
 

 

UNESP - Universidade Estadual Paulista 

“Júlio de Mesquita Filho” 

Faculdade de Odontologia de Araraquara 
 

 
 
 
 
 
 
 
 

 
Ariel Zogbi Barbosa Mançanares 

 
 
 
 
 
 

Efeito do laser diodo de alta potência na redução bacteriana em canais 
radiculares infectados por Enterococcus faecalis 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Araraquara 
 
 

2018 
 
  



 

 

UNESP - Universidade Estadual Paulista 

Faculdade de Odontologia de Araraquara 

 

 
 
 
 

Ariel Zogbi Barbosa Mançanares 
 
 
 
 

Efeito do laser diodo de alta potência na redução bacteriana em canais 
radiculares infectados por Enterococcus faecalis 

 
 
 
 
 
 

Dissertação apresentada à Universidade 
Estadual Paulista (UNESP), Faculdade de 
Odontologia, Araraquara para obtenção do 
título de Mestre em Odontologia, na Área de 
Endodontia  

 
Orientador: Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Villela 
Berbert 
Co-orientador: Profª Drª Juliane Maria 
Guerreiro Tanomaru 

 
 
 
 
 
 
 
 

Araraquara 
 
 

2018 
  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

   

  

                     Mançanares, Ariel Zogbi Barbosa 
            Efeito do laser diodo de alta potência na redução bacteriana 

em canais radiculares infectados por Enterococcus faecalis /  
Ariel Zogbi Barbosa Mançanares. -- Araraquara: [s.n.], 2018 

              41 f. ; 30 cm. 
 

              Dissertação (Mestrado em Odontologia) – Universidade 
Estadual Paulista, Faculdade de Odontologia 
              Orientador: Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Villela Berbert 
              Coorientadora: Profa. Dra. Juliane Maria Guerreiro 
Tanomaru 
                
                                                                       

1. Lasers semicondutores 2. Endodontia 3. Enterococcus 
          faecalis. I. Título 
  

                     Ficha catalográfica elaborada pela  Bibliotecária Marley C. Chiusoli Montagnoli, CRB-8/5646 

                      Universidade Estadual Paulista (Unesp), Faculdade de Odontologia, Araraquara   

                                           Serviço Técnico de Biblioteca e Documentação  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

Ariel Zogbi Barbosa Mançanares 
 

 
 
 
 
 
 

Efeito do laser diodo de alta potência na redução bacteriana em canais 
radiculares infectados por Enterococcus faecalis 

 
 

Comissão julgadora 
 
 
 

Dissertação para obtenção do grau de Mestre em Endodontia  
 
 
 
Presidente e Orientador: Prof. Dr. Fabio Luiz Camargo Villela Berbert 
 
2° Examinador: Profa. Dra. Flaviana Bombarda de Andrade 
 
3° Examinador: Prof. Dr. Mário Tanomaru Filho 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Araraquara, 29 de Março de 2018 
  



 

DADOS CURRICULARES 

 
 

Ariel Zogbi Barbosa Mançanares 

 
 
 

NASCIMENTO: 01/07/1993 – São João da Boa Vista - SP 

 

FILIAÇÃO: Maria Luiza Zogbi Barbosa 

                  Antônio Roberto Araújo Mançanares 

 

2011-2015: Graduação em Odontologia na Faculdade de Odontologia de Ribeirão 

Preto – FORP/USP 

 

2016-2018: Pós-graduação em Odontologia – Área de Endodontia, nível de Mestrado, 

na Faculdade de Odontologia de Araraquara – FOAr/UNESP 

 

 

  



 

AGRADECIMENTOS 

 

Aos meus pais, Antônio Roberto Araújo Mançanares e Maria Luiza Zogbi 

Barbosa pelo apoio durante esses dois anos, pelos conselhos e força nos momentos 

difíceis. Sem vocês eu não estaria aqui hoje. 

À Universidade Estadual Paulista “Júlio de Mesquita Filho” (UNESP), na 

pessoa de seu magnífico Reitor Prof. Dr. Sandro Roberto Valentini e Vice-Reitor Prof. 

Dr. Sérgio Roberto Nobre. 

À Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP, na pessoa da sua 

Diretora Profa. Elaine Maria Sgavioli Massucato e Vice-diretor Prof. Dr. Edson Alves 

Campos. 

Ao meu orientador, Prof. Dr. Fábio Luiz Camargo Villela Berbert, pela 

paciência e apoio durante o desenvolvimento do curso. Agradeço pela oportunidade 

de trabalharmos juntos e deixo aqui meu respeito e gratidão. 

À minha co-orientadora, Profa. Dra. Juliane Maria Guerreiro Tanomaru, pelo 

entusiasmo e orientação durante todos os procedimentos experimentais, aprendi 

muito trabalhando ao seu lado. 

Aos professores do departamento, Mário Tanomaru Filho, Idomeo Bonetti 

Filho e Milton Carlos Kuga por sempre estarem dispostos a ajudar. Tenho um 

respeito imenso por todos. 

Aos funcionários da faculdade, em especial, José Alexandre, que sempre 

esteve disponível para ajudar com prontidão e paciência. 

Aos meus colegas de turma e doutorandos que sempre estiveram dispostos 

a auxiliar no que fosse preciso. Aprendi muito com todos. Gisselle, sempre me 

ajudando em todas as etapas experimentais até a fase de revisão final. Hernán, meu 

anjo da guarda que nunca decepcionou. Victor, pela parceria. Jáder, pelo bom humor. 

Tiago, que já considero um professor desde o primeiro dia, sempre me ajudando sem 

esperar nada em troca. 



 

Aos meus amigos e vizinhos, Gabriel e Nathália, pelos choros seguidos de 

risos que fizeram minhas noites mais leves para continuar os trabalhos. Por tudo que 

não cabe no lattes. 

Ao meu namorado, Artur, pela força e apoio e por sempre me fazer acreditar 

em eu mesma. 

À CAPES pela concessão da bolsa de estudos 

À todas as pessoas que, direta ou indiretamente, contribuiram para realização 

deste trabalho, minha sincera gratidão. 
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Mançanares AZB. Efeito do laser diodo de alta potência na redução bacteriana em 
canais radiculares infectados por Enterococcus faecalis [Dissertação de Mestrado]. 
Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2018. 
 
