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RESUMO 

 

Rodrigues FCN. Eficácia do uso de lasers ou clorexidina na redução microbiana em 
lesões de cárie produzidas artificialmente [dissertação]. São Paulo: Universidade de 
São Paulo, Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Corrigida. 
 

No intuito de preservar a estrutura dentária, remanescentes de dentina afetada por 

cárie podem ser deixados após remoção do tecido cariado. O uso de soluções 

antimicrobianas é uma alternativa para reduzir ou eliminar bactérias após o preparo 

cavitário. Além disso, métodos de remoção de cárie, menos invasivos que o 

tradicional uso de brocas, vêm sendo desenvolvidos, tais como os com lasers de alta 

potência. No contexto de redução microbiana, tanto os lasers de alta potência (efeito 

fototérmico), quanto os lasers de baixa potência associados a fotossensibilizadores 

(terapia fotodinâmica antimicrobiana) podem ser utilizados. O objetivo deste estudo 

in vitro foi avaliar o uso dos lasers ou clorexidina na redução microbiana em lesões 

de cárie artificialmente desenvolvidas. Sessenta discos de dentina humana foram 

analisados de acordo com o tratamento da superfície (n=10): G1 - sem tratamento; 

G2 – digluconato de clorexidina a 2%; G3 - laser de alta potência Er:YAG (2,94 μm) ; 

G4 – laser de alta potência Er,Cr:YSGG (2,78 μm); G5 - aPDT 1 (laser de baixa 

potência 660 nm + azul de metileno a 0,01%); G6 - aPDT  2 (laser de baixa potência 

660 nm + azul de metileno a 0,005%). A dentina afetada por cárie foi induzida por 

um modelo artificial desenvolvido com S. Mutans, com profundidade de lesão de 

aproximadamente 260 μm. A dentina cariada foi coletada com auxílio de uma broca 

esférica Carbide estéril, antes e após os tratamentos propostos. Para padronização 

da coleta, foi feita a inserção de todo o diâmetro da ponta ativa broca (0,5 mm) no 

tecido dentinário. O desfecho primário foi a redução de bactérias, realizada pela 

contagem de unidades formadoras de colônia (UFC). Para comparar o desempenho 

dos tratamentos foi aplicado o teste de Kruskal Wallis, complementado pelo teste 

dms, para identificação das diferenças significativas, considerando nível de 

significância de 5%. De acordo com os resultados, houve redução microbiana para 

todos os grupos experimentais avaliados, porém, sem diferença estatística 

significativa entre eles (p=0,1133). Dessa forma, todos os tratamentos propostos 

foram eficazes na redução microbiana. 

 

Palavras-chave: Dentina. S. Mutans. Lasers. 



 

 

 
 

 

  



 

 

 

ABSTRACT 

 
Rodrigues FCN. Efficacy of the use of lasers or chlorhexidine in microbial reduction 
in artificially produced caries lesions [dissertation]. São Paulo: Universidade de São 
Paulo,Faculdade de Odontologia; 2018.Versão Corrigida. 

 

 

In order to preserve the dental structure, dentin remnants affected by caries may be 

left after removal of carious tissue. The use of disinfectant solutions is an alternative 

to reduce or eliminate bacteria after cavity preparation. In addition, caries removal 

methods, less invasive than the traditional use of drills, have been developed, such 

as high-power lasers. In the context of microbial reduction, both high (photothermal 

effect) and low power lasers combined with photosensitizers (antimicrobial 

photodynamic therapy) can be used. The objective of this in vitro study was to 

evaluate the use of lasers or chlorhexidine in microbial reduction in artificially 

developed caries lesions. Sixty human dentin discs were analyzed according to 

surface treatment (n = 10): G1 - no treatment; G2 - 2% chlorhexidine digluconate; G3 

- high power Er:YAG Laser (2.94 μm); G4 - high power Er,Cr:YSGG Laser (2.78 μm); 

