4 foi comprovadamente menor que a da 

coleta 3, confirmando a diminuição significativa da média de UFC/mL pela 

utilização da medicação intracanal, com redução de 100% no número de 

UFC/mL de Escherichia coli. Não houve diferença estatisticamente

significante (P=1,00) entre a coleta 4 e coleta 5, possibilitando a

observação de que a eficácia alcançada no período de incubação com 

medicação intracanal foi mantida após período de incubação com

remoção da medicação.

Na Figura 13 foram apresentados os resultados obtidos 

no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos

valores de UFC/mL de Escherichia coli entre as coletas, nos grupos

controle e teste. 

Os resultados foram também analisados comparando as 

coletas realizadas no grupo controle com as realizadas no grupo teste dos 

espécimes contaminados com Escherichia coli. Com este intuito foi

selecionado o teste estatístico de Mann-Whitney, de nível de significância 

de 5%. Comparando-se os resultados foi possível observar que somente 

entre as coletas 2 houve diferença estatística significante (p=0,00), sendo 

que a média de UFC/mL de Escherichia coli na coleta 2 do grupo teste foi 

significativamente menor comparado a mesma coleta no grupo controle, 

demonstrando que o tratamento com instrumentação associada a Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana foi, de forma imediata, melhor que o

tratamento utilizando-se somente a instrumentação no grupo de

espécimes contaminados com Escherichia coli. Comparando-se as

coletas 1, 3, 4 e 5, não foi possível observar diferença estatística nas

mesmas coletas do grupo controle e teste. Este fato mostra que ao final 
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do ciclo experimental, não há diferença nos resultados obtidos nos grupos 

controle e teste, mesmo que de forma imediata tenha sido observado 

diferença na média de UFC/mL de Escherichia coli entre os grupos teste e 

controle.

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 13 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL 
nas coletas realizadas no grupo controle e teste dos espécimes 
contaminados com Escherichia coli.

A Figura 14 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 

de UFC/mL de Escherichia coli entre as mesmas coletas nos grupos

controle e teste. 

Foram analisados os resultados dos dados obtidos nas 

coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com os 

microrganismos associados, além de serem realizadas análises

1

10

100

1000

10000

100000

1000000

10000000

100000000

1

Coletas

DP

p - valor*
p – valor  com 

diferença estat ística*

Grupocontrole

Grupo teste

UF
C/

m
L

Escherichia coli

*0,005 / *0,028 / *0,018 *0,005 / *0,005 / *0,005

1       2       3        4      5       1       2        3 4       5 
1

10

100

1000

10000

100000

1000000

10000000

100000000

1

Coletas

DP

p - valor*
p – valor  com 

diferença estat ística*

Grupocontrole

Grupo teste

DPDP

p - valor* p - valor*
p – valor  com 

diferença estat ística* p – valor  com 
diferença estat ística*

GrupocontroleGrupocontrole

Grupo testeGrupo teste

UF
C/

m
L

Escherichia coli

*0,005 / *0,028 / *0,018 *0,005 / *0,005 / *0,005

1       2       3        4      5       1       2        3 4       5 



89

comparativas com os resultados obtidos nos grupos de biofilmes

monoespécies. Os resultados da efetividade do tratamento frente á

Candida albicans no grupo de espécimes contaminados com os

microrganismos associados teve por base a análise descritiva dos

resultados de modo a destacar os valores de interesse referente á média, 

desvio padrão, máximo e mínimo (Apêndice D).

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 14 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de 
UFC/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos controle e 
teste dos espécimes contaminados com Escherichia coli.

Para a comparação dos dados de Candida albicans nos 

grupos controle de espécimes contaminados com os microrganismos

associados, foi selecionado o teste estatístico de Wilcoxon (a=5%). Com

base no teste estatístico foi possível observar que houve diferença

estatisticamente significante (p=0,028) comparando-se as médias de

UFC/mL de Candida albicans entre as coleta 1 e coleta 2, sendo que a 
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média da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o

tratamento com instrumentação reduziu  significantemente o número de 

UFC/mL de forma imediata. Na comparação das médias de UFC/mL de 

Candida albicans entre as coleta 2 e coleta 3, não foi constatada

diferença estatisticamente significante (p=0,345), mostrando que não

ocorreu crescimento considerável no número de UFC/mL de Candida

albicans após período de incubação de sete dias do tratamento utilizando-

se somente a instrumentação. No caso das médias obtidas entre a coleta 

3 e coleta 4 foi observado que houve diferença estatisticamente relevante 

(p=0,036), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4 foi menor que a da 

coleta 3, denotando diminuição significativa da média de UFC/mL pela 

utilização da medicação intracanal. Na comparação entre as médias de 

UFC/mL de Candida albicans no grupo dos microrganismos associados, 

pôde-se observar que entre a coleta 4 e coleta 5 houve diferença

estatisticamente significante (p=0,011), sendo que a média de UFC/mL foi 

menor na coleta 5, demonstrando que após remoção da medicação

intracanal e incubação de sete dias, houve diminuição relevante na média

de UFC/mL na última coleta com redução de 100% na média de UFC/mL 

de Candida albicans ao final do ciclo experimental.

Quanto aos dados de Candida albicans no grupo teste 

dos espécimes contaminados com os microrganismos associados, por

meio do teste estatístico Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve

diferença estatisticamente significante (p= 0,028) entre as médias de

UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1 foi maior 

que a coleta 2, comprovando a redução imediata significativa do

tratamento com instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana. Na comparação dos resultados de Candida albicans entre

as coletas no grupo teste contaminado com os microrganismos

associados, foi possível observar que houve diferença estatisticamente

significante (p=0,005) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a 

média da coleta 3 foi estatisticamente maior com relação a média de 

UFC/mL de Candida albicans da coleta 2, demonstrando que, após
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período de incubação de sete dias do tratamento com instrumentação

associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, ocorreu aumento no 

número de UFC/mL onde é possível observar que a condição de redução 

alcançada imediatamente após o tratamento não foi mantida. Na análise 

das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observou-se que foram

diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da 

coleta 4, foi significativamente menor em comparação com a coleta 3, 

comprovando diminuição significativa da média de UFC/mL pela utilização 

da medicação intracanal, embora não tenha ocorrido redução total no 

número de UFC/mL de Candida albicans. Não foi constatada diferença 

estatisticamente significante (p=0,374) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi 

possível observar que mesmo após remoção da medicação intracanal e 

incubação de sete dias, não houve crescimento estatisticamente relevante 

no número de UFC/mL de Candida albicans, mantendo-se a eficácia

alcançada no período de incubação com medicação intracanal.

Na Figura 15 estão representados os resultados obtidos

no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), na análise comparativa entre as

médias dos valores de UFC/mL de Candida albicans nas coletas dos

grupos controle e teste dos espécimes contaminados com os

microrganismos associados.

Os resultados para Candida albicans foram também

analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle com as 

realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com os

microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatístico 

de Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Foi observado que 

entre as coletas 1 do grupo controle comparado ao grupo teste, não

houve diferença estatisticamente significante (p=0,157), ou seja, o número 

de UFC/mL de Candida albicans foi estatisticamente semelhante entre as 

coletas 1 realizadas no grupo controle, em que utilizou-se somente o 

tratamento com instrumentação, e o grupo teste, onde foi utilizado o

tratamento com instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana.
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 15 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias dos valores de UFC/mL 
de Candida albicans nas coletas realizadas nos grupos controle e 
teste dos espécimes contaminados com os microrganismos
associados.

Comparando-se as coletas 2, foi possível observar que 

houve diferença estatisticamente significante (p=0,044) no número de

UFC/mL de Candida albicans, sendo que a média de UFC/mL no grupo 

teste foi menor que no grupo controle, confirmando que, neste caso, o 

tratamento com instrumentação associado a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana foi imediatamente melhor na redução de UFC/mL de

Candida albicans.

Na análise dos resultados relacionando os grupos

controle e teste contaminados com Candida albicans nas coletas 3, pôde-

se verificar diferença estatisticamente significante (p=0,001), sendo que a 

média de UFC/mL da coleta 3 do grupo teste foi maior que no grupo 

controle, significando que a redução imediata do tratamento com

instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana no

grupo teste não se manteve menor comparado ao grupo controle e no 
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grupo controle a redução imediata ao tratamento com instrumentação foi 

mantida após período de incubação. Na análise dos resultados

comparando-se as coletas 4 dos grupos controle e teste, houve diferença 

significante estatisticamente (p=0,043), sendo que a média de UFC/mL da 

coleta 4 do grupo teste foi menor que no grupo controle, denotando que 

após a utilização da medicação intracanal, embora o número de UFC/mL 

de Candida albicans tenha aumentado após período de incubação do 

tratamento com instrumentação associado a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana, a média de UFC/mL no grupo teste apresentou uma

redução maior que o observado no grupo controle. Quanto as coletas 5 

dos grupos teste e controle, não houve diferença estatística significante

(p=0,143) demonstrando que ao final do ciclo experimental não há

diferença significante no número de UFC/mL de Candida albicans

utilizando-se ambos tipos de tratamento.

A Figura 16 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 

de UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas nos grupos 

controle e teste  nos espécimes contaminados com os microrganismos

associados.

Na análise dos resultados comparando o comportamento 

de Candida albicans no ciclo experimental de contaminação monoespécie 

com o ciclo de contaminação multiespécies (microrganismos associados) 

foi selecionado o teste estatístico Mann-Whitney, de nível de significância 

de 5%. Com base no teste foi possível verificar que foi observada

diferença (p=0,0006) de comportamento entre as coletas 2 dos grupos 

teste, sendo que a média de UFC/mL de Candida albicans na coleta 2 do 

grupo dos espécimes com microrganismos associados foi maior,

demonstrando que a redução imediata ao tratamento com instrumentação 

associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana foi melhor no grupo 

monoespécie de contaminação com Candida albicans.
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 16 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL de Candida albicans nas mesmas coletas realizadas nos 
grupos controle e teste dos espécimes contaminados com os
microrganismos associados.

Nos grupos teste também foram observadas diferenças 

estatística entre as coletas 3, sendo que a média de UFC/mL da coleta 3 

do grupo teste dos espécimes contaminados com microrganismos

associados foi maior que no grupo de contaminação monoespécie,

mostrando que embora nos dois casos tenha sido observado aumento na 

média de UFC/mL de Candida albicans, o aumento foi mais significante 

no grupo teste dos microrganismos associados. Não foi observada

diferença estatisticamente relevante para Candida albicans nas demais

coletas comparando-se os grupos teste de contaminação mono e

multiespécie.

Quanto aos resultados de Candida albicans dos grupos

controle de contaminação mono e multiespécie houve diferença

estatisticamente significante (p=0,016) entre as coletas 3, sendo que a 
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média de UFC/mL de Candida albicans no grupo dos microrganismos

associados foi menor em relação ao grupo de contaminação

monoespécie. Este fato denota que embora nas duas situações ocorra 

aumento do número de UFC/mL depois de sete dias do tratamento com

instrumentação, este aumento é mais pronunciado no grupo de

contaminação monoespécie. Também foi verificada diferença estatística 

(p=0,034) entre as coletas 4, mas embora o teste estatístico aponte como 

melhor redução com utilização de medicação intracanal o grupo dos

microrganismos associados, o fato de em ambos casos ter sido relevante 

a diminuição comparando-se as coletas 3 com as coletas 4 dentro do 

mesmo grupo, seria equivocado considerar a indicação estatística que 

entre as coletas 4 do grupo controle de contaminação mono e

multiespécies haja algum grupo que apresentou uma melhor performance 

de diminuição das médias de UFC/mL de Candida albicans. Não foram

verificadas diferenças estatística entre as demais coletas nos grupos

controle de contaminação mono e multiespécie.

A Figura 17 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 

de UFC/mL de Candida albicans entre as mesmas coletas nos grupos 

controle e teste nos espécimes com contaminação mono e multiespécies. 

Foram analisados os resultados dos dados obtidos nas 

coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com os 

microrganismos associados, além de serem realizadas análises

comparativas com os resultados obtidos nos grupos de biofilmes

monoespécies. Os resultados da efetividade do tratamento frente á

Enterococcus faecalis no grupo de espécimes contaminados com os

microrganismos associados teve por base a análise descritiva dos

resultados de modo a destacar os valores de interesse referente á média, 

desvio padrão, máximo e mínimo (Apêndice E).
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 17 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de 
UFC/mL de Candida albicans nas mesmas coletas realizadas nos 
grupos controle e teste de espécimes de contaminação mono e 
multiespécie.

Para a comparação dos dados de Enterococcus faecalis

nos grupos controle de espécimes contaminados com os microrganismos 

associados, foi selecionado o teste estatístico de Wilcoxon (a=5%). Com

base no teste estatístico foi possível observar que houve diferença

estatisticamente significante (p=0,005) comparando-se as médias de

UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as coleta 1 e coleta 2, sendo que 

a média da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o

tratamento com instrumentação reduziu  significantemente o número de 

UFC/mL de forma imediata. Na comparação das médias de UFC/mL de 

Enterococcus faecalis entre as coleta 2 e coleta 3, houve diferença

estatisticamente significante (p=0,005), mostrando que ocorreu

crescimento considerável no número de UFC/mL de Enterococcus

faecalis após período de incubação de sete dias do tratamento utilizando-
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se somente a instrumentação. No caso das médias obtidas entre a coleta 

3 e coleta 4 foi observado que houve diferença estatisticamente relevante 

(p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4 foi

consideravelmente menor que a da coleta 3, denotando diminuição

significativa da média de UFC/mL pela utilização da medicação intracanal. 