RESUMO 
 
O sucesso do tratamento endodôntico depende da eliminação de microrganismos do 
sistema de canais radiculares. As soluções irrigadoras e métodos mecânicos são 
incapazes de eliminar completamente as bactérias, que penetram profundamente nos 
túbulos dentinários e sistema de canais radiculares. Novos métodos de 
descontaminação intracanal, como o laser, têm sido estudados. Este estudo ex vivo 
foi realizado para avaliar o efeito antibacteriano de um laser diodo de alta potência, a 
irrigação convencional e combinação destas técnicas em dentes contaminados com 
biofilme de Enterococcus faecalis. Sessenta e cinco dentes unirradiculados com canal 
único foram selecionados, suas coroas foram removidas e as raizes padronizadas em 
15mm e foram preparados com limas manuais e Reciproc R50. Posteriormente foram 
preparados para o estudo microbiológico. Seus forames apicais foram selados com 
resina fotopolimerizável e a superfícies externa radicular foi impermeabilizada com 
adesivo epoxi e os espécimes foram fixados em placas de 24-poços e esterilizados 
com óxido de etileno. Cinquenta e cinco foram contaminados com E. faecalis. Após 
21 dias de incubação, os espécimes foram divididos em três grupos experimentais (n 
= 15): NaOCl, Solução salina + laser (SS+laser), e NaOCl + laser; e dois grupos 
controle (n = 10): Controle positivo (C+) e controle negativo (C-). No grupo NaOCl os 
espécimes foram irrigados com 5 mL de hipoclorito de sódio-NaOCl a 2,5%; no grupo 
SS+laser, foram irrigados com 5 mL de solução salina e posteriormente irradiados 
com laser diodo de alta potência 808 nm com 1,5 W em três aplicações de 5 x 5 s; no 
grupo NaOCl + laser, foram irrigados com 5 mL de NaOCl a 2,5% e posteriormente 
irradiados com laser da mesma maneira que no grupo anterior. Foram realizadas três 
coletas microbiológicas (C1- 21 dias após contaminação, C2- imediatamente pós-
tratamento e C3- após 7 dias do tratamento). Após diluição decimal seriada e 
plaqueamento, foi realizada a contagem de unidades formadoras de colônias (UFC 
mL-1). Na C1, todos os grupos experimentais apresentaram contaminação bacteriana; 
Na C2, os grupos NaOCl e NaOCl + laser não apresentaram crescimento bacteriano, 
diferente do grupo SS + laser que apresentou crescimento bacteriano, porém houve 
uma redução significativa quando comparado ao grupo C+; Na C3, após sete dias do 
tratamento, todos os grupos apresentaram crescimento bacteriano. NaOCl e NaOCl + 
laser foram mais eficazes na redução bacteriana em comparação ao grupo de SS + 
laser (p<0,05) e estes não apresentaram diferença estatística entre si (p>0,05). Nos 
parâmetros estudados, conclui-se que o laser diodo de alta potência não demonstra 
efeito significante em relação ao NaOCl na redução bacteriana intracanal. Novos 
protocolos de irradiação com laser devem ser estudados frente ao E. faecalis. 
                                                        
Palavras chave: Lasers semicondutores. Endodontia. Enterococcus faecalis. 



 

Mançanares AZB. The effect of high-power diode laser for intracanal bacterial 
reduction of Enterococcus faecalis [Dissertação de Mestrado]. Araraquara: Faculdade 
de Odontologia da UNESP; 2018. 
 

ABSTRACT  
 
The success of the endodontic treatment depends on the elimination of 
microorganisms from the root canal system. The irrigant solutions and mechanical 
methods are incapable of eliminating bacteria, which penetrate deeply into the dentinal 
tubules and root canal systems. New methods of intracanal decontamination, like 
lasers, have been studied. This ex vivo study was done to evaluate the antibacterial 
effect of a high-power diode laser, conventional irrigation and the combination of these 
techniques in teeth contaminated with Enterococcus faecalis biofilm. Sixty-five 
uniradicular teeth with single canal were selected, their crowns were removed, and 
roots were standardized with 15 mm and were prepared with manual files and Reciproc 
R50. Afterwards, they were prepared for microbiological study. Their apical foramen 
was sealed with light cured resin and their root external surfaces were sealed with 
Epoxi adhesive and the specimens were attached to 24-well microplates and sterilized 
with ethylene oxide. Fifty-five specimens were contaminates with E. faecalis. After 21 
days of incubation, the specimens were divided into three experimental groups (n = 
15): NaOCl, Saline + laser (SS+laser), and NaOCl + laser; and two control groups (n 
= 10): Positive control (C+) and negative control (C-). In the NaOCl group, the 
specimens were irrigated with 5 mL of 2,5% sodium hypochlorite – NaOCl; in the 
SS+laser group, they were irrigated with 5 mL of saline and then irradiated with high-
power diode laser with 808 nm and 1,5W, in three applications of 5 x 5 s; In the NaOCl 
+ laser group, they were irrigated with 5 mL of 2,5% NaOCl and then irradiated with 
laser in the same protocol as the previous group. Three microbiological samples were 
collected (C1- 21 days after inoculation, C2- immediately after treatment and C3- after 
7 days of treatment). After decimal dilution and plating, counting of colony forming units 
(CFU mL-1) was done. In the C1, all experimental groups showed bacterial 
contamination; in the C2, the NaOCl and NaOCl + laser didn’t show bacterial growth, 
differing from the SS + laser group, that showed bacterial growth, but also showed 
significant bacterial reduction when compared to the C+ group; in the C3, seven days 
after treatment, all groups showed bacterial growth. NaOCl and NaOCl + laser were 
more efficient in bacterial reduction when compared to the SS + laser group (p<0,05) 
and they didn’t show statistical difference between them (p>0,05). In the studied 
parameters, it was concluded that the high-power diode laser didn’t show significant 
effect when compared to NaOCl in intracanal bacterial reduction. New laser irradiation 
protocols should be studied against E. faecalis. 
Keywords: Lasers. Endodontics. Enterococcus faecalis. 
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1 INTRODUÇÃO 
 

O sucesso do tratamento endodôntico, em casos de necrose pulpar, dependem 

da eliminação de microganismos do sistema de canais radiculares, evitando a 

prevalência de bactérias viáveis causadoras de inflamação periapical persistente, para 

que possa ser realizada a sua obturação2. 

  Para a remoção da infecção são utilizados métodos físicos e químicos, porém 

estes são incapazes de livrar completamente o sistema de canais radiculares das 

bactérias3,4, já que estas têm a capacidade de penetrar profundamente nos túbulos 

dentinários, em uma profundidade de até 1100 μm5. Dificultando também a ação de 

soluções irrigadoras, como EDTA e NaOCl, que agem por contato direto e são 

incapazes de penetrar profundamente nos túbulos dentinários, assim como 

demonstrou Berutti et al.6 em estudo que testou a ação das soluções irrigadoras 

NaOCl a 5% seguida por EDTA a 10%, obtendo o resultado de que estas alcançaram 

uma profundidade máxima de 300 μm nos túbulos dentinários, que tem como 

consequência uma contaminação residual no sistema de canais radiculares pós 

tratamento, devido à capacidade de profunda penetração das bactérias. 