G5 - aPDT 1 (low power laser 660 nm + 0.01% methylene blue); G6 - aPDT 2 (low 

power laser 660 nm + 0.005% methylene blue). Caries affected dentin was induced 

by an artificial model developed with S. mutans, with lesion depth of approximately 

260 μm. The carious dentin was collected using a sterile Carbide spherical drill 

before and after the proposed treatments. For standardization of the collection, the 

insertion of the entire diameter of the active tip into the dentin tissue was performed 

(0.5 mm). The primary outcome was the bacterial reduction, considering the colony 

forming units (CFU). To compare the performance of the treatments, the Kruskal 

Wallis test, complemented by the dms test, was used to identify the significant 

differences, considering a significance level of 5%. According to the results, there 

was a microbial reduction for all the experimental groups evaluated, but with no 

significant statistical difference among them (p = 0.1133). Thus, all proposed 

treatments were effective for microbial reduction. 

 

Keywords: Dentin. S. Mutans. Lasers.  
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1 INTRODUÇÃO 

 
 

Com o progresso do conhecimento sobre a cárie dentária, em especial da 

compreensão desta como uma doença e não meramente como a presença de 

lesões (manchas brancas e cavidades), surgiram propostas para controlá-la, 

seguindo a filosofia de Odontologia Minimamente Invasiva. O International Caries 

Consensus Collaboration (Schwendicke et al., 2016) empreendeu um processo de 

consenso e apresenta recomendações clínicas para remoção de tecido cariado e 

controle de lesões cavitadas, incluindo restauração, com base na textura e qualidade 

da dentina desmineralizada. Seguindo esse conceito, os clínicos devem gerenciar a 

doença cárie e controlar a atividade de lesões cavitadas existentes buscando a 

preservação dos tecidos duros e, consequentemente, mantendo os elementos 

dentais na cavidade oral o maior tempo possível. Quando uma restauração é 

indicada, as prioridades são a preservação do tecido saudável e passível de 

remineralização, e preservação da saúde pulpar, maximizando o índice de sucesso 

da restauração (Schwendicke et al., 2016). 

Na condição ideal, estima-se que uma distância de cerca de 2,0 milímetros de 

dentina sadia, sem nenhum tipo de contaminação, entre a parte da superfície 

dentária em contato com a cárie e o tecido pulpar seja apropriada para manter a 

saúde da polpa (Schweikl et al., 2017). No entanto, em cavidades profundas, a 

preservação desse tecido não é possível. Porém, no intuito de preservar estrutura 

dentária, remanescentes de dentina contaminada (afetada por cárie) podem ser 

deixados após remoção do tecido cariado. Os debates em curso sobre as 

estratégias de remoção parcial ou total do tecido cariado são motivados pela 

necessidade clínica de proteger o complexo dentina-polpa de uma maior 

degradação, além de evitar a penetração subsequente de microrganismos ou seus 

metabólitos na cavidade pulpar, resultando em possível inflamação irreversível do 

órgão pulpar. Porém, a influência de microrganismos cariogênicos e os seus 

subprodutos nos tipos de células especializadas da polpa é muito mais vasto do que 

simplesmente induzir respostas inflamatórias pulpares diretas (Schwendicke et al., 

2016). 

Outro tipo de influência seria a formação de uma camada híbrida mais 

espessa na dentina cariada, porém com resistência de união imediata 
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significativamente inferior àquela encontrada para a dentina sadia (Schwendicke et 

al., 2016). As fibrilas de colagéno mal encapsuladas por resina podem ser 

lentamente hidrolisadas por metaloproteinases de matriz endógena (MMPs). Isto 

resulta na perda de adesão de compósitos de resina à dentina, que pode ser medida 

como uma diminuição significativa na resistência de união (Tekçe et al., 2016). No 

entanto, clinicamente, isto não parece ser um problema no que se refere a 

capacidade de vedação da restauração e consequentemente sua longevidade, se 

apenas quantidade limitada de dentina afetada por cárie for deixada sob uma 

restauração (Schwendicke et al., 2016).  