Na comparação entre as médias de UFC/mL de Enterococcus faecalis no 

grupo dos microrganismos associados, pôde-se observar que entre a 

coleta 4 e coleta 5 não ocorreu diferença estatisticamente significante 

(p=0,083), demonstrando que mesmo após remoção da medicação

intracanal e incubação de sete dias, não houve crescimento de UFC/mL, 

mantendo-se a eficácia de redução alcançada no período de incubação 

com medicação intracanal, inclusive alcançando 100% de redução da 

média de UFC/mL de Enterococcus faecalis no final do ciclo experimental.

Quanto aos dados de Enterococcus faecalis no grupo 

teste dos espécimes contaminados com os microrganismos associados, 

por meio do teste estatístico Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve 

diferença estatisticamente significante (p=0,005) entre as médias de

UFC/mL da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1 foi maior 

que a coleta 2, comprovando a redução imediata significativa do

tratamento com instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana. Na comparação dos resultados de Enterococcus faecalis

entre as coletas no grupo teste contaminado com os microrganismos

associados, foi possível observar que houve diferença estatisticamente 

significante (p=0,005) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a 

média da coleta 3 foi estatisticamente maior com relação a média de 

UFC/mL de Enterococcus faecalis da coleta 2, demonstrando que, após 

período de incubação de sete dias do tratamento com instrumentação 

associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, ocorreu aumento no 

número de UFC/mL onde é possível observar que a condição de redução 

alcançada imediatamente após o tratamento não foi mantida também 

neste caso. Na análise das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, 

observou-se que foram diferentes estatisticamente (p=0,005), sendo que 
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a média de UFC/mL da coleta 4, foi significativamente menor em

comparação com a coleta 3, comprovando diminuição significativa da 

média de UFC/mL pela utilização da medicação intracanal, embora não 

tenha ocorrido redução total no número de UFC/mL de Enterococcus

faecalis. Entre a coletas 4 e coleta 5 foi constatada diferença

estatisticamente significante (p=0,017), sendo que na coleta 5 ocorreu 

aumento da média de UFC/mL de Enterococcus faecalis, denotando que 

a redução alcançada com o uso da medicação intracanal não foi mantida 

após período de incubação.

 Na Figura 18 estão representados os resultados obtidos 

no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), na análise comparativa das

médias dos valores de UFC/mL de Enterococcus faecalis das coletas nos 

grupos controle e teste de espécimes contaminados com os

microrganismos associados. 

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 18 – Gráfico demonstrando os resultados para Enterococcus faecalis
obtidos no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), comparando as 
médias dos valores de UFC/mL nas coletas realizadas no grupo 
controle e teste de espécimes contaminados com os
microrganismos associados.
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Os resultados para Enterococcus faecalis foram também 

analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle com as 

realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com os

microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatístico 

de Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Foi observado que 

houve diferença estatisticamente significante somente nas coletas 5,

sendo que a média de UFC/mL de Enterococcus faecalis na coleta 5 do 

grupo teste foi maior que a do grupo controle, cuja redução alcançou 

100%.  Não foi observada diferença estatisticamente significante entre as 

médias de UFC/mL de Enterococcus faecalis nas demais coletas

comparando-se grupo teste com controle. 

A Figura 19 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 

de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas nos

grupos controle e teste nos espécimes contaminados com os

microrganismos associados. 

Na análise dos resultados comparando o comportamento 

de Enterococcus faecalis no ciclo experimental de contaminação

monoespécie com o ciclo de contaminação multiespécies

(microrganismos associados) foi selecionado o teste estatístico Mann-

Whitney, de nível de significância de 5%. Com base no teste não foi 

possível verificar diferença estatisticamente significante (p=0,739) na

média de UFC/mL de Enterococcus faecalis quanto ao comportamento 

das coletas 1 dos grupos teste com contaminação monoespécie em

relação á contaminação com microrganismos associados. Com relação a 

média de UFC/mL de Enterococcus faecalis nas coletas 2 dos grupos 

teste houve diferença estatisticamente significante (p=0,011), sendo que a 

média de UFC/mL de Enterococcus faecalis na coleta 2 do grupo dos

espécimes com microrganismos associados foi maior, demonstrando que 

a redução imediata ao tratamento com instrumentação associada a

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana foi melhor no grupo monoespécie de 

contaminação com Enterococcus faecalis
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 19 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de 
UFC/mL de Enterococcus faecalis nas mesmas coletas realizadas 
nos grupos controle e teste de espécimes contaminados com os 
microrganismos associados.

Nos grupos teste também foi observada diferença

estatística (p=0,00) entre as coletas 3, sendo que a média de UFC/mL da 

coleta 3 do grupo teste dos espécimes contaminados com

microrganismos associados foi maior que no grupo de contaminação

monoespécie, mostrando que embora nos dois casos tenha sido

observado aumento na média de UFC/mL de Enterococcus faecalis, o 

aumento foi mais significante estatisticamente no grupo teste dos

microrganismos associados. Quanto as coletas 4,  foi observada diferença 

estatisticamente relevante (p=0,23) para Enterococcus faecalis

comparando-se os grupos teste de contaminação mono e multiespécie, 

sendo que a média de UFC/mL na coleta 4 do grupo teste de

microrganismos associados foi menor, possibilitando descrever que a 
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medicação intracanal apresentou redução melhor no grupo de

contaminação com os microrganismos associados, no caso de

Enterococcus faecalis. Nas coletas 5, não ocorreram diferenças

significantes (p=0,63) entre os grupos teste de Enterococcus faecalis de 

contaminação mono ou multiespécies.

Os resultados de Enterococcus faecalis dos grupos

controle de contaminação mono e multiespécie mostraram que houve

diferença estatisticamente significante (p=0,001) entre as coletas 1, sendo 

que a média de UFC/mL de Enterococcus faecalis no grupo dos

microrganismos associados foi maior em relação ao grupo de

contaminação monoespécie. Este fato denota que embora nas demais

coletas ocorram diferenças estatísticas da média de UFC/mL, seria

equivocado considerar a indicação estatística entre as coletas do grupo 

controle de contaminação mono e multiespécies, já que a diferença nas

coletas 1, realizada para confirmação de contaminação, determina

tendência de diferenças estatísticas nas demais coletas. 

A Figura 20 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 

de UFC/mL de Enterococcus faecalis entre as mesmas coletas nos

grupos controle e teste nos espécimes com contaminação mono e

multiespécies.

Foram analisados os resultados dos dados obtidos nas 

coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com os 

microrganismos associados, além de serem realizadas análises

comparativas com os resultados obtidos nos grupos de biofilmes

monoespécies. Os resultados da efetividade do tratamento frente á

Escherichia coli no grupo de espécimes contaminados com os

microrganismos associados teve por base a análise descritiva dos

resultados de modo a destacar os valores de interesse referente á média, 

desvio padrão, máximo e mínimo (Apêndice F).
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 20 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL de Enterococcus faecalis nas mesmas coletas realizadas 
nos grupos controle e teste de espécimes de contaminação mono 
e multiespécie.

Para a comparação dos dados de Escherichia coli nos 

grupos controle de espécimes contaminados com os microrganismos

associados, foi selecionado o teste estatístico de Wilcoxon (a=5%). Com

base no teste estatístico foi possível observar que houve diferença

estatisticamente significante (p=0,005) comparando-se as médias de

UFC/mL de Escherichia coli entre as coleta 1 e coleta 2, sendo que a 

média da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o

tratamento com instrumentação reduziu  significantemente o número de 

UFC/mL de forma imediata. Na comparação das médias de UFC/mL de 

Escherichia coli entre as coleta 2 e coleta 3 foi constatada diferença 

estatisticamente significante (p=0,017), sendo que na coleta 3 a média de 

UFC/mL de Escherichia coli foi significativamente maior, mostrando que

ocorreu crescimento considerável a média de UFC/mL após período de 
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incubação de sete dias do tratamento utilizando-se somente a

instrumentação. No caso das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4 foi 

observado que houve diferença estatisticamente relevante (p=0,005),

sendo que a média de UFC/mL de Escherichia coli da coleta 4 foi menor 

que a da coleta 3, denotando diminuição significativa da média de

UFC/mL pela utilização da medicação intracanal alcançando redução de 

média de UFC/mL de 100%. Esta condição foi mantida já que não houve 

diferença estatisticamente significante (p=1,00) entre a coleta 4 e coleta 5, 

permanecendo redução efetiva de 100% ao final do ciclo experimental.

Quanto aos dados de Escherichia coli no grupo teste dos

espécimes contaminados com os microrganismos associados, por meio 

do teste estatístico Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve

diferença estatisticamente significante (p=0,017) entre as médias UFC/mL 

de Escherichia coli da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1 

foi maior que a coleta 2, comprovando a redução imediata significativa do 

tratamento com instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana. Na comparação dos resultados de Escherichia coli entre 

as coletas no grupo teste contaminado com os microrganismos

associados, foi possível observar que houve diferença estatisticamente 

significante (p=0,017) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, sendo que a 

média da coleta 3 foi estatisticamente maior com relação a média de 

UFC/mL de Escherichia coli da coleta 2, demonstrando que, após período 

de incubação de sete dias do tratamento com instrumentação associada a 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, ocorreu aumento no número de

UFC/mL onde é possível observar que a condição de redução alcançada 

imediatamente após o tratamento não foi mantida. Na análise das médias

obtidas entre a coleta 3 e coleta 4, observou-se que foram diferentes

estatisticamente (p=0,005), sendo que a média de UFC/mL da coleta 4, foi 

significativamente menor em comparação com a coleta 3, comprovando 

diminuição significativa da média de UFC/mL pela utilização da

medicação intracanal, embora não tenha ocorrido redução total no

número de UFC/mL de Escherichia coli. Não foi constatada diferença 
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estatisticamente significante (p=0,197) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi 

possível observar que mesmo após remoção da medicação intracanal e 

incubação de sete dias, não houve crescimento estatisticamente relevante 

no número de UFC/mL de Escherichia coli, mantendo-se a eficácia

alcançada no período de incubação com medicação intracanal, embora 

não tenha sido alcançada redução de 100% neste caso.

Na Figura 21 estão representados os resultados obtidos 

no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), na análise comparativa das

médias dos valores de UFC/mL de Escherichia coli das coletas nos

grupos controle e teste de espécimes contaminados com os

microrganismos associados. 

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 21 – Gráfico demonstrando os resultados para Escherichia coli obtidos 
no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), comparando as médias
dos valores de UFC/mL nas coletas realizadas no grupo controle 
e teste de espécimes contaminados com os microrganismos
associados.
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Os resultados para Escherichia coli foram também

analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle com as 

realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com os

microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatístico 

de Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Foi observado que 

entre as coletas 1 do grupo controle comparado ao grupo teste, houve

diferença estatisticamente significante (p=0,031), sendo que a média

UFC/mL de Escherichia coli foi maior na coleta 1 do grupo controle. Entre

as coletas 3 observou-se diferença estatisticamente significante

(P=0,002), sendo que a média de UFC/mL de Escherichia coli foi maior no 

grupo teste, demonstrando que após incubação a partir do tratamento 

com instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana

ocorreu um aumento consideravelmente maior com relação ao aumento 

após o mesmo período observado no grupo controle. Nas demais coletas

não foram observadas diferenças significantes.

A Figura 22 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 

de UFC/mL de Escherichia coli entre as mesmas coletas nos grupos

controle e teste nos espécimes contaminados com os microrganismos

associados.
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 22 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL de Escherichia coli nas mesmas coletas realizadas nos 
grupos controle e teste de espécimes contaminados com os
microrganismos associados.

Na análise dos resultados comparando o comportamento 

de Escherichia coli no ciclo experimental de contaminação monoespécie 

com o ciclo de contaminação multiespécies (microrganismos associados) 

foi selecionado o teste estatístico Mann-Whitney, de nível de significância

de 5%. Com base na análise foi possível verificar diferença estatística

significante (p=0,00) entre as coletas 1 dos grupos teste de contaminação 

mono e multiespécies, sendo que as médias de UFC/mL de Escherichia

coli foi maior no grupo teste de contaminação monoespécie,

demonstrando que houve diferença no comportamento de crescimento 

entre os grupos de contaminação mono e multiespécies. Com relação à

média de UFC/mL de Escherichia coli nas coletas 2 dos grupos teste 

houve diferença estatisticamente significante (p=0,001), sendo que a

média de UFC/mL de Escherichia coli na coleta 2 do grupo dos espécimes 
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com microrganismos associados foi maior, demonstrando que a redução 

imediata ao tratamento com instrumentação associada a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana foi melhor no grupo monoespécie de

contaminação com Escherichia coli. Não foi observada diferença

estatística significante (p=0,739) entre as médias de UFC/mL nas coletas

3, mostrando que embora o comportamento das médias no grupo de

contaminação mono e multiespécie tenham sido diferentes até a coleta 2, 

ocorreu uma semelhança de comportamento na coleta 3. Quanto as

coletas 4 e coletas 5, não foram observadas diferenças estatisticamente

relevantes para Escherichia coli, demonstrando que a semelhança de

comportamento ocorrida a partir da coleta 3 foi mantida nas coletas

subsequentes.