  Esta contaminação residual no sistema de canais radiculares é um dos 

principais motivos do insucesso do tratamento endodôntico7. Com o advento da 

microtomografia computadorizada, hoje conhecemos melhor a complexidade 

anatômica do sistema de canais radiculares8,9, elevando a ciência de que mesmo 

quando o preparo biomecânico é realizado com os métodos convencionais nos mais 

elevados padrões técnicos, ainda é impraticável a instrumentação e mesmo e a 

limpeza mesmo que química de algumas áreas, tornando a completa remoção 

bacteriana praticamente impossível10, salientando a importância do uso de métodos 

complementares de desinfecção11. 

  Além da dificuldade de desinfecção do complexo de túbulos dentinários, a 

Enterococcus faecalis, bactéria Gram-positiva e anaeróbia facultativa12, é 

frequentemente encontrada nos casos de insucesso do tratamento endodôntico13. Em 

estudo de Siqueira e Rôças14 essa espécie de bactéria resistente foi encontrada em 

77% dos casos de dentes com lesão periapical persistente ao tratamento e tal 

persistência ocorre devido à resistência dessa bactéria ao pH alcalino15,16, 

determinado por pastas à base de hidróxido de cálcio, comumente utilizadas como 

medicação intracanal na fase desinfecção17, além desse microrganismo ser capaz de 
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formar biofilme18–21 e apresentar diversos fatores de virulência como produção de 

substâncias agregadoras, enzimas líticas, adesinas de superfície, entre outros, e 

proliferar profundamente nos túbulos dentinários 22.  

  Atualmente, têm sido estudadas novas maneiras de combater a infecção no 

sistema de canais radiculares, como a utilização de lasers. No entanto foi 

demonstrado que tanto o laser de baixa potência como o LED têm sido insuficientes 

para a redução bacteriana almejada para o sucesso endodôntico23,24. Souza et al.24 

realizou um estudo avaliando a terapia fotodinâmica como complementação ao 

método convencional de instrumentação e irrigação do sistema de canais radiculares, 

não obtendo mudança significativa na desinfecção do sistema de canais radiculares e 

sugerindo a busca de um melhor protocolo. Em 2013, Frota23 realizou um estudo 

verificando a eliminação da E. faecalis intracanal e do sistema de canais radiculares 

com a utilização do LED, em diferentes tempos de aplicação, associado à cúrcuma 

como agente fotosenssibilizador, e encontraram apenas 32% de eliminação 

bacteriana com 10 minutos de aplicação e a recontaminação do canal por parte de 

microrganismos do sistema de canais radiculares foi verificada após sete dias. Daí a 

importância deste período de avaliação pós-operatória, pois mesmo que os 

microrganismos presentes na luz do canal sejam eliminados, pode haver persistência 

destes nos túbulos, causando uma recolonização. Os resultados sugeriram que a 

utilização de lasers é um caminho para mais estudos, já que, até o momento, tanto o 

LED quanto o laser de baixa potência têm se mostrado insuficientes para a obtenção 

de total descontaminação intracanal e de todo o sistema de canais radiculares 

contaminados com E. faecalis. 

 A necessidade do emprego de maiores potências tem sido fonte de estudo 

para a descontaminação do sistema de canais radiculares25. O laser Diodo é um laser 

de alta potência capaz de ser transmitido através de fibras ópticas finas e flexíveis, 

que podem ser inseridas nos canais radiculares e assim, possibilitando melhor 

propagação e penetração da luz pelos túbulos dentinários, oferecendo assim melhor 

efeito antibacteriano, tornando-se uma boa opção para aplicação intracanal, visando 

a descontaminação26. 

Um estudo de Gutknecht et al.26 em discos de dentina bovina resultou em um 

alcance de 1000 μm de profundidade nos túbulos dentinários com um laser (Biolase, 

Can Clemente, CA) que emite dois comprimentos de onda simultaneamente (laser 

Er,Cr:YSGG  de 2780nm e laser diodo de 940nm). Neste estudo,  blocos de dentina 
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de diferentes espessuras foram irradiados do lado oposto ao da inoculação com E. 

faecalis para avaliar a influência da espessura dentinária na eficiência bactericida 

deste laser. Além disso, de modo a simular a irradiação intracanal, os blocos de 

dentina foram irradiados com uma angulação de incidência de 5 graus entre a ponta 

da fibra óptica e a dentina. 

Borges et al.27 estudaram a descontaminação de blocos de dentina humana 

infectados com E. faecalis por lasers diodo de diferentes comprimentos de onda (808 

nm e 970 nm) em modo contínuo de aplicação totalizando 2 W de potência aplicados 

em cada espécime, associados ou não com a simulação da irrigação prévia com 

NaOCl a 2,5% ou clorexidina a 2%, mantendo os blocos de dentina imersos nas 

soluções irrigadoras durante 5 minutos, concluindo que em todos os protocolos 

testados houve redução do contingente bacteriano, no entanto a associação com as 

soluções não melhorou significantemente a redução bacteriana. 

 Em um estudo realizado por Beer et al.28 comparando dois lasers diodo (um 

de 810 nm de comprimento de onda e outro de 940 nm) na sua capacidade bactericida 

nos canais radiculares, foi descrita uma redução bacteriana de E. faecalis de 98.8% 

com laser diodo de 810 nm e de 99.66% com o de 940 nm, em dentes que não tiveram 

suas coroas removidas, de modo a simular a situação clínica, incluindo a cavidade de 

acesso no protocolo de irradiação. 

Já em um estudo realizado por Sohrabi et al.29, foi comparada a atividade 

antibacteriana sobre E. faecalis da irrigação convencional com hipoclorito de sódio a 

5.25% e da irradiação com laser diodo 980 nm, com 2 W em modo contínuo, 

resultando em 99.87% de redução do contingente bacteriano com a solução 

irrigadora, sem aplicação de laser, e 96.56% de redução quando o canal foi somente 

irradiado com o laser de alta potência, propondo que este laser seja considerado como 

manobra complementar na desinfecção dos canais. 

  De Souza et al30 associou instrumentação com limas rotatórias, utilizando  

hipoclorito de sódio a 0.5% de solução irrigadora e irrigação final com EDTA-T a 17%, 

realizando em seguida a irradiação com laser diodo de alta potência 830 nm. Foram 

coletadas amostras de dentina circumpulpar e dentina mais profunda. Esta associação 

alcançou 100% de desinfecção, sobre E. faecalis.  

Mehrvarzfar et al.31 também obteve uma eliminação completa dessa espécie 

de bactérias quando associou a irrigação com solução MTAD seguida pela secagem 

do canal com pontas de papel absorvente estéreis e subsequente aplicação de laser 
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diodo de 810nm com 2W de potência. No entanto a metodologia empregada nestes 

estudos, avaliou a redução bacteriana apenas 24 h após o tratamento. 

 Sabe-se que a ativação desse laser converte a energia da luz em energia 

calórica, causando um aumento de temperatura na superfície externa das raízes. 