No contexto dos subprodutos bacterianos, o uso de soluções antimicrobianas 

é uma alternativa para reduzir ou eliminar bactérias após o preparo cavitário em 

dentina, tais como a clorexidina, o hipoclorito de sódio e (Kimyai et al., 2017; 

Campos  et al., 2009). Sendo assim, a clorexidina tem sido sugerido como um 

agente eficaz para a desinfecção da cavidade. Pelo fato de ser um material solúvel 

em água, ela consegue inibir as bactérias através da ligação dos sítios de cálcio das 

mesmas em níveis fisiológicos de pH (Kimyai  et al., 2017). 

 Métodos de remoção de cárie com propostas menos invasivas que o tradicional 

uso de brocas vêm sendo desenvolvidos, tais como o ultrassom, o tratamento 

restaurador atraumático, a abrasão a ar, a remoção com agentes químicos e a 

irradiação com lasers de alta potência (Reddy MVC , 2015; Medione  et al., 2016). 

Este último consiste no uso de uma tecnologia relativamente nova e com grande 

potencial a ser explorado. 

O uso do laser de alta potência para remoção de tecido cariado consiste em 

uma alternativa aos métodos convencionais (Hasani Tabatabaei et al., 2015). 

Promove a ablação do tecido dental, fenômeno este caracterizado pela absorção de 

energia da fonte de luz pela água presente no tecido duro dental, levando a uma 

rápida vaporização e, consequente, remoção do mesmo (efeito fototérmico). Em 

geral, é visto como uma técnica segura (se usada com parâmetros adequados ) e 

eficaz na remoção de lesões cariosas, além de propiciar mais conforto aos pacientes 

durante o procedimento, com redução de ruídos, sensibilidade pós-operatória, entre 

outros (Hasani Tabatabaei et al., 2015).  A ablação por si só consegue, então, 

reduzir a carga microbiana em cavidades preparadas com essa metodologia, 

removendo seletivamente o tecido cariado juntamente com a microbiota presente, 

além de seus metabólitos (López Jimenéz et al., 2015). Além disso, existem outras 
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teorias de que o efeito térmico da radiação é transmitido em profundidade através da 

dentina com uma baixa interação com ela, permitindo um efeito foto-disruptivo sobre 

microrganismos presentes nas partes inacessíveis da rede tubular (López Jimenéz et 

al., 2015). 

Além dos lasers de alta potência, existem ainda no mercado os lasers de 

baixa potência, mais acessíveis comercialmente e resultados positivos para redução 

bacteriana, quando associados a um fotossensibilizador. A técnica denominada 

Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (aPDT) (Da Mota  et al., 2016) baseia-se na 

aplicação de uma fonte de luz sobre um tecido alvo fotossensibilizado (uso de 

fotossensibilizadores) que, na presença de oxigênio, produz oxigênio singleto e 

radicais livres que danificam irreversivelmente os componentes celulares e 

modificam suas atividades metabólicas, levando à morte celular (Neves  et al., 2016; 

Gugliemi  et al., 2011). 

As novas possibilidades de redução microbiana quando da necessidade de 

remoção de tecido cariado, a busca por técnicas que tem o intuito de melhorar os 

resultados do tratamento e beneficiar os pacientes no futuro - permitindo que os 

procedimentos realizados se tornem mais confiáveis em relação à saúde pulpar - 

estão em constante desenvolvimento e são de extrema importância para a prática 

clínica.  