Os resultados para Escherichia coli nos grupos controle 

de contaminação mono e multiespécies mostraram que houve diferença 

estatisticamente significante (p=0,004) entre as coletas 1, sendo que a 

média de UFC/mL de Escherichia coli no grupo dos microrganismos

associados foi menor em relação ao grupo de contaminação

monoespécie, mostrando que ocorreu diferença no comportamento de 

crescimento na contaminação monoespécie em relação á multiespécies.

Na análise das coletas 2, houve diferença significante (p=0,00), sendo 

que a média de UFC/mL de Escherichia coli foi menor no grupo dos

microrganismos associados em relação ao grupo de contaminação

monoespécie, mostrando que ocorreu diferença no comportamento de 

crescimento na contaminação monoespécie em relação á multiespécies

imediatamente após ao tratamento com instrumentação. Não houve

diferença estatística significante nas demais coletas dos grupos controle, 

denotando-se que ocorreu semelhança no comportamento de Escherichia

coli no grupo de contaminação monoespécie com relação á contaminação 

multiespécies a partir da coleta 3.

A Figura 23 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores 
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de UFC/mL de Escherichia coli entre as mesmas coletas nos grupos

controle e teste nos espécimes com contaminação mono e multiespécies. 

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 23 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias dos valores de
UFC/mL de Escherichia coli nas mesmas coletas realizadas nos 
grupos controle e teste de espécimes de contaminação mono e 
multiespécie.

5.2 Análise da neutralização de endotoxina

Para avaliação dos dados obtidos na análise da

efetividade da instrumentação associada á Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana e medicação intracanal sobre a neutralização de

endotoxinas, os resultados foram expressos pelo número de unidade de 

endotoxina por mL (UE/mL).
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Foi realizada análise descritiva dos dados relativos a 

quantidade de endotoxina obtidos nas coletas dos grupos controle e teste 

de espécimes contaminados com Escherichia coli, destacando-se valores 

de interesse referente á média, desvio padrão, máximo e mínimo

(Apêndice G).

Por meio do teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), para 

comparação de dados pareados de mesma unidade amostral, foi

constatado que no grupo controle dos espécimes contaminados com

Escherichia coli, houve diferença estatisticamente significante (p=0,012)

entre as médias da quantidade de endotoxina obtida na coleta 1 e coleta 

2, sendo que a média da coleta 1 foi maior que a coleta 2, demonstrando 

que o tratamento com instrumentação reduziu o número de EU/mL.

Constatou-se diferença estatisticamente significante (p=0,012) entre as 

médias da quantidade de endotoxina da coleta 2 e coleta 3, sendo que a 

média da coleta 3, realizada foi maior que a média da coleta 2, o que

denota aumento considerável da quantidade de endotoxina comprovando 

que a redução na quantidade de endotoxina imediata ao tratamento não 

se manteve após período de incubação. A diferença entre as médias

obtidas na coleta 3 e coleta 4 foi estatisticamente relevante (p=0,005),

sendo que as médias da quantidade de endotoxina  da coleta 4 foi menor 

que a da coleta 3, comprovando diminuição significativa da quantidade de 

endotoxina com a utilização da medicação intracanal. Na análise

comparando-se a coleta 4 e coleta 5 foi possível observar diferença

estatisticamente significante (p=0,005), sendo que a média da quantidade 

de endotoxina na coleta 5 foi maior, demonstrando que a neutralização 

de endotoxina alcançada na coleta 4 não se manteve após remoção da 

medicação intracanal e incubação de sete dias.

Entre as coletas do grupo teste dos espécimes

contaminados com Escherichia coli, por meio do teste estatístico de

Wilcoxon (a=5%), foi possível observar que houve diferença

estatisticamente significante (p=0,028) entre as médias da quantidade de 

endotoxina na coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da coleta 1,
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realizada para confirmação da contaminação, foi maior que a coleta 2, 

realizada imediatamente após tratamento dos espécies com

instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana,

demonstrando que o tratamento reduziu significantemente, de forma

imediata, a média da quantidade de endotoxina. Na comparação entre as 

coletas no grupo teste contaminado com Escherichia coli, foi possível 

observar que não ocorreu diferença estatisticamente significante

(p=0,176) entre as médias da coleta 2 e coleta 3, demonstrando que a 

redução na média da quantidade de endotoxina foi mantida após

incubação de sete dias do tratamento com instrumentação associada a 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana. Na análise das médias obtidas

entre a coleta 3 e coleta 4, observou-se que foram diferentes

estatisticamente (p=0,008), sendo que a média da quantidade de

endotoxina da coleta 4 foi menor que a da coleta 3, comprovando

diminuição significativa da quantidade de endotoxina pela utilização da 

medicação intracanal, embora não tenha ocorrido neutralização de 100% 

das endotoxinas. Não houve diferença estatisticamente significante

(p=0,051) entre a coleta 4 e coleta 5, onde foi possível observar que 

mesmo após remoção da medicação intracanal e incubação de sete dias, 

não houve aumento significante na média da quantidade de endotoxina.

A Figura 24 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Wilcoxon (a=5%), comparando as médias da quantidade de 

endotoxina em UE/mL entre as coletas, nos grupos controle e teste de 

Escherichia coli.
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 24 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Wilcoxon (a=5%), comparando as médias da quantidade de
endotoxina em UE/mL nas coletas realizadas no grupo controle e 
teste de espécimes contaminados com Escherichia coli.

Para a realização da análise dos resultados sobre

neutralização de endotoxinas relacionando as coletas realizadas no grupo 

controle com as do grupo teste dos espécimes contaminados com

Escherichia coli, foi selecionado o teste estatístico de Mann-Whitney, de 

nível de significância de 5%. Com base nesta análise não foi possível 

verificar diferença estatisticamente significante na média da quantidade 

de endotoxina entre todas as coletas realizadas nos grupos controle e 

teste, contaminados com Escherichia coli.

A Figura 25 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da

quantidade de endotoxina relacionando as mesmas coletas dos grupos 

teste e controle de Escherichia coli.
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 25 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da quantidade de 
endotoxina em UE/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos 
controle e teste de espécimes contaminados com Escherichia coli.

Foram analisadas as médias da quantidade de endotoxina 

nas coletas dos grupos teste e controle dos espécimes contaminados com 

os microrganismos associados, além de serem realizadas análises

comparativas com os resultados obtidos nos grupos de biofilmes

monoespécies de Escherichia coli. Os resultados da efetividade do

tratamento na neutralização de endotoxina no grupo de espécimes

contaminados com os microrganismos associados tiveram por base a 

análise descritiva dos resultados de modo a destacar os valores de

interesse referente á média, desvio padrão, máximo e mínimo (Apêndice

H).
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microrganismos associados, foi selecionado o teste estatístico de

Wilcoxon (a=5%). Com base no teste estatístico foi possível observar que 

houve diferença estatisticamente significante (p=0,005) comparando-se as 

médias de quantidade de endotoxina entre as coleta 1 e coleta 2, sendo 

que a média da coleta 1, foi maior que a coleta 2, demonstrando que o

tratamento com instrumentação reduziu a média da quantidade de

endotoxina de forma imediata. Na comparação das médias da quantidade 

de endotoxina entre as coleta 2 e coleta 3 foi constatada diferença

estatisticamente significante (p=0,005), sendo que a quantidade de

endotoxina da coleta 3 foi maior, mostrando que ocorreu aumento

considerável na quantidade de endotoxina após período de incubação de 

sete dias do tratamento utilizando-se somente a instrumentação. No caso 

das médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4 foi observado que houve 

diferença estatisticamente relevante (p=0,008), sendo que a média da

quantidade de endotoxina  da coleta 4 foi menor que a da coleta 3,

denotando diminuição significativa da quantidade de endotoxina com a

utilização da medicação intracanal. Na comparação entre as médias da 

quantidade de endotoxina no grupo dos microrganismos associados,

pôde-se observar que entre a coleta 4 e coleta 5 houve diferença

estatisticamente significante (p=0,005), sendo que a média da quantidade 

de endotoxina foi menor na coleta 5, demonstrando que após remoção da 

medicação intracanal e incubação de sete dias, houve diminuição

relevante na média da quantidade de endotoxina na última coleta.

Quanto aos dados de quantidade de endotoxina no grupo 

teste dos espécimes contaminados com os microrganismos associados, 

por meio do teste estatístico Wilcoxon (a=5%), foi demonstrado que houve 

diferença estatisticamente significante (p=0,015) entre as médias de

quantidade de endotoxina da coleta 1 e coleta 2, sendo que a média da 

coleta 1 foi maior que a coleta 2, comprovando a redução da quantidade 

de endotoxina imediata ao tratamento com instrumentação associada a 

terapia fotodinâmica antimicrobiana. Na comparação dos resultados da

quantidade de endotoxina entre as coletas no grupo teste contaminado 
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com os microrganismos associados, foi possível observar que não houve

diferença estatisticamente significante (p=0,721) entre as médias da

coleta 2 e coleta 3, demonstrando que, após período de incubação de 

sete dias do tratamento com instrumentação associada a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana, a quantidade de neutralização alcançada foi 

mantida. As médias obtidas entre a coleta 3 e coleta 4 não foram

diferentes estatisticamente (p=0,445), comprovando que a neutralização

alcançada com o tratamento de instrumentação associada a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana não foi alterada significativamente com a 

utilização da medicação intracanal. Foi constatada diferença

estatisticamente significante (p=0,007) entre a coleta 4 e coleta 5, sendo

que a média da quantidade de endotoxina foi menor na coleta 5,

demonstrando que mesmo após a remoção da medicação intracanal

houve diminuição da média da quantidade de endotoxina ao final do ciclo 

experimental.

Na Figura 26 estão representados os resultados obtidos 

no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%), na análise comparativa das

médias dos valores de quantidade de endotoxina em  UE/mL nas coletas

dos grupos controle e teste de espécimes contaminados com os

microrganismos associados. Foram consideradas estatisticamente

significantes as diferenças entre as médias quando o p-valor associado 

ao teste é menor que 0,05, que foi o nível de significância considerado.

Os resultados da quantidade de endotoxina foram

também analisados comparando as coletas realizadas no grupo controle 

com as realizadas no grupo teste dos espécimes contaminados com os 

microrganismos associados. Para este, foi selecionado o teste estatístico 

de Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Foi observado que 

entre as coletas 1 do grupo controle comparado ao grupo teste, não

houve diferença estatisticamente significante (p=0,436). Comparando-se

as coletas 2, foi possível observar que houve diferença estatisticamente 

(p=0,01) significante na média da quantidade de endotoxina, sendo que a 

média no grupo teste foi maior que no grupo controle, confirmando que, 
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neste caso, o tratamento com instrumentação somente foi imediatamente 

melhor na neutralização de endotoxina que  o tratamento com a

instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana.

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 26 - Resultados obtidos no teste estatístico de Wilcoxon (a=5%),
comparando as médias da quantidade de endotoxina nas
coletas realizadas no grupo controle e teste de espécimes
contaminados com os microrganismos associados.

Nas coletas 3, pôde-se verificar diferença estatisticamente

significante (p=0,00), sendo que a média da quantidade de endotoxina da 

coleta 3 do grupo controle foi maior que no grupo teste, significando que a 

neutralização imediata do tratamento com instrumentação somente,

embora tenha sido mais relevante após período de incubação, apresentou

um aumento maior na quantidade de endotoxina. Não ocorreu diferença 

significante na média da quantidade de endotoxina comparando-se as 

coletas 4 dos grupos controle e teste, demonstrando que após período 

com medicação intracanal, a neutralização de endotoxina é semelhante 
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em ambos grupos. Foi observada diferença estatística significante

(p=0,002) entre as médias da quantidade de endotoxina nas coletas 5, 

sendo que a média da coleta 5 do grupo teste foi maior, comprovando que 

ao final do ciclo experimental a neutralização de endotoxina foi melhor no 

grupo controle.

A Figura 27 apresenta os resultados obtidos no teste 

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da

quantidade de endotoxina em UE/mL entre as mesmas coletas nos

grupos controle e teste dos espécimes contaminados com os

microrganismos associados. 

coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 27 – Gráfico demonstrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as  médias da quantidade de 
endotoxina em UE/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos 
controle e teste de espécimes contaminados com os
microrganismos associados.
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Na análise dos resultados comparando o comportamento 

da média da quantidade de endotoxina no ciclo experimental de

contaminação monoespécie de Escherichia coli com o ciclo de

contaminação multiespécies (microrganismos associados) foi selecionado 

o teste estatístico Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Com 

base no teste foi possível verificar que foi observada diferença (p=0,023)

de comportamento entre as coletas 1 dos grupos controle , sendo que a 

média da quantidade de endotoxina na coleta 1 do grupo controle  dos 

espécimes com microrganismos associados foi menor, confirmando

comportamento diferente na liberação de endotoxina no grupo de

contaminação monoespécie de Escherichia coli em comparação com o 

grupo de contaminação multiespécies. Verificou-se diferença estatística 

(p=0,00) entre as coletas 2 dos grupos controle, onde a média da

quantidade de endotoxina foi menor no grupo de contaminação

monoespécie, confirmando comportamento diferente na neutralização de 

endotoxina nas coletas imediata ao tratamento com instrumentação.