Estudos demonstram que uma temperatura entre 47°C e 50°C, ou seja, aumento em 

10°C da temperatura corpórea durante 1 minuto poderá causar necrose óssea, devido 

ao grau reduzido de vascularização do tecido ósseo32. 

  O grau dos efeitos causados pelo laser é influenciado pelo comprimento de 

onda, potência, modo de irradiação, tempo de exposição e tipo de tecido alvo33. 

Devido às inúmeras combinações entre estes fatores encontradas na literatura para 

aplicação dos lasers de alta potência, torna-se necessária a busca por protocolos 

seguros para a utilização de um determinado tipo de laser, de acordo com as 

características de irradiação que este possa oferecer. Estudos apontam que a 

irradiação com laser em modo contínuo gera mais calor quando comparado com o 

modo pulsado34,35. 

  Moritz et al.33 estudou a adequação de um laser diodo de comprimento de 

onda de 810 nm e 4 W de potência para desinfecção dos canais e demonstrou que a 

geração de calor é proporcional à duração da irradiação com laser, sendo que quando 

a fibra óptica foi mantida em uma posição no terço apical por 1, 2 e 3 s, os aumentos 

de temperatura registrados foram de 6, 12 e 18°C, portanto a fibra deve ser mantida 

em movimento constante dentro do canal radicular. 

  Gutknecht et al.34 estudou um protocolo seguro para utilização intracanal de 

um laser diodo de 810 nm, encontrando que para este aparelho de laser as 

configurações de 3 e 4 W em modo pulsado, 3 W em modo contínuo, e 4 W em modo 

contínuo se mostraram seguras sendo que para as três primeiras configurações, 

deveria ser realizado 5 s de irradiação e 5 s de período de descanso, e para a última 

configuração seria recomendado um período de descanso de 10 s entre irradiações. 

O autor conclui, ainda, que para qualquer irradiação intracanal com laser diodo deve 

ser considerado um período de descanso de 5s entre as irradiações, para prevenir 

que o aumento de temperatura exceda os limites seguros aceitáveis. 

  Alfredo et al.35 avaliou a variação de temperatura radicular externa nos terços 

cervical, médio e apical causadas pela irradiação com um laser diodo de 980 nm de 

comprimento de onda em diferentes parâmetros, concluindo que em todos os modos 
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operatórios, a potência de 1,5 W foi considerada segura para utilização no tratamento 

endodôntico, assim como a potência de 3 W em modo pulsado. 

  No entanto, cada estudo descreve parâmetros específicos para um 

determinado aparelho de laser em questão que muitas vezes não se trata do mesmo 

aparelho que será utilizado por outro autor, variando principalmente a potência e o 

comprimento de onda. Portanto, torna-se extremamente importante o conhecimento 

sobre o aparelho que se pretende utilizar, para garantir um protocolo seguro de 

aplicação clínica, pois a busca de uma completa desinfecção do sistema de canais 

radiculares deve ocorrer para que o sucesso do tratamento endodôntico seja 

alcançado, porém sem causar agressão tecidual, de modo que seja garantida a saúde 

às estruturas teciduais adjacentes.  

Assim, embora consideremos como ponto de partida parâmetros a literatura 

quanto à aplicação do laser de alta potência, orientações importantes como as 

instruções do fabricante associadas à realização de estudos piloto são a grande chave 

para se alcançar um protocolo seguro para a utilização de um laser diodo de alta 

potência com a finalidade de redução bacteriana. 

  Outro fator a ser considerado, seria a possível alteração estrutural da 

superfície dentinária determinada pela irradiação laser. Jhingan et al.36 estudou o 

efeito do laser diodo 940 nm na superfície dentinária intrarradicular e abertura dos 

túbulos após o preparo biomecânico e relatou a fusão da superfície dentinária 

intracanal, causando parcial à completa obliteração das aberturas tubulares, resultado 

que esteve de acordo com estudo prévio de Alfredo et al.37. Segundo os autores, estas 

áreas de fusão dentinária podem alterar a permeabilidade da superfície, podendo 

interferir na adesão de cimentos endodônticos. Entretanto, esta mesma obliteração 

dos túbulos dentinários pode oferecer grande efeito benéfico por dificultar a 

penetração de microrganismos reduzindo significativamente a chance de reinfecção 

local, podendo repercutir positivamente na taxa de sucesso do tratamento 

endodôntico. 
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2 PROPOSIÇÃO 

 

Este estudo ex vivo teve como objetivo avaliar o efeito antibacteriano de um 

laser diodo de alta potência e 808 nm, a irrigação convencional com NaOCl a 2,5% e 

combinação destas técnicas em dentes contaminados com Enterococcus faecalis. 

A hipótese nula é de que na coleta imediatamente após o tratamento não 

haverá diferença na redução bacteriana entre as técnicas estudadas e o grupo 

controle sem tratamento. 
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3 PUBLICAÇÃO* 
 

Atividade antibacteriana do laser diodo de alta potência em dentes humanos 

infectados com Enterococcus faecalis 

 

RESUMO  

Este estudo ex vivo foi realizado para avaliar o efeito antibacteriano de um laser diodo 

de alta potência, a irrigação convencional e combinação destas técnicas em dentes 

contaminados com  Enterococcus faecalis. Sessenta e cinco dentes com canal único 

foram preparados e cinquenta e cinco foram contaminados com E. faecalis. Após 21 

dias de incubação, os espécimes foram divididos em três grupos experimentais (n = 

15): NaOCl, Solução salina + laser (SS+laser), e NaOCl+laser; e dois grupos controle 

(n = 10): Controle positivo (C+) e controle negativo (C-). No grupo NaOCl os 

espécimes foram irrigados com NaOCl a 2,5%; no SS+laser, foram irrigados com 

solução salina e posteriormente irradiados com lase; no NaOCl+laser, foram irrigados 

com NaOCl a 2,5% e posteriormente irradiados com laser. Foram realizadas três 

coletas microbiológicas (C1- 21 dias após contaminação, C2- imediatamente pós-

tratamento e C3- após 7 dias do tratamento) e plaqueamento para determinar a 

contagem de unidades formadoras de colônias (UFC mL-1). Na C2, os grupos NaOCl 

e NaOCl+laser não apresentaram crescimento bacteriano, diferente do grupo 

SS+laser (p<0,05) que apresentou crescimento bacteriano. Na C3, todos os grupos 

apresentaram crescimento bacteriano. Os grupos de NaOCl e NaOCl+laser foram 

significantemente mais eficazes na redução bacteriana em comparação ao de 

SS+laser (p<0,05) e estes não apresentaram diferença estatística entre si (p>0,05). 