Sendo assim, este estudo in vitro se propõe a investigar, pela primeira vez, a 

descontaminação da superfície dentinária afetada por cárie, comparando o uso dos 

lasers de baixa potência (associado ao fotossensibilizador – terapia fotodinâmica 

antimicrobiana), o de alta potência e o tratamento convencional (clorexidina).  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 
 
2.1 S. mutans e seu papel no contexto da cárie dentária 

 

 

 A cavidade oral fornece um habitat microbiano para muitos microrganismos, 

que vivem juntos em uma homeostase microbiana. Qualquer mudança prolongada 

das condições ambientais pode resultar na ocorrência de doenças dentárias, tais 

como a cárie dentária (Amend  et al., 2018). Além disso, a estrutura microbiana das 

colônias presentes na cavidade oral variam com a maturação da colônia e sua  

localização na superfície dentária, o que dificulta qualquer planejamento preventivo 

em relação à microbiota local (Bourgeois  et al., 2017). 

 A cárie dentária é uma das doenças infecciosas mais prevalentes no mundo. 

Embora a participação de diversas bactérias na etiologia da cárie não possa ser 

negligenciada, estudos clínicos e laboratoriais revelam o patógeno oral 

Streptococcus mutans como o principal agente causador na iniciação e 

desenvolvimento desta doença (Galvão et al., 2017; Amend  et al., 2018; Bourgeois  

et al., 2017; Zhou  et al.; 2016; Sharma  et al., 2018; Martins et al., 2018; Dias et al., 

2018; Fumes et al., 2018a; Azizi  et al., 2016). 

 O potencial cariogênico do S. mutans é atribuído principalmente à sua 

capacidade de formar biofilmes na superfície dos dentes, produzir ácidos fracos, 

(principalmente o ácido lático) e adaptar-se a condições de estresse ambiental, 

como as variações de pH, tensão de oxigênio e disponibilidade de nutrientes. Mais 

especificamente, S. mutans pode sustentar o crescimento do biofilme e realizar a 

glicólise em valores de pH abaixo do valor crítico para desmineralizar o esmalte 

dentário. Dessa forma, as vias metabólicas de S. mutans favorecem a redução do 

pH, a consequente desmineralização do substrato dentário, bem como a síntese de 

polissacarídeos extracelulares que atuam como estratégia adesiva e reserva 

energética (Bezerra  et al., 2016; Zhou et al.; 2016; Martins  et al., 2018). 

 Como mencionado acima, a sua ação está relacionada à fase de adesão, 

bem como a estrutura e acúmulo de microorganismos no biofilme durante o 

desenvolvimento da cárie dentária. A adesão bacteriana é um evento inicial 

importante na colonização bem-sucedida das estruturas dentárias e várias 
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moléculas de adesão foram caracterizadas para espécies bacterianas. Proteínas 

ligadoras de glucana (Gbps) são fatores de virulência diretamente associados à 

capacidade de S. mutans de se aderir e se acumular nas superfícies dentárias, 

formando biofilme dental, aumentando a ligação de S. mutans entre si e aos glicanos 

depositados na superfície dos dentes e contribuindo para a adesão dependente de 

sacarose aos dentes (Bordini  et al., 2018).Portanto, é necessário aplicar 

procedimentos específicos para diminuir a população dessa bactéria e/ou inibir seu 

acúmulo no biofilme dental para prevenir o desenvolvimento/progressão da lesão de 

cárie dental (Azizi  et al., 2016). 

 

 

2.2 Lesões de cárie em dentina 

 

    

A dentina é uma matriz de colágeno mineralizado que contém 

aproximadamente 30 a 50 % (volume) de material orgânico e 20 % (volume) de 

água. A composição da dentina pode variar em diferentes regiões do dente, 

dependendo de sua proximidade com o tecido pulpar, bem como se a matriz é 

desmineralizada ou se a lesão de cárie é um substrato afetado/infectado. Estas 

diferenças podem influenciar significativamente as propriedades mecânicas da 

dentina (Breschi  et al., 2018). 