Entretanto nas coletas 3, não foram observadas diferenças significantes

estatisticamente (p=0,739), demonstrando que após período de incubação 

a partir do tratamento com instrumentação, ocorre uma semelhança no 

comportamento da média da quantidade de endotoxina. Nos grupos

controle também foram observadas diferenças estatística (p=0,00) entre 

as coletas 4, sendo que a média da quantidade de endotoxina da coleta 4

do grupo controle de contaminação com microrganismos associados foi 

maior que no grupo de contaminação monoespécie de Escherichia coli,

mostrando que após utilização da medicação intracanal ocorreu diferença 

de comportamento quanto as médias da quantidade de endotoxina.. Não 

foram observadas diferenças estatisticamente relevantes entre as médias 

da quantidade de endotoxina das coletas 5 nos grupos controle de

contaminação mono e multiespécie, ou seja, não ocorreram diferenças no 

comportamento quanto a média da quantidade de endotoxina

comparando as últimas coletas de ambas situações.
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Os resultados da análise comparando as médias da

quantidade de endotoxina nos grupos testes do ciclo experimental de 

contaminação monoespécie de Escherichia coli com o ciclo de

contaminação multiespécies (microrganismos associados) foi selecionado 

o teste estatístico Mann-Whitney, de nível de significância de 5%. Nas

coletas 1 e coletas 2, não foi possível verificar diferenças estatisticamente

significantes, mostrando semelhança de comportamento  entre estas

coletas nos grupos teste de contaminação mono e multiespécies. A partir 

da coleta 3 pôde-se observar diferença estatisticamente significante nas 

médias da quantidade de endotoxina (p=0,35), sendo que a média da 

quantidade de endotoxina na coleta 3 do grupo teste dos espécimes com 

microrganismos associados foi menor, confirmando comportamento

diferente na liberação de endotoxina no grupo de contaminação

monoespécie de Escherichia coli em comparação com o grupo de

contaminação multiespécies. Verificou-se diferença estatística (p=0,004)

entre as coletas 4 dos grupos teste , onde a média da quantidade de 

endotoxina foi menor no grupo de contaminação monoespécie,

confirmando comportamento diferente entre os grupos de contaminação 

monoespécie e multiespécies quanto a neutralização de endotoxina após 

utilização da medicação intracanal. Nos grupos testes também foram

observadas diferenças estatísticas (p=0,029) entre as coletas 5, sendo 

que a média da quantidade de endotoxina da coleta 5 do grupo teste de 

contaminação com microrganismos associados foi maior que no grupo de 

contaminação monoespécie de Escherichia coli, mostrando que o

comportamento das médias da quantidade de endotoxina nos grupos são 

diferentes também após remoção da medicação intracanal. 

A Figura 28 apresenta os resultados obtidos no teste

estatístico de Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da

quantidade de endotoxina em UE/mL entre as mesmas coletas nos

grupos controle e teste nos espécimes com contaminação mono e

multiespécies.
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coleta 1= confirmação; coleta 2= imediata ao tratamento; coleta 3= após 7 dias do tratamento; coleta 4= após 14 dias com 
medicação intracanal; coleta 5= após 1 semana da remoção da medicação intracanal

FIGURA 28 – Gráficos demostrando os resultados obtidos no teste estatístico de 
Mann-Whitney (a=5%), comparando as médias da quantidade de 
endotoxina em UE/mL nas mesmas coletas realizadas nos grupos 
controle e teste de espécimes de contaminação mono e
multiespécie.
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6 DISCUSSÃO

A incorporação da tecnologia na prática médica moderna 

é inquestionavelmente um dos benefícios adquiridos pela humanidade 

para o tratamento de inúmeras patologias, dentre as quais, as morbidades 

de cunho infeccioso despontam como foco de atenção no

desenvolvimento de métodos terapêuticos avançados. Dentre os fatores 

que contribuem para uma aprimorização tecnológica voltada aos

processos infecciosos estão, sobretudo, os problemas decorrentes da 

resistência microbiana às drogas atualmente utilizadas na rotina

terapêutica. A capacidade de desenvolvimento de resistência dos

microrganismos aos agentes antimicrobianos desperta o interesse da

comunidade científica, que incorpora cada vez mais em seus objetivos, a 

busca por mecanismos que transponham esse problema14, 34 e 66. A

resistência microbiana oriunda da utilização empírica e indiscriminada dos 

agentes antimicrobianos, aliada a condição de sobrevida dos pacientes 

imunocomprometidos, torna ascendente o problema do tratamento dos 

processos infecciosos. Outro aspecto importante é a aquisição de novo 

perfil no padrão da infecção com despontamento de espécies antes não 

relevantes e com aumento na prevalência de infecções de características 

multiespécies31.

É possível observar os reflexos desta nova fase também 

na Endodontia atual, que diferentemente daquela da década de 80,

oferece muito em tecnologia para viabilizar um tratamento eficiente na 

eliminação de microrganismos, rápido para diminuir consideravelmente as 

intervenções e seguro aos padrões de qualidade em Endodontia. Dentre 

as inovações, a utilização da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana em 

Endodontia têm se destacado4, 32, 35, 41, 96, 106, 107 e 122. Os estudos sobre



121

fototratamento antimicrobiano endodôntico buscam por parâmetros

consistentes para que esta tecnologia possa ser introduzida na clínica a 

fim de facilitar o tratamento, dinamizar a eliminação do processo

infeccioso, além de acrescentar quesitos vantajosos ao tratamento, como 

a atuação antiinflamatória e analgésica local4, 32, 35, 41, 96, 106, 107 e 122. Outras

vantagens se referem ao emprego de um sistema de laser de menor 

custo, de pequena dimensão e que, além disso, ainda pode ser utilizado 

com fibras ópticas finas e flexíveis compatíveis com os instrumentos

endodônticos34, 39, 96 e 106.

As investigações sobre implantação da Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana como coadjuvante ao tratamento

endodôntico embora promissora, necessita do estabelecimento de

protocolos viáveis para utilização efetiva, além de muitos estudos

referentes ás propriedades da técnica, aos efeitos biológicos sobre

tecidos do hospedeiro e sobre os agentes infecciosos25, 32, 41, 69, 96 e 106.

Este estudo buscou associar a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana ao 

tratamento convencional a fim de contribuir cientificamente na admissão 

de um método terapêutico viável para introdução na clínica endodôntica, 

não desmerecendo etapas primordiais para promoção e manutenção das 

condições de desinfecção necessárias ao tratamento, como a etapa da 

instrumentação e medicação intracanal. 

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana baseia-se em um 

princípio simples em que a eliminação de microrganismos está

relacionada com a ativação do corante depositado no organismo alvo que 

após sensibilização transforma oxigênio molecular em oxigênio singlete

altamente reativo (fo toprocesso Tipo II) ou interage com outras moléculas 

aceptoras de elétrons resultando na produção de hidroxilas e radicais

orgânicos (fotoprocesso do Tipo I) que são citotóxicos14, 58, 72, 125, 131 e 133.

Entretanto o estabelecimento de protocolos efetivos na

fotossensibilização letal sobre microrganismos continua sendo um desafio 

para os pesquisadores, uma vez que fatores inerentes ao tipo de
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irradiação, ao corante fotossensibilizador e á estrutura celular da espécie 

microbiana devem ser levados em consideração12 e 120.

Muitas das dificuldades no estabelecimento de um

protocolo efetivo da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana para utilização 

intracanal consiste na diferença de susceptibilidade dos microrganismos

aos protocolos empregados, fato que merece atenção quando se deseja 

introduzir parâmetros eficientes para utilização da técnica. Para a

introdução de parâmetros eficientes um dos elementos a ser considerado 

é a dose de irradiação. Yoshimura128 mencionou que o sucesso da

Terapia Fotodinâmica depende da quantidade de energia entregue aos 

tecidos ou células-alvo, sendo que existem relatos de insucessos devido 

ao excesso de energia empregado na técnica, tornando cada vez mais 

preocupante uma melhor definição dos valores ideais de energia a serem 

depositados no tecidos ou células alvo.

Alguns outros fatores que devem ser levados em

consideração quando objetiva-se definir uma dose de irradiação para a 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana é o tipo de tecido a ser irradiado 

(constituintes teciduais, coeficiente de absorção do tecido), distância do 

emissor ao tecido, método de aplicação (movimentos de irradiação,

número de sessões), além de elementos do próprio laser como o tipo 

selecionado e o sistema de entrega do feixe (fibra óptica, braço articulado 

com lentes, scanner etc). Segundo considerações de Lopes62, não é

possível calcular quanto é a absorção de cada tecido ou célula , entretanto 

é possível calcular o quanto o aparelho está emitindo. 

Sem dúvida alguma, a dosimetria é um dos itens mais

controversos nas terapias utilizando a luz laser de baixa intensidade,

justamente porque a evolução científica vem descobrindo fórmulas mais 

adequadas e com menor erro para o cálculo da dose mais indicada para 

cada situação61. Além disso, é muito importante conhecer as

características técnicas do equipamento que está sendo utilizado61, 113, 116 

e 128.
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Neste estudo, o método de irradiação e o tipo de laser 

selecionado foram baseados nos protocolos definidos por Gutknecht et 

al.41 e Segundo97
, por demonstrarem em seus estudos resultados

relevantes sobre a efetividade da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana

com vistas ao tratamento endodôntico. A escolha pelo laser diodo a

outros tipos de laser, está relacionada principalmente por serem

recomendados para redução microbiana sem apresentarem aumento na 

temperatura do tecido circundante, vantagem importante na aplicação da 

técnica para fins endodônticos24, 41 e 74. Também foi levado em

consideração o fato das terapias utilizando lasers de baixa intensidade

não favorecerem o desenvolvimento da resistência microbiana, pelo

menos até onde se conhece atualmente14, 33, 34, 39, 42 e 66.

O laser de Arseneto de Gálio e Alumínio (AsGaAl)

utilizado neste estudo é vantajoso em relação aos outros de estado sólido

ou gás principalmente com relação ao custo, motivo pelo qual vêm

ganhando espaço cada vez maior em diversas aplicações na Odontologia. 

Além disso, são duráveis e comprovadamente eficientes no processo de 

conversão de energia elétrica em luz e na seletividade da luz emitida116.

Diferentes parâmetros de potência (P), comprimento de 

onda (λ) e tempo de irradiação na Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana

para fins endodônticos podem ser observados na literatura. Seal et al.96,

por exemplo, compararam diferentes parâmetros de irradiação para

verificação da efetividade antimicrobiana sobre biofilme de Streptococcus

intermedius em canais radiculares. Os autores utilizaram 20 combinações 

de quatro concentrações de corante com cinco diferentes doses de

energia do laser, alcançando diferentes resultados diante das

combinações de parâmetros de irradiação. Garcez et al.34 realizaram 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana em canais radiculares contaminados 

com Pseudomonas aeruginosa e Proteus mirabilis. Para a realização da 

técnica preconizaram λ de 660 nm em diferentes doses de irradiação e 

tempo de aplicação, conferindo ao final do experimento, resultados
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variados quanto á efetividade. Outros trabalhos realizaram Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana frente a diferentes microrganismos como 

Candida albicans, Escherichia coli, Streptococcus mutans, Enterococcus

faecalis dispostos em suspensão ou organizados em biofilmes

monoespécies, entretanto não foram observadas evidências de estudos 

sobre a determinação de parâmetros para Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana frente a microrganismos organizados em biofilmes

multiespécies12, 14, 15, 20, 33, 39, 52, 54, 56, 64, 76, 86, 88, 96, 97, 108, 115, 118, 120, 129, 130, 132

e 136.

Segundo Schoop et al.95, novos comprimentos de onda

têm sido estabelecidos para a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana em 

desinfecção de canais radiculares. Os autores testaram a efetividade de 

laser diodo e de KTP (potássio-titânio-fosfato) frente a Escherichia coli e 

Enterococcus faecalis na potência de saída de 1W e 1,5W e obtiveram 

diferenças em seus resultados. Os autores relataram que os λ testados 

são ferramentas úteis na desinfecção dos canais radiculares e podem ser 

aplicados seguramente se a energia aplicada permanecer dentro dos

limites propostos.

Para a realização deste estudo foi selecionado um único 

parâmetro de irradiação com o objetivo de avaliar as diferenças na

atividade antimicrobiana frente a Candida albicans, Enterococcus faecalis

e Escherichia coli constituindo biofilmes mono e multiespécies nos canais 

radiculares. O parâmetro utilizado, baseado na metodologia proposta por 

Gutknecht et al.41 e Segundo97, foi utilizando laser diodo de baixa

intensidade com comprimento de onda 660nm, ajuste de potência no

painel de controle do aparelho em 40mW, utilizando-se sistema de

entrega por fibra óptica de diâmetro de 365µm e potência de saída

(entrega) de fibra óptica mensurada em 30mW, realizando técnica

helicoidal de aplicação, durante 30min.

Quanto à utilização do sistema de entrega por fibras

ópticas, justifica-se pela compatibilidade com as dimensões dos canais

radiculares permitindo que o feixe de irradiação alcance toda a extensão 
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do canal radicular durante a ativação do corante fotossensibilizador. Foi 

utlizado neste estudo fibra óptica de diâmetro de 365µm com potência de 

saída do feixe de irradiação mensurada em 30mW, considerando perda 

de 10mW de potência da saída do foco do aparelho. Moritz et al.74

relataram que a confiabilidade da irradiação nos canais radiculares deve-

se ás fibras condutoras de luz flexíveis e de diâmetro compatível com o 

canal. Outros estudos como de Kreisler et al.57, Garcez et al.34, Schoop et 

al.95 ressaltaram que, embora a fibra óptica possua dimensões

importantes para a entrega do feixe às paredes internas dos canais

radiculares, deve ser utilizada com muita cautela para que não haja

rompimento da fibra no interior do canal, cuja dificuldade na remoção dos 

fragmentos comprometeria o sucesso do tratamento.