Nos parâmetros estudados, o laser diodo de alta potência não demonstra efeito 

significante em relação ao NaOCl na redução bacteriana intracanal. Novos protocolos 

de irradiação com laser e associação com soluções irrigadoras e medicamentos 

devem ser estudados. 

Palavras chave: Lasers diodo; endodontia; redução bacteriana; Enterococcus 

faecalis 

  

                                                 
* Artigo nas normas do periódico Lasers in Medical Science 
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Introdução 

O sucesso do tratamento endodôntico, em casos de necrose pulpar, dependem 

da eliminação de microganismos do sistema de canais radiculares, evitando a 

prevalência de bactérias viáveis causadoras de inflamação periapical persistente, para 

que possa ser realizada a sua obturação de forma segura [1]. 

  Os métodos químico-mecânicos são incapazes de eliminar completamente o 

sistema de canais radiculares das bactérias [2, 3] já que estas têm a capacidade de 

penetrar profundamente nos túbulos dentinários, em uma profundidade de até 1100 

μm [4], enquanto as soluções irrigadoras, que agem por contato direto, alcançam uma 

profundidade máxima nos túbulos dentinários de 300 μm [5]. 

  Esta contaminação residual no sistema de canais radiculares é um dos 

principais motivos do insucesso do tratamento endodôntico [6]. Com o advento da 

microtomografia computadorizada, é conhecida a complexidade anatômica do sistema 

de canais radiculares [7, 8], elevando a ciência de que mesmo quando o preparo 

biomecânico é realizado com os métodos convencionais nos mais elevados padrões 

técnicos, ainda é impraticável a instrumentação de algumas áreas, tornando a 

completa remoção bacteriana praticamente impossível [9], salientando a importância 

do uso de métodos complementares de desinfecção [10]. 

  Além da dificuldade de desinfecção do complexo de túbulos dentinários, a 

Enterococcus faecalis, bactéria Gram-positiva e anaeróbia facultativa [11], é 

frequentemente encontrada nos casos de insucesso do tratamento endodôntico [12]. 

Tal persistência ocorre devido à resistência dessa bactéria ao pH alcalino [13, 14], 

determinado por pastas à base de hidróxido de cálcio, comumente utilizadas como 

medicação intracanal [15] e além desse microrganismo ser capaz de formar biofilme 

[16–19] e apresentar diversos fatores de virulência como produção de substâncias 

agregadoras, enzimas líticas, adesinas de superfície, entre outros, e proliferar 

profundamente nos túbulos dentinários [20]. 

  Atualmente, têm sido estudadas novas maneiras de combater a infecção no 

sistema de canais radiculares, como a utilização de lasers. A necessidade do emprego 

de maiores potências tem sido fonte de estudo para a descontaminação do sistema 

de canais radiculares [21]. O laser Diodo é um laser de alta potência capaz de ser 

transmitido através de fibras ópticas finas e flexíveis, que podem ser inseridas nos 

canais radiculares e assim, possibilitando melhor propagação e penetração da luz 

pelos túbulos dentinários, oferecendo assim melhor efeito antibacteriano, tornando-se 
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uma boa opção para aplicação intracanal, visando a descontaminação.  Em estudo 

empregando discos de dentina bovina, um alcance  de 1000 μm de profundidade nos 

túbulos dentinários foi determinado com esta modalidade de laser [22].  

Foi descrita uma redução bacteriana de E. faecalis de 98.8% com um laser 

diodo de 810 nm e de 99.66% com um de 940 nm, em dentes que não tiveram suas 

coroas removidas de forma a simular a situação clínica, quando foi incluída a cavidade 

de acesso no protocolo de irradiação [23]. Outro estudo comparou a atividade 

antibacteriana sobre E. faecalis da irrigação convencional com hipoclorito de sódio a 

5.25% e da irradiação com laser diodo 980nm, com 2W em modo contínuo, resultando 

em 99.87% de redução do contingente bacteriano com a solução irrigadora e 96.56% 

de redução quando o canal foi apenas irradiado com o laser de alta potência, sendo 

inferior à irrigação com NaOCl a 5.25%, propondo que este laser seja considerado 

como manobra complementar na desinfecção dos canais [24]. 

 Ao associar substâncias, estudos descreveram eliminação completa dessa 

bactéria, um estudo ao combinar instrumentação com limas rotatórias, hipoclorito de 

sódio a 0.5% e EDTA-T a 17%, realizando em seguida a irradiação com laser diodo 

de alta potência 830 nm [25] e outro ao associar a irrigação com solução MTAD e 

subsequente aplicação de laser diodo de 810 nm com 2 W de potência [26]. 

  Este estudo tem como objetivo avaliar, in vitro, a redução bacteriana de E. 

faecalis utilizando laser diodo de alta potência e 808 nm e associado à irrigação com 

NaOCl. A hipótese nula é de que não haverá diferença na redução bacteriana entre 

as técnicas estudadas e o grupo controle sem tratamento. 

 

Material e métodos* 

Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara – UNESP (Anexo A).  Foram selecionados 65 dentes 

unirradiculados com único canal e formação radicular completa, sem tratamento 

endodôntico prévio, reabsorções internas ou externas ou lesões de cárie radicular, 

com auxílio de radiografias digitais no sentido proximal. As coroas foram removidas 

usando disco diamantado dupla-face (KG Sorensen, São Paulo, Brasil), as raizes 

foram padronizadas em 15 mm. 

                                                 
* Metodologia detalhada descrita no Apêndice A 
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O comprimento real de trabalho (CRT) foi estabelecido à 1 mm aquém do 

forame apical, utilizando limas manuais tipo K #10, instrumentados até lima tipo K #35 

e, em seguida, padronizados com o sistema Reciproc (R 50 – VDW CO.  München, 

Alemanha). Durante a instrumentação, foi realizada a irrigação, aspiração e inundação 

com hipoclorito de sódio a 2.5% (NaviTip® - 29 G, Ultradent, South Jordan, UT, EUA). 

Posteriormente, o canal foi inundado com EDTA a 17% (Biodinâmica, Ibiporã, PR, 

Brasil) agitado por 3 minutos, e irrigado com 5 mL de soro fisiológico estéril (Solução 

de cloreto de sódio a 0.9%).  

O preparo dos espécimes foi realizado segundo Guerreiro-Tanomaru et al [27]. 

Foi realizado o vedamento da região apical de cada raiz com resina composta 

fotopolimerizável Z100 – Restaurador Universal (3M ESPE, EUA)  e a superfície 

radicular externa foi impermeabilizada com duas camadas de adesivo epóxi (Araldite, 

Brascola Ltda, Taboão da Serra, SP, Brasil), exceto na região cervical radicular. Os 

espécimes foram distribuidos aleatoriamente em microplacas de cultura celular de 24-

poços (Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), fixados nos poços com resina 

acrílica quimicamente ativada (Clássico Artigos Odontológicos, SP, Brasil) e 

submetidas à esterilização em óxido de etileno (ACECIL, Campinas, SP, Brasil). 

Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo 

laminar (VecoFlow Ltda., Campinas, SP, Brasil) [27]. Cepa padrão de E. faecalis 

(ATCC 29212) foi reativada em Tryptic Soy Broth – TSb (Difco, Detroit, MI, EUA) por 

48 horas. Foi preparada uma suspensão bacteriana na proporção 1:1, com 

concentração equivalente a 108 UFC mL-1. O ajuste da densidade óptica da suspensão 

foi realizado em espectrofotômetro (Modelo 600 Plus, Femto, São Paulo, SP, Brasil) 

com comprimento de onda de 600 nm. 

  Os espécimes foram inoculados com a suspensão bacteriana e o meio de 

cultura foi reposto nos espécimes a cada 48 h durante 21 dias para formação do 

biofilme. Os espécimes foram incubados em estufa a 37°C em microerofilia. 

Os espécimes foram divididos em 3 grupos experimentais (n = 15) e 2 controles 

(n = 10): Controle Negativo (C-) - espécimes receberam apenas meio de cultura estéril; 

Controle Positivo (C+) - os espécimes receberam apenas a contaminação com 

suspensão de E. faecalis  e não sofreram nenhum processo de descontaminação; 

NaOCl – A irrigação e aspiração deu-se  com a agulha de irrigação inserida a 1mm do 

CRT com 5 mL de NaOCl a 2.5%; Solução salina + Laser (SS + laser) – este grupo foi 

baseado nos parâmetros pré-determinados para o aparelho de laser em questão na 
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função “Descontaminação intracanal” e estudo piloto em que foi avaliada a 

temperatura radicular externa alcançada com este parâmetro, o determinando como 

seguro para aplicação clínica. - Irrigação com 5 mL de solução salina (cloreto de sódio 

a 0,85%), aspiração e irradiação com laser diodo (Thera Lase Surgery, DMC, Brasil) 

de 808 nm em potência de 1.5 W no modo pulsado com 20 pps, A fibra óptica de 400 

μm foi introduzida no CRT e foram realizadas três ativações com duração de 5 s e 

descanso de 5 s entre ativações. Na primeira ativação, foi realizado movimento 

helicoidal sentido horário fazendo todo o trajeto do canal ápice-coroa, na segunda, o 

mesmo movimento no sentido anti-horário e a terceira novamente no sentido horário; 

e NaOCl + Laser – os canais radiculares foram irrigados com 5 mL de Solução de 

NaOCl durante 60 s, aspirados e irradiados com laser diodo da mesma maneira que 

no grupo anterior. 

Em todos os grupos foram realizadas três coletas microbiológicas: Coleta inicial 

(C1) foi realizada após 21 dias de contaminação; Coleta pós-tratamento (C2) 

imediatamente após o tratamento dos espécimes; e Coleta final (C3), 7 dias após C2. 

Cada coleta foi realizada utilizando dois cones de papel absorvente estéril #50 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiça) em sequência, com 1 min de permanência de 

cada cone dentro dos canais. Os cones utilizados foram transferidos para tubos com 

solução salina estéril e agitados (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) 

durante 1 min, sendo, posteriormente, realizadas diluições decimais seriadas e 

semeadas em triplicata em placas de Petri com meio tripticase soy agar (Tsa)  (Difco, 

Detroit, MI, EUA). As placas foram incubadas a 37°C durante 48 horas. Após C2, os 

canais radiculares foram preenchidos com solução salina estéril e mantidos em estufa 

a 37°C durante 7 dias.   

Os dados obtidos da contagem bacteriana (UFC mL-1) foram submetidos à 

transformação logarítmica de base 10 e analisados por meio do programa GraphPad 

Prisme 3.0 (San Diego, CA, EUA). Foram aplicados os testes estatisticos de ANOVA 

e Tukey com nível de significância de 5%. 

 

Resultados 

 A contaminação dos espécimes com E. faecalis foi confirmada na coleta inicial, 

realizada após 21 dias de incubação, na qual todos os grupos apresentaram contagem 

de UFC mL-1 log10 similares, registrada na Tabela 1. A viabilidade bacteriana no grupo 

C+ foi confirmada ao longo de todo o período experimental, demonstrada através das 
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C1, C2 e C3 (p > 0,05). O grupo C- não apresentou contaminação durante o período 

experimental. Na C2, houve diferença estatística significante entre o C+ e os demais 

grupos (p < 0,05), assim como o grupo de SS+laser apresentou diferença com os 

demais grupos (p < 0,05), enquanto não houve diferença estatística significante entre 

os grupos de NaOCl e NaOCl + laser (p > 0.05). Na C3, o grupo SS + laser foi similar 

ao C+ (p > 0,05), enquanto os grupos de NaOCl e NaOCl + laser diferiram do C+ (p < 

0,05), mas foram similares entre si e ao grupo SS + laser (p > 0,05). 

 

Tabela 1 Comparação entre grupos nas coletas incial, pós-tratamento e final (média 

e desvio padrão de log10 UFC mL-1 

Grupos C1- Inicial C2- Pós tratamento C3- Final 

NaOCl 7,061(±0.459)A 0.0(±0.0)C 4.625(±2.486)B 

SS+laser 6.994(±0.588)A 4.079(±0.680)B 5.829(±0.571)AB 

NaOCl+laser 7.370(±0.424)A 0.0(±0.0)C 4.231(±2.738)B 

Sem tratamento 

(C+) 

7.370(±0.316)A 6.777(±0.096)A 6.812(±0.066)A 

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferença estatística significante entre os grupos 

(P<0,05). NaOCl, hipoclorito de sódio; SS, solução salina; laser, laser diodo 808 nm com 1,5 

W; C+, controle positivo. 

 

Discussão 

A hipótese nula foi totalmente confirmada na coleta pós-tratamento e  

confirmada quando comparados os grupos NaOCl e NaOCl + laser e foi negada em 

relação ao grupo SS + laser na coleta final após sete dias. 

O sucesso do tratamento endodôntico está relacionado com a eliminação de 

microrganismos do sistema de canais radiculares [1]. A E. faecalis tem a capacidade 

de penetrar nos túbulos dentinários após 21 dias de incubação e formar biofilme [16–

19], portanto a metodologia utilizada simulou uma contaminação clínica dessa bactéria 

resistente, comumente encontrada em casos de insucesso do tratamento endodôntico 

[12, 28]. Sabe-se, ainda, que soluções irrigantes não são capazes de erradicar 

permanentemente esse microrganismo do sistema de canais radiculares [29], e este 

se apresenta também resistente à medicamentos utilizados como medicação 

intracanal devido à sua resistência ao pH alcalino [13–15]. 
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Estudos prévios relataram completa desinfecção de E. faecalis, associando 

limas rotatórias, NaOCl a 0.5%, EDTA-T a 17% e irradiação com laser diodo de alta 

potência 830 nm com 3 W [25] e associando irrigação com MTAD e irradiação com 

laser diodo de alta potência 810 nm com 2 W [26]. No entanto, em ambos estudos, as 

coletas finais foram realizadas 24 h após o tratamento. No presente estudo, na coleta 

imediata após o tratamento, tanto o grupo que foi irrigado com NaOCl a 2.5%, quanto 

o grupo de associação de NaOCl a 2.5% e irradiação com laser diodo 808nm com 

1.5W também apresentaram completa desinfecção. 