A microestrutura da dentina e suas propriedades são os principais 

determinantes de quase todos os procedimentos na Odontologia Restauradora. A 

dentina é um complexo hidratado composto por quatro elementos: (1) túbulos 

dentinários cercados por (2) uma matriz peritubular altamente mineralizada embutida 

em uma matriz intertubular, a qual consisti amplamente de (3) colágeno tipo I com 

cristais de apatita e (4) fluído dentinário (Fuentes  et al., 2003). 

As lesões cariosas cavitadas em dentina são consideradas as últimas fases do 

estágio de evolução da cárie dentária. A dentina fornece um ambiente diferente para 

bactérias envolvidas na progressão da lesão de cárie, onde apenas bactérias 

especializadas são capazes de colonizar e explorar esse substrato. O perfil 

bacteriano em uma lesão em esmalte e na lesão em dentina são significativamente 

diferentes, uma vez que a microbiota da dentina é constantemente submetida a 

mudanças, como a disponibilidade de nutrientes, concentração de oxigênio e pH.   
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Além disso, este tecido contém maior proporção de matriz orgânica e menor 

componente inorgânico do que o esmalte. Assim, o pH crítico para dissolução da 

dentina é maior quando comparado ao esmalte, e permite a colonização de 

bactérias que podem não ser tão acidogênicas e acidúricas como as necessárias 

para a desmineralização inicial do esmalte (Neves  et al., 2017). 

A odontologia minimamente invasiva tem enfatizado a preservação máxima 

do tecido durante manejo de lesões profundas de cárie dentinária. A remoção 

seletiva da dentina é recomendada com o intuito de preservar ao máximo a estrutura 

dentária e evitar uma possível exposição pulpar (Kabil  et al., 2017; Ornellas  et al., 

2018). Nesse sentindo, a completa vedação da cavidade é capaz de promover a 

redução bacteriana após um determinado período de tempo e viabilizar a 

remineralização na dentina afetada dependendo do material utilizado, 

desempenhando, assim, um papel relevante no sucesso do tratamento (Melo  et al., 

2015; Pinheiro  et al., 2018; Ornellas  et al., 2018). 

A selagem ideal da cavidade aumenta a longevidade das restaurações 

dentárias ao cortar o suprimento de nutrientes bacterianos, impedindo assim a 

progressão da lesão cariosa. Entretanto, recorrência de cárie e sensibilidade pós-

operatória podem ocorrer devido à presença de microrganismos viáveis após o 

preparo cavitário (Pinheiro et al., 2018; Kabil  et al., 2017; Melo et al., 2015).  

 Infelizmente, se não houver o controle dos fatores etiológicos relacionados à 

doença cárie, o tratamento de lesões nas paredes adjacentes à restauração - 

comumente chamadas de lesões de cárie secundárias -  leva a perdas maiores de 

tecido duro dentário - um cenário que é referido como ciclo restaurador repetitivo -  

que pode, no final, levar à necessidade de tratamento endodôntico e/ou perda 

dentária prematura. Por estas razões, pesquisas no contexto de cárie dental, seja 

ela primária ou ao redor de restaurações pré-existentes, são de grande valia (Amend  

et al., 2018). 

 

 

2.3 Lesões de cárie em dentina produzidas artificialmente in vitro  

 

 

As lesões artificiais de cárie apresentam vantagens na confecção de 

superfícies planas e na padronização do grau de desmineralização da dentina (Choi  
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et al., 2006). A utilização de modelos de biofilme em monocultura como, por 

exemplo, de Streptococcus mutans tem sido útil no estudo de variáveis específicas 

dentro da complexidade da doença cárie dentária. Além disso, modelos desse tipo 

permitem respostas rápidas para avaliação de tratamentos e medicamentos. Nesse 

contexto, a padronização de modelos simplificados ou complexos que desenvolvam 

lesões de cárie em laboratório parece ser útil para modelos de estudos (Carvalho  et 

al., 2018). 