É fato notável que a pesquisa sobre novos

fotossensibilizadores, que possam ser empregados em Terapia

Fotodinâmica, têm sido bastante intensa nos últimos anos13, 26, 39, 44, 52, 55, 

72, 86, 98, 114, 118, 119, 120, 125 e 129. Alguns requisitos para um bom agente 

fotossensibilizador são necessários, como possuírem forte absorção na 

região do vermelho, altos rendimentos quânticos de formação de oxigênio 

singleto, baixa toxicidade, agregação seletiva e fácil eliminação98. Com a 

expansão da Terapia Fotodinâmica, uma das principais áreas de pesquisa 

se concentra na busca e desenvolvimento de novas moléculas

fotossensíveis114.

No presente estudo foi selecionado o corante

fotossensibilizador azuleno associado ao endo-PTC com base na

atividade fotodinâmica relevante intermediada pela mistura nos estudo de 

Segundo101. O corante azuleno, extraído do óleo essencial da Chamomilla

recutita (camazuleno) é comumente utilizado em preparações cosméticas 

por apresentar uma atividade antiinflamatória notável na proteção da

pele65. Outros efeitos como calmante, analgésico, antiespasmódico,

carminativo, cicatrizante e emenagogo são também associados aos

compostos da Chamomilla recutita65. Este corante vem sendo utilizado na 

Terapia  Fotodinâmica  Antimicrobiana com sucessos  representativos12,
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33 e 97, embora muitos outros corantes sejam passíveis de utilização. A 

vantagem do azuleno na Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana pode estar 

associada ao fato do corante demonstrar, além das características

fotossensibilizantes, efeitos antiinflamatórios, cicatrizantes e analgésicos. 

A maior parte dos estudos em Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana empregam o azul de metileno e o azul de toluidina com 

resultados importantes na eliminação de microrganismos26, 44, 54, 55, 56, 75, 76, 

118, 119, 132, 131 e 133. Apesar de serem corantes bastante utilizados devido

sua baixa toxicidade e boa eficiência, ainda são necessários muitos

estudos para comprovação clínica e aquisição de acesso regulamentado. 

Talvez uma alternativa imediata de acesso regulamentado para uso

clínico na cavidade oral seria a eritrosina, utilizada comumente na

evidenciação de biofilmes de superfícies dentárias. Metcalf et al.72 e Wood 

et al.125, apresentam em seus estudos parâmetros de utilização da

eritrosina na Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com sucesso

comparável ao de outros agentes mais utilizados, como o azul de metileno 

e o azul de toluidina. 

No presente estudo a associação do corante azuleno com 

o medicamento Endo-PTC teve por objetivo promover uma condição mais 

apropriada para uso clínico melhorando as características da consistência

do corante por torná-lo mais viscoso facilitando assim a manipulação e 

introdução no interior dos canais radiculares. Esta associação também

minimiza o potencial de manchamento dentário, evitando que o corante 

seja inadequado para utilização na clínica endodôntica12, 15 e 97.

O mecanismo de ação da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana baseia-se na letalidade fotoinduzida, devido

principalmente à atividade do oxigênio singlete (1O2), uma espécie

excitada altamente reativa capaz de oxidar moléculas orgânicas com alta 

densidade eletrônica, como por exemplo, lipídios, proteínas e ácidos

nucléicos16 e 73. É uma das mais importantes espécies oxidativas

envolvidas com toxicidade celular e danos genéticos, que ocorrem

preferencialmente nos sítios de guanina16.  Segundo Jiménez-Banzo et 
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al.50, a formação de oxigênio singlete fotoinduzido envolve transferência 

de energia de um fotossensibilizante para as moléculas biológicas. 

No decorrer do presente estudo foi notável a observação 

relacionada com a interação laser-corante-tecido biológico que, no caso 

da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, pode promover tanto morte

celular (fotossensibilização letal) como estimulação celular

(fotobioestimulação). Mas embora neste caso o objetivo seja

fotossensibilização letal sobre microrganismos, é importante considerar 

que a radiação laser utilizada na Terapia Fotodinâmica, se não utilizada 

com devidas precauções, é capaz de promover danos teciduais em

regiões ou tecidos vulneráveis do hospedeiro. No Brasil, ainda são

poucas as normas relacionadas a tecnologia laser. De acordo com a

ABNT (Associação Brasileira de Normas Técnicas), a normalização mais 

importante a ser considerada para utilização da tecnologia laser na área 

da saúde é a NBR IEC 60601-2-22 de 10/1997, uma norma internacional

adotada no Brasil que prescreve os requisitos particulares para a

segurança de equipamentos laseres utilizados em diagnósticos e terapias. 

Por outro lado, a legislação ordinária sobre a proteção dos trabalhadores 

diante de riscos no trabalho, estabelece normas regulamentadoras (NRs), 

dentre as quais encontra-se a NR-15, que regulamenta as atividades e 

operações insalubres, cujos anexos mais relevantes para a utilização da 

tecnologia laser, relaciona o fato de que o laser é enquadrado como uma 

radiação não ionizante e também o fato de que as operações ou

atividades que exponham os trabalhadores às radiações não ionizantes, 

sem a proteção adequada são consideradas insalubres. Assim é

importante que seja de conhecimento de todos os envolvidos com a

operação de equipamentos laser, os riscos destes equipamentos e a

adoção de medidas que permitam reduzi-los ao máximo11.

Lizarelli61 relata que a biossegurança para utilização dos 

sistemas laseres em Odontologia torna-se alvo de discussão muito atual.

Os organismos internacionais de controle e segurança estabeleceram 

parâmetros para determinar a exposição máxima a qual os indivíduos 
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poderiam ser expostos com segurança. Para os diodos laser de AsGaAl

infravermelho com um comprimento de onda em torno de 700nm os

valores para os parâmetros da máxima exposição permitida (MPE –

Maximum Permissible Exposure) para a córnea em 0,25s de exposição é 

de 3,7 x 10-3 W/cm2, para 10s é de 1,5 x 10-3W/cm2, para 600s é de 5,3 x 

10-4W/cm2 e para 30.000s é de 4,6 x 10-4W/cm2, constantando que

aumentando-se o tempo de exposição á luz, uma intensidade menor, que 

não seria danosa numa exposição casual poderá tornar-se lesiva116.

A proteção de todos envolvidos no procedimento consiste 

basicamente no uso dos óculos de proteção que atenuam o feixe ao qual 

são submetidos. Esta preocupação com as áreas dos olhos é proveniente 

do fato de que os mais graves acidentes são aqueles ocorridos com os 

olhos, já que a radiação atinge a retina após sofrer uma amplificação de 

um fator 100.000 vezes. Em relação ao ambiente devem ser utilizados 

sistemas de sinalização informativos quanto à radiação laser, advertindo 

sobre o perigo da exposição ao feixe61, 69 e 116.

Quanto aos procedimentos de inoculação dos espécimes 

no presente estudo, o tempo de formação do biofilme intracanal foi

necessário para que houvesse penetração dos microrganismos nos

túbulos dentinários e outras áreas do sistema de canal radicular,

conferindo uma condição ambiental semelhante ao que ocorre in vivo

possibilitando criar in vitro um desafio experimental que pudesse ser 

transposto clinicamente. Neste sentido, os períodos utilizados para

alcançar essa condição diferiram entre as espécies de microrganismos 

selecionadas neste estudo devido as características distintas das

espécies quanto ao potencial de penetração e formação de biofilme em

túbulos e outras áreas do complexo sistema de canal radicular. Neste

estudo o tempo de contaminação no grupo de espécimes inoculados com 

Candida albicans foi de 21 dias baseando-se no fato de que a espécie

possui uma célula grande na forma de levedura que poderia dificultar a 

penetração nos túbulos nesta forma celular, sendo então necessário um 

maior tempo no interior dos canais radiculares para que na forma de hifa 
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seja possível ocorrer penetração da espécie no interior dos túbulos

promovendo uma melhor fixação desta ao ambiente intraradicular. Silva et 

al.100 mencionaram que em microscopia eletrônica de varredura é possível 

observar que na topografia da parede dentinária do canal radicular

infectado com Candida albicans as formas de hifas invadem os túbulos

dentinários, lateralmente as formas de broto, e as formas de leveduras

são mais evidenciadas na parede voltada para o lúmem do canal. 

No presente estudo o tempo de contaminação no grupo 

de espécimes inoculados com Enterococcus faecalis e Escherichia coli foi 

de 14 dias. Saleh et al.91 verificaram que a colonização de Enterococcus

faecalis nos casos relacionados com problemas endodônticos mostram 

células bacterianas penetrando de 300-400µm no interior dos túbulos

dentinários, cuja condição in vitro pode ser alcançada com no mínimo 2 

semanas de contaminação. Garcez et al.34, preconizaram um menor

tempo de contaminação para bactérias Gram-negativas pela característica 

de mobilidade dessas espécies no interior do complexo canal radicular. 

Os autores utilizaram um tempo de contaminação de 3 dias para

formação de biofilme intracanal de bactérias Gram-negativas. Neste

estudo foi utilizado o período de 14 dias de contaminação para o grupo 

dos espécimes inoculados com Escherichia coli com a finalidade de

promover uma condição de biofilme maduro no interior dos canais

radiculares e de possibilitar a formação de quantidade considerável de 

endotoxina no ambiente para realização dos testes experimentais que 

também tiveram por objetivo verificar a efetividade da Terapia

Fotodinâmica e medicação intracanal na neutralização de endotoxina.

Quanto ao grupo de espécimes de inoculação com os microrganismos 

associados foi necessário um maior tempo de contaminação (28 dias)

para que fosse possível formação de biofilmes com três espécies

associadas, sem que houvesse a inibição do crescimento de nenhuma

das espécies nesta condição. Embora na literatura possam ser verificados 

períodos de contaminação dos espécimes distintos dos utilizados neste 

estudo28, 33, 34, 36, 74 e 121, a determinação dos períodos está relacionada
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com os diferentes objetivos dos estudos que, nem sempre, necessitam de 

condição condizente com a situação clínica in vivo, como preconizada 

neste estudo.

A Terapia Fotodinâmica com finalidade de

fotossensibilização letal sobre microrganismos tem sido bastante discutida 

sob vários aspectos na literatura mundial14, 31, 33, 34, 42, 52, 55, 57, 58, 72, 76, 92, 96, 

105, 106, 115, 125, 127, 130, 131 e 133. Os resultados promissores quanto à

efetividade antimicrobiana foram atribuídos às vantagens inerentes á

técnica para finalidade endodôntica, o que despertou o interesse pela 

investigação desta na Endodontia, já que a eliminação de microrganismos 

é um dos objetivos preponderantes do tratamento endodôntico34, 39, 86, 96, 

106, 115, 127 e 129.

Nas considerações de Folcwaczny et al.32, Kreisler et al.59

e Zeina et al.133, quanto à atividade da irradiação laser sobre

microrganismos, foi mencionada a existência de diferenças importantes

na sensibilidade das espécies microbianas á luz laser, determinadas em 

grande parte pela morfologia celular de cada espécie. Shackley et al.92

relataram, por exemplo, que a Terapia Fotodinâmica é mais seletiva em 

tecidos hiperproliferativos, sendo possível que a capacidade proliferativa 

de cada espécie determine a sensibilidade á técnica.

Outros autores evidenciaram diferenças na sensibilidade

a Terapia Fotodinâmica, relacionadas ao tipo bacteriano. Soukos et al.105 e 

106, Komerick e Wilson55 e Zancanela et al.129 são contundentes em

mencionar que é perceptível uma maior susceptibilidade das bactérias

Gram-positivas á ação fotodinâmica da técnica, em relação às bactérias 

Gram-negativas. Entretanto no presente estudo, a Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana promoveu relativa diminuição tanto das Gram-positivas,

quanto das Gram-negativas, mas em ambos casos pôde-se observar que 

houve dificuldade de eliminação total das espécies bacterianas.  Zeina et 

al.133 observaram diferenças de susceptibilidade a Terapia Fotodinâmica

levando em consideração o tipo celular, onde relataram que a Terapia 

Fotodinâmica é mais efetiva frente á células procarióticas em relação ás 
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eucarióticas. Esta observação também foi constatada no presente estudo, 

onde a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana nos padrões utilizados, não 

demonstrou resultados significantes na eliminação de células eucarióticas 

de Candida albicans, mas promoveu relativa diminuição no número de 

células procarióticas de Enterococcus faecalis e Escherichia coli. Também

foram relatadas diferenças na sensibilidade á Terapia Fotodinâmica

quando os microrganismos estão organizados sob a forma de biofilme e 

quando estão dispostos como células isoladas em um meio líquido, sendo 

que o desafio da Terapia Fotodinâmica é maior quando os

microrganismos estão organizados em forma de biofilmes27, 75, 96, 125 e 130.