Há ciência de que após o tratamento, os microrganismos presentes na luz do 

canal são eliminados, mas devido à possível persistência destes nos túbulos 

dentinários, pode acontecer uma recolonização do sistema de canais radiculares [28]. 

Esta ocorrência pode explicar a razão pela qual na coleta final, realizada 7 dias após 

o tratamento, houve um crescimento de E. faecalis em todos os grupos experimentais. 

Este achado está em concordância com estudos prévios, que desenvolveram uma 

metodologia em que os canais foram contaminados e os espécimes incubados em 

microaerofilia por 21 dias para que houvesse formação de biofilme de E. faecalis e as 

coletas foram realizadas assim como foi seguido no presente estudo, sendo coleta 

incial após 21 dias, imediatamente pós-tratamento e sete dias pós-tratamento e a 

análise microbiológica foi realizada através da contagem de UFCs, obtida pela diluição 

decimal seriada e semeação em placas de Petri. Nestes estudos foram testadas 

soluções irrigadoras, e em todos os casos houve crescimento bacteriano entre a 

segunda coleta, imediatamente pós-tratamento, e a coleta final, 7 dias pós-tratamento  

[29, 30].  

O objetivo deste estudo era avaliar a capacidade de redução bacteriana de E. 

faecalis de um laser diodo de alta potência 808 nm e sua associação com NaOCl a 

2.5%, comparando com a irrigação convencional utilizando NaOCl na mesma 

concentração. Na coleta imediata pós-tratamento, todos os grupos apresentaram uma 

redução efetiva de E. faecalis, sendo que os grupos NaOCl e NaOCl + laser 

apresentaram valores de 0,0 UFC mL-1. Embora o grupo irrigado com solução salina 

e irradiado com laser tenha obtido valores significantes de redução bacteriana em 

relação com grupo controle positivo, também houve diferença significativa entre este 

grupo e os grupos NaOCl e NaOCl+laser, que apresentaram maior capacidade de 

eliminar bactérias. 
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Devido ao preríodo de incubação mais longo, de 7 dias após o tratamento, as 

bactérias viáveis que sobreviveram nos túbulos dentinários puderam crescer 

novamente. Na coleta final o grupo de SS+laser não apresentou redução significante 

quando comparado ao grupo controle positivo, já os grupos de NaOCl e NaOCl+laser 

apresentaram esta redução em relação ao grupo C+, mas se mostraram similares 

entre si e entre o grupo de SS+laser, embora numericamente o grupo de combinação 

entre NaOCl e laser tenha sugerido valores mais baixos de UFC mL-1, sem diferença 

estatística. Estes resultados sugerem que o laser diodo de alta potência é melhor 

empregado quando combinado à outros métodos de desinfecção dos canais, estando 

de acordo com estudos prévios [24–26], além de que outros protocolos de irradiação 

também podem ser desenvolvidos de modo a aumentar a capacidade de redução 

bacteriana deste laser. 

Previamente ao teste antimicrobiano, foi realizado um piloto com o objetivo de 

alcançar um protocolo seguro de irradiação com esse aparelho de laser em questão, 

devido à conversão de energia da luz em energia calórica, que pode elevar a 

temperatura radicular externa causando danos ao periodonto e osso alveolar [31]. A 

temperatura máxima atingida com esses parâmetros e protocolo de irradiação aqui 

estudados foi de 9,5°C e o maior tempo de permanência na temperatura máxima foi 

de 15 s. Assim, este protocolo, apesar de bastante aquém do limite de segurança, que 

seria a elevação em 10°C durante 1 min, alcançou determinada redução bacteriana 

intracanal na primeira coleta após o tratamento. Os resultados deste estudo mostram 

que a irradiação com laser foi mais eficaz quando combinado com irrigação utilizando 

NaOCl a 2.5%. No entanto, não houve diferença estatística quando comparado ao 

grupo em que foi realizada apenas a irrigação convencional. Portanto, é sugerido que 

outros protocolos, com maior energia dissipada, mas ainda dentro do limite seguro de 

aplicação, sejam desenvolvidos, de modo a apresentar uma maior eficácia de redução 

bacteriana, além de outras possíveis associações com soluções e medicamentos, de 

modo a obter um maior sucesso clínico. 

 

Conclusões 

Nos parâmetros estudados, o laser diodo de alta potência não demonstrou 

efeito significante sobre E. faecalis em relação ao NaOCl na redução bacteriana 

intracanal. Novos protocolos de irradiação com laser e associação com soluções 

irrigadoras e medicamentos devem ser estudados frente ao E. faecalis.       
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4 CONCLUSÃO 

O laser diodo de alta potência utilizado neste estudo, com o determinado 

protocolo, se mostrou mais eficaz quando combinado à irrigação convencional com 

NaOCl, não apresentando diferença estatística de quando foi realizada apenas a 

irrigação convencional. É sugerido que sejam desenvolvidos novos protocolos de 

irradiação, de modo a aumentar a eficácia do laser na redução bacteriana intracanal 

de E. faecalis. 
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APÊNDICE A – METODOLOGIA DETALHADA 

 
Este estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa da Faculdade de 

Odontologia de Araraquara – UNESP (ANEXO A).  Foram selecionados 65 dentes 

unirradiculados com único canal que apresentavam formação radicular completa, sem 

tratamento endodôntico prévio, reabsorções internas ou externas ou lesões de cárie 

radicular, com auxílio de radiografias digitais no sentido proximal. As coroas foram 

removidas por meio de disco diamantado dupla-face (KG Sorensen, São Paulo, 

Brasil), as raizes foram padronizadas em 15 mm. 

  As raízes foram posicionadas em uma morsa para serem instrumentadas 

(Figura A1.A). O comprimento real de trabalho (CRT) foi estabelecido pela exploração 

do canal radicular com uma lima tipo K #10 (Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suíça) até 

que esta fosse visualizada no forame apical e, então, recuando 1 mm. Os canais 

radiculares foram então instrumentados com limas manuais tipo K até o instrumento 

#35 e, em seguida, padronizados com o sistema Reciproc (Reciproc R 50 –VDW CO.  