No modelo de biofilme de S. mutans, a exposição à sacarose simula uma 

dieta rica em carboidratos. As bactérias hidrolisam esse açúcar para produzir 

polissacarídeos extra e intracelulares. Neste contexto, os modelos de biofilme in vitro 

representam  sistemas atrativos para investigar a eficácia de terapias 

antimicrobianas, visto que a viabilidade bacteriana e os fatores de virulência podem 

ser facilmente quantificados (Nemezio  et al., 2017).  

Considerando que um modelo experimental não consegue reproduzir todas as 

condições da doença, possui vantagens e limitações que devem ser consideradas 

para discutir os achados. A implementação de estudos em modelos de boca artificial 

garante vigilância experimental e podem avaliar as interações microbianas em 

placas dentais simuladas e biofilmes similares e monitorar suas características 

físicas, químicas, biológicas e moleculares com um alto grau de precisão (Amend et 

al., 2018; Tang et al., 2003). No entanto, tem havido uma variedade de modelos de 

boca artificial publicados que diferem entre si em sua configuração, princípio 

funcional e parâmetro a ser examinado (Amend et al., 2018). 

O uso de uma espécie bacteriana para inoculação é uma enorme simplificação 

da diversidade microbiana existente dentro da cavidade bucal humana e deve-se 

considerar que as respostas frente ao uso de diferentes cepas de bactérias 

cariogênicas pode ser diferente no substrato dental (Elgamíly et al., 2018). Um 

aspecto positivo é que cada um possui sua patogenicidade bem conhecida na cárie 

dentária. No que diz respeito aos conflitos éticos, os modelos in vitro são adequados 

para examinar materiais e tratamentos quanto á prevenção/controle da doença 

(Amend et al., 2018). 

 

 

2.4 Terapias Antimicrobianas  
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2.4.1 Clorexidina  
 

 

O digluconato de clorexidina é o antimicrobiano mais utilizado na Odontologia 

e auxilia no controle mecânico do biofilme dental/cariogênico. Em altas 

concentrações, a clorexidina é bactericida e age como um detergente, pois causa 

danos à membrana celular (Fumes et al., 2018b). Além disso, é o anti-séptico usado 

contra microrganismos Gram-positivos, Gram-negativos e algumas leveduras (Dias  

et al., 2018). 

O seu pontecial antimicrobiano ainda é o método mais testado in vitro e in 

vivo para estabilizar a interface adesiva com aplicabilidade clínica devido à sua 

grande disponibilidade em consultórios odontológicos e ao tempo reduzido de 

aplicação clínica (30 segundos se mostrou eficaz na inibição da atividade enzimática 

em dentina) (Breschi  et al., 2018). 

Hipóteses sugerem que a clorexidina age por meio de dois mecanismos. O 

primeiro seria a adesão à estrutura da membrana bacteriana, destruição da barreira 

bacteriana osmótica e aumento da permeabilidade celular, o que leva ao vazamento 

dos íons intracelulares, como o potássio, para o exterior da membrana celular 

danificada. O segundo mecanismo envolve o aspecto intracelular de coagulação, o 

qual é responsável pelo impacto bactericida e depende da concentração de 

clorexidina (Azizi  et al., 2016). Portanto, trata-se de um agente catiônico, que possui 

o mecanismo de ação centrado principalmente na ruptura da parede celular 

bacteriana, com subsequente precipitação do conteúdo citoplasmático (Sharma  et 

al., 2018; Dias  et al., 2018). 