No presente estudo foi possível observar que a Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana, no protocolo proposto frente a microrganismos

organizados na forma de biofilmes, mostrou dificuldade na eliminação 

microbiana, já que a redução alcançada no grupo de tratamento

utilizando-se a técnica foi igual ou aproximada aquela alcançada nos

grupos em que a técnica não foi utilizada e em nenhum dos casos ocorreu 

eliminação de 100% dos microrganismos com a utilização da terapia.

Quanto aos fatores relacionados à irradiação, existem

relatos que a redução microbiana depende da dose, do tempo, da

fluência34 e 130, comprimento de onda utilizado13, tipo de luz, irradiação de

feixe pulsado ou contínuo57, potência, coeficiente de extinção do meio

(absorção)76 entre outros. As características químicas dos corantes

fotossensibilizantes devem ser compatíveis com a célula alvo, com o meio 

ao qual estão dispostas durante o processamento da técnica, além de ser 

extremamente importante o estabelecimento da banda de absorção (λ)

ideal do corante á irradiação relacionada13, 55, 58, 62, 76, 86, 106, 125 e 129. Outros

fatores como o pH e a presença de constituintes proteicos no meio,

podem interferir na susceptibilidade dos microrganismos a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana55.

No protocolo de tratamento endodôntico associado a

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana preconizado neste estudo frente a

biofilmes intracanais monoespécie de Candida albicans, foi possível
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observar que não houve diferença na efetividade das etapas do

tratamento utilizando Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com relação 

ao grupo controle, inclusive após a etapa de utilização da medicação 

intracanal de polimixina B associada á clorexidina gel 2%. Esses

resultados concordam com as evidências de Zeina et al.133, onde a

espécie de levedura Candida albicans se mostrou menos susceptível á 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana utilizando luz policromática de

projetor de slide, com 250W e comprimento de onda de 400-700nm,

mediada pelo azul de metileno. No estudo de Brasil et al.12 também foi 

possível observar falta de atividade da Terapia Fotodinâmica

antimicrobiana frente a Candida albicans utilizando-se protocolo muito 

semelhante com relação ao estabelecido no presente estudo (laser diodo 

AsGaAl, λ= 685nm, fibra óptica) para fotossensibilização letal intracanal 

mediada pelo azuleno associado ao Endo-PTC.

Embora o protocolo para Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana em canais radiculares, preconizado neste estudo não

tenha obtido resultados positivos frente a Candida albicans, outras

investigações na literatura realizaram a técnica com resultados

interessantes, porém em outras condições experimentais. Majewiski et 

al.64 observaram in vitro, que a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana

utilizando-se laser diodo de baixa intensidade de AsGaAl (λ= 660nm, P=

35mW), mediada pelos corantes azul de metileno e azuleno, possibilitou 

uma melhor redução no número de UFC de quatro diferentes cepas de 

Candida albicans em relação ao grupo controle. Rossoni et al.88

demonstraram em seus estudos, que a Terapia Fotodinâmica utilizando-

se laser diodo (λ= 660nm e P= 35mW) com os corantes

fotossensibilizadores azul de metileno e azul de toluidina, nas densidades

de energia de 6, 10 e 15J/cm2  possibilitou uma redução in vitro no

número de UFC de Candida albicans melhor que o grupo controle. Os 

estudos de Munin et al.76 demonstraram que a Terapia Fotodinâmica com 

laser diodo (P= 0,035W, λ= 683nm) com dose de energia de 28J/cm2
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utilizando-se o corante fotossensibilizador azul de metileno na

concentração de 0,27mM foi capaz de inibir o crescimento de Candida

albicans e diminuir a porcentagem de células com tubos germinativos, no

protocolo previamente estabelecido.

Comparando-se os resultados das condições

experimentais mencionadas nos estudos que apresentaram resultados

interessantes frente a atividade antimicrobiana da Terapia Fotodinâmica e 

a deficiência da atividade antimicrobiana para Candida albicans no

protocolo estabelecido no presente estudo, é provável que, dentre os

fatores que poderiam justificar este resultado, o desafio proposto na forma 

de biofilme seria a causa mais relacionada com a dificuldade de eficiência 

do protocolo preconizado neste estudo. Como anteriormente mencionado, 

existe uma diferença muito importante na sensibilidade a Terapia

Fotodinâmica quando os microrganismos estão organizados sob a forma 

de biofilme em comparação á disposição em forma de células isoladas 

num determinado meio, onde a dificuldade de ação da Terapia

Fotodinâmica é maior na organização em biofilmes27, 75, 96 e 130. Embora 

tenha sido perceptível a atividade da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana frente a Candida albicans em diferentes estudos, nenhum 

dos estudos analisados que apresentaram uma condição de efetividade 

foi submetido ao desafio na forma de biofilme mas na forma de células

isoladas dispersas em meio líquido. Charbrier-Roselló et al.20 embora

tenham observado que a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, nos

protocolos estabelecidos pelos autores, eliminou completamente a enzima 

deidrogenase de Candida albicans enfatizou que os resultados relevantes 

da Terapia Fotodinâmica em estudos in vitro, com poucas condições que 

remetem ao estado clínico não devem ser extrapoladas para condições in

vivo, já que fator como a complexidade dos tecidos interfere

substancialmente nos resultados.

Zeina et al.133 relacionam a ineficiência da técnica frente a 

Candida albicans também com a dificuldade imposta pela membrana 

celular que pode agir como uma barreira adicional ao corante. Além disso, 
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os autores relacionaram ainda o tamanho celular maior das leveduras em 

relação ás células bacterianas, como um fator que poderia dificultar a 

atividade antimicrobiana da Terapia Fotodinâmica. O presente estudo 

preconizou um tempo padrão de irradiação de 3min o que pode ter sido 

insuficiente para a promoção de atividade antimicrobiana, uma vez que 

segundo estudos de Zeina et al.133, para o início da atividade

antimicrobiana considerável sobre Candida albicans nos padrões

estabelecidos pelos autores, foi necessário um tempo mínimo de 20min,

onde constataram que a fotossensibilização letal de Candida albicans é 

mais lenta que a bacteriana.

Neste estudo foi observado que ao final do ciclo

experimental referente ao tratamento endodôntico proposto, não houve 

diferença entre o grupo teste e controle, sendo observado que com a 

utilização da medicação intracanal houve diminuição significativa no

número de UFC/mL de Candida albicans e essa condição foi mantida 

após período de incubação sem medicação, possibilitando a

argumentação de que a medicação utilizada contendo clorexidina

demonstrou atividade antimicrobiana frente a Candida albicans, além de 

ter possibilitado uma atividade residual por não ter sido observado

aumento significativo no número de UFC/mL da levedura. Ruff et al.89

também constatou por meio de suas investigações que a clorexidina 2% 

possui substantividade muito importante e uma ótima atividade frente a

cepas de Candida albicans resistentes á hidróxido de cálcio. Basrani et 

al.8 relataram que clorexidina como irrigante ou como medicação

intracanal tem demonstrado eficácia antimicrobiana comparada com

hipoclorito de sódio e efetividade sobre cepas resistentes á hidróxido de 

cálcio e ainda sugerem associar clorexidina com hidróxido de cálcio como 

alternativa de medicação intracanal frente á Candida albicans. Nos

estudos de Siqueira Junior et al.101 sobre efetividade da clorexidina como 

medicação intracanal, ficou demonstrado que clorexidina possui boa

atividade frente a Candida albicans nos canais radiculares, obtendo

atividade melhorada quando associada com pasta de óxido de zinco.
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Stowe et al.109 observaram atividade inbitória da clorexidina 0,12%

também sobre Candida albicans. O estudo de Menezes et al.70 realizado

em condições semelhantes às propostas no presente estudo, mostraram 

efetividade considerável da clorexidina 2% como agente irrigante frente a

Candida albicans, embora no mesmo estudo outras associações tenham 

demonstrado efetividade superior.

Os resultados do presente estudo quanto á análise da

efetividade do protocolo de tratamento endodôntico associado á Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana preconizado neste estudo frente a biofilmes 

intracanais monoespécie de Enterococcus faecalis, foi possível observar 

que o padrão das fases do tratamento foram semelhantes nos grupos

controle e teste, entretanto neste caso, a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana apresentou uma redução no número de UFC/mL de

Enterococcus faecalis mais relevante que a redução observada no grupo 

controle em que foi utilizada somente a instrumentação. Além disso, os 

resultados deste estudo mostraram que, embora tenha ocorrido aumento 

no número de UFC/mL de Enterococcus faecalis após sete dias do

tratamento, no grupo teste este aumento permaneceu menor em relação 

ao observado no grupo controle. Estes resultados estão de acordo com os 

de Castro et al.15 que utlizaram Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com 

laser diodo (AsGaAl, λ= 685nm e P= 35mW) e corante fotossensibilizador

azuleno associado ao Endo-PTC, onde verificaram que a técnica foi capaz 

de reduzir o número de Enterococcus faecalis. Os resultados de Soukos 

et al.106 também demonstraram que a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana em canais radiculares, utilizando laser diodo com auxílio 

de fibra óptica (λ= 665nm, P= 1W) e corante fotossensibilizador azul de 

metileno, foi capaz de reduzir a porcentagem de Enterococcus faecalis.

Assim como nos resultados do presente estudo, Soukos et al.106

verificaram que embora a Terapia Fotodinâmica tenha reduzido a

porcentagem de Enterococcus faecalis, não ocorreu erradicação total da 

espécie em canais radiculares. Em investigação realizada por Usacheva
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et al.120 para analisar a sensibilidade dos microrganismos patogênicos a 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, também foi verificada sensibilidade 

de Enterococcus faecalis independente do corante utilizado pelos autores 

(azul de metileno e azul de toluidina) com laser diodo (λ= 664nm, P= 50 a 

100mW). Neste caso também foi observado que a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana não foi capaz de eliminar completamente Enterococcus

faecalis.

Foi possível observar também que ao final do ciclo

experimental, após a utilização da medicação intracanal, a redução no 

número de UFC/mL de Enterococcus faecalis não apresentou diferença 

nos grupos controle e teste. Pôde-se observar que a medicação contendo 

clorexidina mostrou desempenho muito importante, embora não tenha

sido capaz de eliminar completamente a espécie organizada na forma de 

biofilme em canais radiculares. Estes resultados concordam com os

encontrados por Gomes et al.36, em que clorexidina gel utilizada como 

medicação intracanal inibiu o crescimento de Enterococcus faecalis,

chegando a ser mais efetiva que hidróxido de cálcio, demonstrando

também, assim como neste estudo, uma atividade residual por até 15 

dias. Portenier et al.85 verificaram eliminação de Enterococcus faecalis

com clorexidina utilizada em diferentes concentrações e associada com 

outra medicação. Damello et al.25 fizeram observações interessantes

sobre a atividade antimicrobiana da clorexidina gel 2%, onde tanto a

utilização como irrigante ou como medicação intracanal reduziu o número 

de UFC de Enterococcus faecalis e foi capaz de manter a condição 

alcançada por até 7 dias, comprovando a propriedade de substantividade 

da clorexidina, assim como observado no presente estudo, que ao final do 

ciclo experimental houve a manutenção da condição de redução

alcançada com o uso da medicação intracanal.

Segundo Gomes te al.36 a atividade da clorexidina gel 2% 

depois de 15 dias sugere que a viscosidade na forma gel possibilita o 

contato do agente ativo com o canal e túbulos dentinários e que esta 

consistência é capaz de penetrar por mais de 0,4mm nos túbulos.
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Dentre os resultados das investigações sobre a

efetividade da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana frente Enterococcus

faecalis analisadas no presente estudo, não foram encontradas

evidências sobre falta de atividade da Terapia Fotodinâmica para a

referida espécie. Este fato denota que é interessante o aprimoramento do 

protocolo de utilização da técnica em canais radiculares, uma vez que, 

mesmo em desafios na forma de biofilme e canais radiculares dotados de 

muitas anfractuosidades, a Terapia Fotodinâmica tem atividade

antimicrobiana sobre Enterococcus faecalis, uma das espécies mais

resistentes ao tratamento endodôntico convencional. 

Neste estudo, os resultados da análise da efetividade do 

protocolo de tratamento endodôntico associado a Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana frente a biofilmes intracanais monoespécie de Escherichia

coli, foi possível observar que o padrão das fases do tratamento foram 

semelhantes nos grupos controle e teste. Relacionando os resultados dos 

grupos controle e teste foi observada que a Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana associada a instrumentação foi, de forma imediata, melhor 

que o tratamento utilizando-se apenas a instrumentação, mas após a

utilização da medicação intracanal, ao final do ciclo experimental, os dois 

tratamentos reduziu totalmente o número de UFC/mL de Escherichia coli.

Os resultados encontrados neste estudo estão de acordo com os

descritos por Usacheva et al.118 onde observaram que a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana com laser diodo (λ= 664nm) e corantes

fotossensibilizadores azul de metileno e azul de toluidina, foi efetiva na 

inativação de Escherichia coli, alcançando eliminação total utilizando-se

concentrações de 95 a 170µM de azul de toluidina e de 180 a 250µM de 

azul de metileno. Komerick e Wilson55 observaram redução de Escherichia

coli com Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana dependente da dose de 

energia da luz incidente. Os estudos de Prates et al.86 verificaram

efetividade da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana com laser diodo (λ=

660nm e P= 100mW) frente a Escherichia coli utilizando-se corante
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fotossensibilizador azul de metileno, alcançando índices de redução em 

tubos de ensaio, de até 99,85%. Segundo Zancanella et al.129 a inativação 

efetiva da Terapia Fotodinâmica frente á Escherichia coli utilizando-se

laser diodo (λ= 660nm) e corante fotossensibilizador azul de metileno,

está relacionada com a capacidade do fotossensibilizador catiônico

remover íons divalentes dos lipopolissacarídeos da parede celular externa 

favorecendo a distorção da membrana externa, com a formação de canais 

que acabam por permitir entrada do fotossensibilizador. Os autores

também relatam que embora a Terapia Fotodinâmica, nos padrões

utilizados seja efetiva para Escherichia coli, as bactérias Gram-negativas

são mais resistentes á processos de fotoinativação devido às

características estruturais da célula, sendo que muitos estudos

recomendam a utilização de aditivos como EDTA ou polimixina B ao

corante fotossensibilizador para conseguir efetiva inativação.