München, Alemanha) (Figuras A1.B e C). Durante toda a instrumentação, foi realizada 

a irrigação, aspiração e inundação com hipoclorito de sódio a 2,5% por meio de pontas 

NaviTip® com diâmetro de 29ga (Ultradent, South Jordan, UT, EUA). Terminada a 

instrumentação, o canal foi inundado com EDTA a 17% (Biodinâmica, Ibiporã, PR, 

Brasil) agitado por 3 minutos, sendo por fim irrigado com 5 mL de soro fisiológico. 

 
 

Figura A1 – Preparo dos espécimes 

 

 
(A) Espécimes posicionados para a instrumentação; (B) Instrumento R50; (C) Motor Reciproc 
ajustado em “reciproc all¨(C) 
 
Fonte: Arquivo pessoal do autor 

 
 

  Posteriormente, foi realizado o vedamento da região apical de cada raiz 

(Figura A2.D) com resina composta fotopolimerizável Z100 – Restaurador Universal 
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(3M ESPE, EUA)  e a superfície radicular externa foi impermeabilizada com duas 

camadas de adesivo epóxi (Araldite, Brascola Ltda, Taboão da Serra, SP, Brasil), 

exceto na região cervical radicular (Figuras A2.E e F). Os espécimes foram 

distribuidos aleatoriamente em cinco microplacas de cultura celular de 24-poços 

(Corning Incorporated, Corning, NY, EUA), três microplacas receberam 15 dentes e 

duas receberam 10 (Figura A2.G), fixados nos poços com resina acrílica 

quimicamente ativada (Clássico Artigos Odontológicos, SP, Brasil). As microplacas 

com os espécimes foram embaladase submetidas à esterilização em óxido de etileno 

(ACECIL, Campinas, SP, Brasil). 

 

Figura A2 – Preparo dos especimes para estudo microbiológico 

 

 

 
(A) Resina composta fotopolimerizável utilizada para selar o forame apical; (B)Adesivo epóxi; 
(C) Espécimes posicionados para secagem; (D) Espécimes fixados em microplacas. 
 
Fonte: Chávez Andrade 43, p. 81 

 
 

Cultura e contaminação com E. faecalis: 

  Os procedimentos microbiológicos foram realizados em câmara de fluxo 

laminar (VecoFlow Ltda., Campinas, SP, Brasil). Culturas puras de E. faecalis foram 

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

bactérias foram inoculadas em placas de Tryptic Soy Agar – TSa (Difco, Detroit, MI, 

EUA) e incubadas a 37°C por 48 horas. Foi preparada uma suspensão bacteriana, em 
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solução fisiológica estéril (Solução de cloreto de sódio a 0.9%), com concentração 

equivalente a 108 UFC mL-1. O ajuste da densidade óptica da suspensão foi realizado 

em espectrofotômetro (Modelo 600 Plus, Femto, São Paulo, SP, Brasil) com 

comprimento de onda de 600 nm. 

  Os espécimes, fixados nas microplacas e esterilizados, foram inoculados pela 

aplicação da suspensão bacteriana pura de E. faecalis (ATCC 29212) em meio de 

cultura TSb (Difco, Detroit, MI, EUA), na proporção de 1:1, até preencher 

completamente o canal radicular utilizando pipeta com 20µl. O meio de cultura foi 

reposto nos espécimes a cada 48 horas durante 21 dias para formação do biofilme. 

Todas as microplacas foram mantidas em estufa a 37°C em microaerofilia. 

 

Divisão dos grupos experimentais: 

Os 65 dentes foram divididos em 2 grupos controle e 3 grupos experimentais: 

• Controle Negativo (n = 10) - espécimes receberam apenas meio de cultura 

estéril. 

• Controle Positivo (n = 10) - os espécimes receberam apenas a contaminação 

com suspensão de E. faecalis  e não sofreram nenhum processo de descontaminação. 

• NaOCl (n = 15) - Descontaminação convencional - os canais foram irrigados 

com 5mL de NaOCl 2,5% por 60 s com uma seringa de 5 mL e agulha 30-G. 

• Solução Salina  + laser (n = 15) – Descontaminação por laser de alta potência 

- os canais foram irrigados com 5 mL de solução salina (cloreto de sódio a 0,85%)  

durante 60 s com uma seringa de 5 mL e agulha 30-G, aspirados e irradiados com 

laser diodo (Thera Lase Surgery, DMC, Brasil) de 808 nm em potência de 1,5 W no 

modo pulsado com 20 pulsos por segundo (pps). A fibra óptica de 400 μm foi 

introduzida no comprimento de trabalho e foram realizadas três ativações com 

duração de 5 s e descanso de 5 s entre ativações. Na primeira ativação, foi realizado 

movimento helicoidal sentido horário fazendo todo o trajeto do canal ápice-coroa, na 

segunda, o mesmo movimento no sentido anti-horário e a terceira novamente no 

sentido horário 

• NaOCl + laser (n = 15) – Descontaminação convencional em associação com 

laser de alta potência - os canais foram irrigados com 5 mL de Solução de NaOCl 

durante 60 s com uma seringa de 5 mL e agulha 30-G, aspirados e irradiados com 

laser diodo da mesma maneira que no grupo anterior. 
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Coletas e análise microbiológica: 

Em todos os grupos foram realizadas três coletas microbiológicas: Coleta inicial 

(C1) foi realizada após 21 dias de contaminação; Coleta pós-tratamento (C2) 

imediatamente após o tratamento dos espécimes; e Coleta final (C3), 7 dias após C2. 

As coletas foram realizadas utilizando dois cones de papel absorvente estéril #50 

(Dentsply-Maillefer, Ballaigues, Suiça) em sequência.. 

  Cada coleta foi realizada utilizando dois cones de papel absorvente estéril #50 

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

previamente preenchidos com solução salina estéril. Este procedimento foi realizado 

três vezes. Os cones utilizados foram transferidos para tubos com solução salina 

estéril e agitados (Vortex AP 56, Phoenix, Araraquara, SP, Brasil) durante 1 minuto, 

sendo, posteriormente, realizadas diluições decimais seriadas e semeadas em 

triplicata em placas de petri com meio TSa (Difco, Detroit, MI, EUA). As placas foram 

incubadas a 37°C durante 48 horas. 

  Após a segunda coleta, os canais radiculares foram preenchidos com solução 

salina estéril e mantidos em estufa a 37°C durante 7 dias. Os resultados foram obtidos 

por meio da contagem de unidades formadoras de colônia por mL (UFCs/mL). 

  Os dados obtidos da contagem das unidades formadoras de colônias foram 

submetidos à transformação logarítmica de base 10 e analisados por meio do 

programa GraphPad Prisme 3.0 (San Diego, CA, EUA). Na comparação entre os 

grupos experimentais, foram aplicados o teste de ANOVA e o teste de comparações 

múltiplas de Tukey com significância de 5%. 
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ANEXO A – Certificado do comitê de ética em pesquisa 
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