Em relação ao Streptococcus mutans, a clorexidina se mostra capaz de 

interferir em sua atividade metabólica e reduzir efetivamente sua viabilidade, 

confirmando, assim, as suas propriedades antimicrobianas, uma vez que essa 

molécula é rapidamente atraída pela superfície bacteriana carregada negativamente, 

promovendo a ruptura da membrana e morte celular (Nemezio et al., 2017). A 

principal vantagem da clorexidina deve-se ao fato dela se ligar aos tecidos moles e 

duros da boca, permitindo que sua ação seja por um longo período após o uso de 

uma formulação que a contém na sua composição (Sharma et al., 2018). Um estudo 

recente (Li et al., 2018), avaliou o efeito da clorexidina no biofilme de S. mutans e 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/in-vivo
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/in-vivo
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/in-vivo
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relataram que o biofilme foi suscetível à ação da clorexidina 0,12%, apresentando 

uma redução de biomassa de mais de 80% . 

Embora seja usada como um padrão ouro em comparação a outros agentes 

antimicrobianos, a clorexidina possui algumas limitações quando do seu uso 

prolongado como enxaguatório. (Sharma  et al., 2018; Cieplik  et al., 2018; Nemezio  

et al., 2017; Fumes et al., 2018b). Porém, a clorexidina tem boa eficácia 

antibacteriana, efeito bacteriostático e efeito bactericida, devido à precipitação e / ou 

coagulação do citoplasma (Goud S, et al 2018). 

 

 

2.4.2 Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (aPDT) 

 

 

A Terapia Fotodinâmica Antimicrobiana (aPDT) baseia-se no princípio de que 

um corante fotoativo, também chamado de agente fotossensibilizador, se liga à 

célula-alvo e é ativado por uma luz de comprimento de onda específica. Nesse 

processo, espécies de oxigênio, como oxigênio singleto e radicais livres, são 

formadas, produzindo toxicidade para a célula e são capazes de danificar 

componentes essenciais das células ou mesmo modificar o seu metabolismo de 

uma forma irreversível, resultando na morte bacteriana (Melo  et al., 2015; Tokubo  

et al., 2018; Fumes  et al., 2018a). 

A eficácia da aPDT é dependente, principalmente, de três fatores: capacidade 

do agente fotossensibilizador de se ligar à célula, penetrar e agir dentro da mesma e 

formar oxigênio singleto (Tokubo et al., 2018). Além disso, sua aplicação é indolor, 

não promove resistência bacteriana e é desprovido de efeitos sistêmicos (Pinheiro et 

al., 2018). 

A aPDT é uma abordagem eficaz e moderna de intervenção mínima para a 

redução microbiana pós tratamento conservador de lesões profundas de cárie. O 

tratamento conservador em si preserva dentina afetada e viabiliza, se bem selada a 

cavidade, a remineralização do substrato remanescente. Como benefício adicional, a 

aPDT pode reduzir a carga de microrganismos presentes nesta dentina 

remanescente (Ornellas  et al., 2018). Sendo assim, tem sido proposta como etapa 

adjuvante no manejo de lesões de cárie em dentina profunda, embora não existam 

protocolos bem definidos para sua aplicação clínica (Méndez et al., 2018). 
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No entanto, a fotossensibilização letal ocorre nas camadas mais superficiais 

do biofilme. Assim, o tempo de pré-irradiação é um fator fundamental para a difusão 

do fotossensibilizador através do biofilme cariogênico. No contexto de uso do azul de 

metileno em lesões de dentina afetada por cárie, um maior tempo de exposição ao 

fotossensibilizador permitiria maior penetração do mesmo em camadas mais 

profundas do substrato. Sendo assim, o tempo de pré-irradiação ou tempo de 

incubação da droga consiste no tempo em que o corante encontra o biofilme antes 

da aplicação da luz e é um fator importante para a difusão do fotossensibilizador 

através do biofilme cariogênico (Fumes et al., 2018b). Dessa forma, devido à 

resistência bacteriana produzida por alguns antimicrobianos, a aPDT tornou-se uma 

alternativa viável para tratamentos de doenças relacionadas a biofilmes (Leal  et al., 

2017). 