Neste estudo foi observado que de forma imediata a

Terapia Fotodinâmica asssociada á instrumentação diminui o número de 

UFC/mL de Escherichia coli, mas outros autores como Soukos et al.105 e 

106 e Komerick e Wilson55 mencionaram a susceptibilidade a Terapia

Fotodinâmica é maior em bactérias Gram-positivas, com relação às Gram-

negativas.

Quanto a atividade antimicrobiana da clorexidina

associada á polimixina B, a redução total do número de UFC/mL de 

Escherichia coli após utilização da medicação intracanal pode estar

relacionada a presença de polimixina B possibilitando maior atividade da 

clorexidina. Ogita et al.79, por exemplo, relataram que a polimixina B inibiu 

o crescimento de Escherichia coli de maneira bastante efetiva em

pequenas concentrações. Zancanella et al.129, como anteriormente

mencionado, relata que a literatura recomenda uso de aditivos como a 

polimixina B para melhorar atividade antimicrobiana sobre Escherichia

coli. Komerick e Wilson55 observaram pouca atividade antimicrobiana da 

Terapia Fotodinâmica utilizando corante fotossensibilizador ftalocianina e 

porfirina, e mencionaram que a efetividade desses corantes poderia ser 
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considerada se houvesse a associação com aditivo tipo EDTA. Os

resultados interessantes desse e de outros estudos frente a Escherichia

coli utilizando-se Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana é importante para 

despertar interesse pelo aprimoramento do protocolo de utilização da

técnica em canais radiculares, levando em consideração a possibilidade 

de melhorar a efetividade da técnica através da associação de aditivos 

como EDTA ou polimixina B ao corante fotossensibilizador.

No presente estudo os microrganismos Candida albicans,

Enterococcus faecalis e Escherichia coli foram inoculados de forma

associada no interior dos canais radiculares, constituindo biofilmes

multiespécies com o objetivo de verificar diferenças na atividade

antimicrobiana da Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana e medicação

intracanal frente aos microrganismos associados. Foi observado que o 

padrão de comportamento de Candida albicans nas fases do tratamento 

preconizado para o grupo controle diferiu após período de incubação de 

uma semana de tratamento com instrumentação, sendo observado que a 

redução alcançada com a instrumentação no grupo de espécimes

inoculado com Candida albicans associada aos outros microrganismos se 

manteve após uma semana, diferentemente do grupo controle em que a 

espécie foi inoculada de forma isolada. Também foi observada diferença

após a utilização da medicação intracanal entre o grupo em que os

espécimes foram inoculados somente com Candida albicans em relação 

ao grupo de inoculação multiespécies. Neste caso, houve maior redução 

pela medicação intracanal no grupo dos microrganismos associados,

ocorrendo redução total nesse grupo ao final do ciclo experimental. Com

esses resultados foi possível observar que ocorreu melhor atividade

antimicrobiana do tratamento proposto para o grupo controle quando

Candida albicans foi inoculada em associação com outros

microrganismos, embora ao final do ciclo experimental não tenha sido 

observada diferença relevante .

Quanto ao padrão de comportamento de Candida

albicans nas fases do tratamento preconizado para o grupo teste, em que 
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foi associada instrumentação com Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana,

ocorreu diferença na atividade antimicrobiana imediatamente ao

tratamento sendo observado que no grupo dos espécimes em que

Candida albicans foi inoculada de forma isolada houve maior redução no 

número de UFC/mL em relação ao grupo em que Candida albicans foi 

inoculada em associação com outros microrganismos. Embora nos dois 

casos tenha ocorrido aumento do número de UFC/mL após uma semana 

do tratamento, o aumento foi numericamente maior no grupo que Candida

albicans foi inoculada em associação com outros microrganismos. Após a 

utilização da medicação intracanal não houve diferença de

comportamento frente a Candida albicans entre as fases em ambos

grupos. Esses resultados possibilitam concluir que no grupo teste a

observação mais importante quanto à comparação no comportamento de 

Candida albicans inoculada em associação ou isoladamente, foi que

Candida albicans foi mais sensível, de forma imediata, a terapia

fotodinâmica antimicrobiana quando inoculada isoladamente . De maneira 

geral foi possível observar que o comportamento de Candida albicans ao

final do ciclo experimental preconizado neste estudo para o grupo teste e 

grupo controle, onde se utilizou instrumentação associada com Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana, não diferiu significativamente quando

inoculada isoladamente ou em associação com outros microrganismos,

sendo que a eficiência da atividade da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana frente a Candida albicans, tanto no caso em que os

espécimes foram inoculados isoladamente como naqueles inoculados em 

associação com outras espécies, não foi satisfatória nas condições

propostas no presente estudo.

Neste estudo também foi analisado o padrão de

comportamento de Enterococcus faecalis nas fases do tratamento

preconizado para o grupo controle e teste. Os resultados mostraram que 

no grupo controle houve diferença em todas as fases, sendo que ao final 

do ciclo experimental, o único grupo que alcançou redução total de

Enterococcus faecalis foi aquele em que a inoculação foi realizada em 
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associação com outras espécies. Nas comparações realizadas no grupo 

teste, em que foi utilizada a instrumentação em associação com Terapia 

Fotodinâmica, foi observado que de forma imediata a Terapia

Fotodinâmica associada á instrumentação reduziu um número maior de 

UFC/mL de Enterococcus faecalis no grupo em que a espécie foi

inoculada isoladamente, e essa condição seguiu o mesmo padrão depois 

de uma semana do tratamento. Após utilização da medicação intracanal 

foi observada maior redução de Enterococcus faecalis no grupo de

inoculação multiespécie. No final do ciclo experimental não foi observada 

diferença entre o comportamento de Enterococcus faecalis comparando-

se o grupo de inoculação isolada e com outras espécies associadas

quando foi utilizado tratamento de instrumentação associada a Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana. De maneira geral foi possível observar que 

Enterococcus faecalis apresentou diferenças no padrão de

comportamento quando inoculado isoladamente em relação a inoculação 

multiespécies, sendo que apenas no grupo controle de inoculação

multiespécies foi verificada eliminação total de Enterococcus faecalis ao 

final do ciclo experimental.

Quanto aos resultados do presente estudo frente a

Escherichia coli foi possível observar que o comportamento da espécie 

quando inoculada isoladamente foi diferente da inoculação em associação 

com outras espécies, tanto nos grupos controle quanto nos grupos teste, 

na fase em que se verificou a atividade antimicrobiana imediata aos

tratamentos (instrumentação e instrumentação associada a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana). No grupo controle ocorreu maior redução 

de Escherichia coli imediata ao tratamento no grupo de inoculação

multiespécies, já no grupo teste a maior redução foi observada no grupo 

de inoculação com Escherichia coli somente. Os resultados do presente 

estudo também evidenciaram que, ao final do ciclo experimental, não

ocorreu diferença no comportamento de Escherichia coli tanto nos grupos 

teste e controle de inoculação mono e multiespécies. De maneira geral foi 

possível observar que Escherichia coli apresentou diferenças no
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comportamento imediato ao tratamento com instrumentação e com

instrumentação associada a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, sendo 

que Escherichia coli foi mais sensível, de forma imediata, ao tratamento 

associando-se Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana no grupo de

espécimes de inoculação isolada. Entretanto, não foram observadas

diferenças no comportamento de Escherichia coli nos grupos inoculados

isoladamente ou com outras espécies associadas ao final do ciclo

experimental levando em consideração os tratamentos propostos neste 

estudo.

Na literatura é uma tendência verificar efetividade de

medicamento, técnicas e materiais frente a comunidades de biofilmes

microbianos42, 72, 75, 125 e 133. O emprego de biofilmes monoespécies e 

multiespécies para observação das características nestes tipos distintos

de comunidades microbianas podem ser observados em estudos na

literatura72, 75, 125 e 130, entretanto não foram constatadas evidências na 

literatura consultada, que pudessem ser utilizadas como parâmetros de 

comparação com os resultados obtidos no presente estudo.

No protocolo de tratamento endodôntico associado a

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana preconizado neste estudo frente a

neutralização de endotoxinas em biofilmes intracanais monoespécie de 

Escherichia coli, demonstrou que no grupo teste a redução na quantidade 

de endotoxina imediatamente ao tratamento com instrumentação

associada a Terapia Fotodinâmica foi mantida após uma semana do

tratamento. No grupo teste também foi possível observar, que a condição 

de redução alcançada com a utilização da medicação intracanal se

manteve após remoção da medicação, ao final do ciclo experimental.

Embora tenha ocorrido diferença no comportamento do grupo teste e 

controle, ao final do ciclo experimental os resultados dos tratamentos na

neutralização de endotoxina foram semelhantes.

Poucos são os estudos verificando a atividade da Terapia 

Fotodinâmica Antimicrobiana sobre endotoxina. Na literatura consultada 

apenas a investigação de Komerick e Wilson55 demonstrou interesse em 
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relacionar a atividade da Terapia Fotodinâmica com endotoxinas.

Entretanto os autores avaliaram a influência da Terapia Fotodinâmica com 

laser de baixa potência (22,3 – 74,4J/cm2) e corante azul de toluidina 

sobre a bioatividade da endotoxina. Os autores mostraram que a Terapia 

Fotodinâmica nos padrões utilizados foi capaz de diminuir a bioatividade 

da endotoxina em estimular IL-6 e IL-8, além disso, essa diminuição foi 

dependente da concentração do corante e da dose de energia

empregada. O presente estudo não relacionou a bioatividade da

endotoxina com os tratamentos endodônticos preconizados, o que

impossibilita comparações com o estudo de Komerick e Wilson55.

Os resultados do presente estudo podem ser

comparados, no entanto, com os estudos de Tanomaru et al.112 e Silva et

al.99 que, embora tenham avaliado a efetividade da clorexidina 2% na 

forma líquida e na forma gel como agente irrigante intracanal, verificaram 

que a clorexidina 2% não inativou endotoxina de Escherichia coli,

inclusive não demonstrou inibição em sua atividade biológica. No

presente estudo, clorexidina gel 2% associada a polimixina B foi capaz de 

neutralizar endotoxina de Escherichia coli, apesar não ter sido verificada

neutralização total de endotoxina em nenhum dos casos. O efeito de

neutralização demonstrado neste estudo, pode estar relacionado com a 

diminuição no número de UFC/mL de Escherichia coli após utilização da 

medicação intracanal e também com uma possível potencialização do 

efeito da clorexidina pela polimixina B, já que alguns autores relataram 

essa possibilidade55 e 129.

Foi possível observar também que o perfil de redução da 

quantidade de endotoxina no grupo de inoculação de Escherichia coli

isolada foi diferente da inoculação em associação com outras espécies. 

No grupo teste, em que o tratamento realizado associou instrumentação 

com Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana, houve uma redução maior na 

quantidade de endotoxina em relação ao grupo controle e, neste caso, a 

redução foi mantida após uma semana de incubação. Foi possível

constatar que mesmo após utilização da medicação intracanal de
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clorexidina gel e polimixina B, a redução se manteve como a alcançada 

com o tratamento de instrumentação associado a Terapia Fotodinâmica 

Antimicrobiana. Comparando-se o comportamento da quantidade de

endotoxina nos grupos teste de inoculação de Escherichia coli isolada 

com associada a outras espécies, foi constatado que no grupo de

inoculação monoespécie a quantidade de endotoxina apresentou uma

redução maior ao final do ciclo experimental proposto em relação ao 

grupo de biofilme multiespécie. No grupo controle, ocorreu maior redução 

da quantidade de endotoxina após utilização da medicação intracanal no 

grupo de inoculação de Escherichia coli isolada, mas ao final do ciclo 

experimental, a quantidade de redução de endotoxina foi semelhante 

entre os grupos de inoculação de Escherichia coli isolada e associada a 

outras espécies. De maneira geral foi possível observar que a quantidade 

de endotoxina, nos grupos de inoculação de Escherichia coli isolada e 

associada a outras espécies, apresentou diferenças nas fases dos

tratamentos propostos. Foi possível observar que nos grupos controle de

contaminação mono e multiespécies, a diminuição da quantidade de

endotoxina foi semelhante ao final do ciclo experimental, já nos grupos 

teste ocorreu maior redução da quantidade de endotoxina no grupo de 

inoculação monoespécie.

Neste caso, os resultados mostraram que a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana associada ao tratamento de instrumentação 

foi melhor na neutralização de endotoxina de forma imediata ao

tratamento, comparado com o grupo controle, mas após utilização da

medicação intracanal de clorexidina gel 2% associada a polimixina B, não 

ocorreu diferença na quantidade de endotoxina comparando-se os grupos 

controle e teste. Assim como no grupo de inoculação isolada de

Escherichia coli, o efeito de neutralização pode estar relacionado com a 

diminuição no número de UFC/mL de Escherichia coli após utilização da 

medicação intracanal e também com uma possível potencialização do 

efeito da clorexidina pela polimixina B, já que alguns autores relataram 

essa possibilidade55 e 129.
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A avaliação do tratamento preconizado no presente

estudo frente ao desafio de biofilmes mono e multiespécies foi importante 

já que na infecção endodôntica in vivo existe esta mesma condição de 

organização dos microrganismos, aumentando a possibilidade de

transposição dos resultados para a clínica. Dunavant et al.27 mencionaram 

que poucos são os estudos que avaliam a efetividade de técnicas,

materiais, instrumentos, entre outros, sobre o crescimento dos

microrganismos na forma de biofilme. Seal et al.96 discutiram sobre o fato 

de que a fotossensibilização letal, apesar de apresentar resultados

promissores, não tem sido aplicada sobre biofilmes intracanal. Segundo

Zanim et al.130 relataram a importância da verificação da Terapia

Fotodinâmica sobre as diferentes fases dos biofilmes, já que em seus 

estudos observaram que biofilmes mais velhos são menos susceptíveis a

terapia. M?ller et al.75 mencionaram que biofilmes mais velhos são mais 

resistentes também á clorexidina, em comparação com os mais novos. Os 

autores também fizeram menção ao fato de que pouco se conhece sobre 

o efeito da Terapia Fotodinâmica sobre biofilmes. Em contrapartida, Wood 

et al.125 observaram que os biofilmes jovens de Streptococcus mutans

foram menos susceptíveis a Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana que os 

biofilmes mais velhos.

Apesar do presente estudo não ter incluído grupos

experimentais analisando a efetividade da utilização do corante

fotossensibilizador azuleno ou da irradiação laser de AsGaAl (no

parâmetro da Terapia Fotodinâmica) isoladamente, esses aspectos foram 

analisados em diferentes estudos, sob diferentes condições e, na grande

maioria dos casos, não foram observados resultados relevantes na

utilização isolada dessas condições. Os estudos comprovaram que essa 

forma de utilização não apresenta diferença com relação aos grupos

designados como controle12, 15, 20, 34, 55, 58, 96, 105, 106 e 133.

Embora o presente estudo não teve como proposta

avaliar a atividade dos tratamentos sobre os fatores de virulência dos

microrganismos, na literatura pode ser observado que a Terapia
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Fotodinâmica é capaz de interferir com alguns desses fatores, mesmo 

quando não é relevante a redução microbiana alcançada pela técnica13, 55 

e 76, sendo importante investigações que elucidem melhor a interferência 

da Terapia Fotodinâmica com esses fatores.

É incontestável que no tratamento endodôntico, as etapas 

de instrumentação, irrigação e medicação intracanal são essenciais para 

o sucesso do tratamento, entretanto o melhoramento da técnica,

medicamentos e materiais utilizados convencionalmente, vêm de encontro 

ao objetivo de proporcionar sempre um tratamento de maior qualidade, 

menos dispendioso, mais confortável para o paciente e para o profissional 

e, principalmente mais efetivo. Todos esses fatores, sem dúvida, estão 

relacionados com a repercussão do sucesso do tratamento em

Endodontia.

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana não deve ser

desmerecida, nem exaltada pelos profissionais segundo M?ller et al.75.

Segundo esses autores, a aplicação da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana não deve substituir os regimes dos tratamentos

convencionais, mas deve ser aprimorada no sentido de implementação 

como coadjuvante ao tratamento convencional, já que o laser de baixa 

intensidade é seguro, de fácil manipulação e aceitação pelo paciente, 

apresenta outras vantagens além de promover atividade antimicrobiana 

quando associado a um corante fotossensibilizador e é uma alternativa

viável em relação ao custo relativamente baixo do aparelho emissor de 

irradiação.

Acreditamos que são necessárias investigações para

aprimorar os resultados do protocolo de tratamento endodôntico proposto 

neste estudo, a fim de que sejam estabelecidos outros protocolos de 

tratamento passíveis de aplicação na clínica. Talvez, devido aos inúmeros 

fatores que influenciam na efetividade da Terapia Fotodinâmica

Antimicrobiana e diversidade microbiana associada a cada quadro clínico 

endodôntico, os estudos encontrarão estratégias efetivas para cada

condição específica, assim como já ocorre com os antibióticos atuais.



7 CONCLUSÕES

A partir dos resultados obtidos, concluiu-se que:

a) a instrumentação associada a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana frente a

Enterococcus faecalis e Escherichia coli foi efetiva,

mas não apresentou efetividade frente a Candida

albicans, no caso dos biofilmes intracanal

monoespécie;

b) a instrumentação associada a Terapia

Fotodinâmica Antimicrobiana não foi efetiva frente 

aos microrganismos e neutralização de

endotoxinas no caso dos biofilmes intracanais

multiespécies;

c) a utilização da medicação intracanal de clorexidina 

gel 2% associada a polimixina B não promoveu 

total neutralização de endotoxina de Escherichia

coli em biofilmes intracanal monoespécie e

multiespécie, mas apresentou significativa

efetividade sobre os microrganismos estudados.
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Apêndice A – Tabela dos resultados obtidos na análise descritiva dos 

dados em UFC/mL das coletas dos grupos controle e teste 

nos espécimes contaminados com Candida albicans

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 5000 340000 107900 114805,584

C2 controle 10 10 500 138 147,558

C3 controle 10 18480 32800 25202 4804,895

C4 controle 10 0 910 92 287,433

C5 controle 10 0 140 16 43,767

C1 teste 10 12000 1960000 382500 697386,112

C2 teste 10 10 140 38 37,357

C3 teste 10 20 30430 15442 12167,531

C4 teste 10 0 5860 1024 2186,577

C5 teste 10 0 2260 372 806,595
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Apêndice B - Tabela dos resultados obtidos na análise descritiva dos

dados em UFC/mL nas coletas dos grupos controle e teste 

dos espécimes contaminados com Enterococcus faecalis

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 13600 1472000 851000 402274,92

C2 controle 10 4120 24400 13074 6472,797

C3 controle 10 5760 35210 23408 9932,51

C4 controle 10 0 854 190 346,845

C5 controle 10 0 774 93 240,927

C1 teste 10 196000 1840000 709600 584779,389

C2 teste 10 65 4120 929 1266,6

C3 teste 10 3480 15680 9155 3597,849

C4 teste 10 0 99 36 41,256

C5 teste 10 0 231 57 93,65
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Apêndice C – Tabela dos resultados obtidos na análise descritiva dos 

dados em UFC/mL das coletas dos grupos controle e 

teste dos espécimes contaminados com Escherichia coli

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 11200000 45500000 31500000 11234174

C2 controle 10 23600 118200 60600 35335,2

C3 controle 10 0 2343000 1080200 939968,5

C4 controle 10 0 0 0 0

C5 controle 10 0 0 0 0

C1 teste 10 1790000 44600000 23540000 15764963

C2 teste 10 0 2300 349 779,2

C3 teste 10 554000 2992000 1376000 735323,9

C4 teste 10 0 0 0 0

C5 teste 10 0 0 0 0
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Apêndice D – Tabela dos resultados em UFC/mL para Candida albicans

obtidos na análise descritiva dos dados nas coletas dos 

grupos controle e teste no grupo de espécimes

contaminados com os microrganismos associados

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 10000 4200000 667300 1275049

C2 controle 10 10 8700 1467 3544

C3 controle 10 10 67000 11259 22233

C4 controle 10 0 200 83 89,1

C5 controle 10 0 0 0 0

C1 teste 10 1000 8300000 1269429 3106221

C2 teste 10 30 6300 1288 1866

C3 teste 10 4000 284000 101010 111206

C4 teste 10 0 97 13,8 30

C5 teste 10 0 5180 845 1801
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Apêndice E – Tabela dos resultados em UFC/mL para Enterococcus

faecalis obtidos na análise descritiva dos dados nas

coletas dos grupos controle e teste no grupo de

espécimes contaminados com os microrganismos

associados

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 360000 24800000 8816000 7001674,2

C2 controle 10 900 15800 3260 4462,2

C3 controle 10 21000 698000 292400 237228,5

C4 controle 10 0 10 3 4,8

C5 controle 10 0 0 0 0

C1 teste 10 19000 24100000 4683900 8017764,7

C2 teste 10 420 15400 5134 4819

C3 teste 10 25600 396000 234760 158456

C4 teste 10 0 50 10 18

C5 teste 10 0 1880 504 678,5
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Apêndice F – Tabela dos resultados em UFC/mL para Escherichia coli

obtidos na análise descritiva dos dados nas coletas dos

grupos controle e teste no grupo de espécimes

contaminados com os microrganismos associados

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 225000 51800000 9150500 15747741

C2 controle 10 210 30600 11691 11041

C3 controle 10 1000 490000 176810 181294,4

C4 controle 10 0 0 0 0

C5 controle 10 0 0 0 0

C1 teste 10 0 2430000 359300 763825,3

C2 teste 10 340 21200 6616 7929,4

C3 teste 10 700 2152000 1362470 668487

C4 teste 10 0 10 1 3,1

C5 teste 10 0 270 30 84,5
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Apêndice G – Tabela dos resultados obtidos na análise descritiva dos 

dados de quantidade de endotoxina em UE/mL nas coletas 

dos grupos controle e teste nos espécimes contaminados 

com Escherichia coli

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 50000 50000 50000 0

C2 controle 10 395 50000 20224 20670,2

C3 controle 10 50000 50000 50000 0

C4 controle 10 47 6290 1237 1874,8

C5 controle 10 223 27000 8442 8443,7

C1 teste 10 50000 50000 50000 50000

C2 teste 10 2280 50000 34195 18944

C3 teste 10 9070 50000 38197 15408,5

C4 teste 10 354 50000 7527 15784

C5 teste 10 1020 50000 9702 15414,2



172

Apêndice H – Tabela dos resultados em UE/mL para quantidade de

endotoxina obtidas na análise descritiva dos dados nas 

coletas dos grupos controle e teste no grupo de

espécimes contaminados com os microrganismos

associados

coletas n mínimo máximo média desvio-padrão

C1 controle 10 1670 50000 29540 20488,9

C2 controle 10 32 500 259 169,9

C3 controle 10 49700 50000 49970 94,8

C4 controle 10 5060 50000 16203 13682

C5 controle 10 59 10300 3711 3635,5

C1 teste 10 6100 50000 35540 15088

C2 teste 10 69 50000 18124 20056

C3 teste 10 851 50000 21919 17679

C4 teste 10 7130 50000 71160 151426,1

C5 teste 10 3850 50000 17733 15140,9
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ROSA, F.C.S. In vitro effectiveness of photodynamic therapy with low 
potency AsGaAl laser in the elimination of microorganisms and
neutralization of endotoxins in root canals. [doctorate thesis]. São José 
dos Campos: School of Dentistry of São José dos Campos, UNESP – São 
Paulo State University; 2008.

ABSTRACT

The use of laser radiation as an intra canal disinfection method against microorganisms 
recalcitrant to conventional therapy and endotoxins, that represents one of the main 
etiologic agents involved in the pathogenesis of the periapical lesions, has been studied 
nowadays. This way, the aim of this study was to evaluate in vitro the effectiveness of
antimicrobial photodynamic therapy (PDT) using ArGaAl low potency laser with azulene 
in the elimination of intracanal monospecie or multispecies biofilms formed by Candida
albicans ATCC 18804, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Escherichia coli ATCC
25922, and also in the neutralization of endotoxins in root canals. Also, to analyze the 
effectiveness of 2% chlorexidine gel associated to polimixin B as intra canal medication 
for the disinfection of  root canal system. Eighty human dental roots standardized in 16
mm and properly prepared will be used. The specimens were contaminated and
incubated during 14, 21 or 28 days with the microorganisms individually or associated. In 
the group contaminated with Escherichia coli the neutralization of endotoxin was also 
verified. After 14 days, sampling of intra canal content was plated in selective culture 
medium for each specie. Teeth were instrumented (Kerr #35-80) and, then, the
association of 25% azulene and Endo-PTC was inserted in the root canal interior and the 
specimens will be irradiated with ArGaAl laser for 3 minutes. Two sampling from the root 
canal content was performed, one immediately after the instrumentation and
photodynamic therapy and another after 7 days. Then, root canals received as
medication, an association of polimixin B and 2% chlorexidine gel for 14 days. In the 
groups inoculated with Escherichia coli the neutralization of endotoxin was evaluated by 
chromogenic cinetic test. Control groups that were instrumented but were not treated with 
PDT were included in the study. Paired data from the same sampling unit, obtained in the 
microbiological and endotoxina neutralization analyzes were submitted to Wilcoxon’s test 
(5) and non-paired data to Mann-Whitney test (5%). It was concluded that instrumentation 
associated to antimicrobial photodynamic therapy was effective against E. faecalis and E. 
coli as monospecies intracanal biofilm, however showed no effect against the other tested 
microorganisms and in the neutralization of endotoxins. Also, the use of 2% chlorexidine 
gel and polimixin B did not promote the neutralization of endotoxin of Escherichia coli in 
mono and multispecies intracanal biofilms, but was effective against the microorganisms 
studied.

KEYWORDS: Photodynamic Therapy; Endodontics; laser; disinfection
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