Considerando que a eficácia da aPDT depende também do tipo e parâmetros 

da luz, o uso de um modelo reprodutível com biofilme de S. mutans oferece uma 

oportunidade para estudar o efeito de alguns parâmetros da terapia com laser de 

baixa potência em um modelo validado. (de Sousa Farias et al., 2016) Segundo 

Soria-Lozano  et al.( 2015), a eficácia desta terapia (aPDT) depende da dose, tipo de 

luz e fotossensibilizador utilizado, sendo que para o azul de metileno são 

encontrados resultados de 73% à 93% de redução microbiana em colônias  S. 

mutans, S. sanguis e C.albicans para estudos in vitro. 

 

 

2.4.3 Laser de alta potência  

 

 

Introduzidos no mercado Odontológico brasileiro nas ultimas duas décadas,  

lasers alta potência com grande afinidade por água e hidroxipatatita, como os lasers 

de érbio (Er:YAG e Er,Cr:YSGG), são indicados para a remoção de lesões de cárie e 

a preparação da cavidade. Vários estudos mostraram a eficácia dos lasers de érbio 

na remoção de tecido cariado, juntamente com maior aceitação do paciente em 

comparação com a instrumentação rotatória convencional (Dommisch et al., 2008; 

Sancakli  et al., 2018). 

Os lasers de érbio mostram-se eficazes para a ablação de tecidos 

mineralizados, uma vez que seus comprimentos de onda (Er:YAG 2,94 μm) e 
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Er,Cr:YSGG 2,78 μm) coincidem com o pico de absorção de água e radicais OH 

presentes nos tecidos dentários (3,0 μm). Isso leva à vaporização de água, seguido 

por microexplosões resultantes do aumento da pressão interna das moléculas, que, 

por sua vez, levam à ejeção do substrato sob a forma de partículas microscópicas 

de modo seguro e eficaz quando seu uso está sob parâmetros apropriados (Valério 

et al., 2016). 

O potencial de descontaminação dos lasers tem sido explorado in vitro e 

investigações usando os regimes de irradiação com laser ilustram a enorme 

heterogeneidade dos estudos. As densidades de energia aplicadas variaram em 

uma ampla faixa de 0,04 a 63,69 J/cm2 nos diferentes estudos. Além disso as 

bactérias utilizadas podem ser de diferentes segmentos da microbiota oral (Gram 

positiva ou negativa, aeróbica, microaerófila ou anaeróbia) e até bactérias da mesma 

espécie porém de diferentes cepas (Hauser-Gerspach  et al., 2014)..  

Outro ponto importante é a avaliação das medidas documentadas sobre a 

eficácia antimicrobiana desse laser. Em relação à eficácia, é difícil comparar os 

resultados entre os estudos publicados, pois são dependentes de interações 

complexas entre o comprimento de onda, a duração do pulso, a freqüência e a 

energia e a dureza do substrato dentário (Valério et al., 2016). A redução das 

contagens bacterianas por irradiação do Er: YAG encontradas na literatura ficam na 

ordem de 90 a 99% (1 a 2 logs) e são consideradas estatisticamente significantes 

(Hauser-Gerspach  et al., 2014). Além disso,  a literatura mostra  que um efeito 

antibacteriano pode ser obtido com um laser Er: YAG mesmo em baixas densidades 

de energia (Tosun et al., 2012).  

Em relação ao Er Cr: YSGG, existem na literatura relatos de seu uso  como 

método conservador e indolor para remoção de lesão cariosa, preparo cavitário e 

condicionamento do esmalte para minimizar a microinfiltração marginal e melhorar a 

força de adesão. Além disso, a superfície do esmalte quando aplicada com Er Cr: 

YSGG faz uma camada com características de microrretenção, melhorando a 

resistência de união com materiais de resina (Alkhudhairy  et al., 2018).  

A literatura mostra que a irradiação com os lasers de érbio com ajustes 

razoáveis tem o potencial de redução microbiana. Assim, acredita-se que quando os 

lasers de érbio quando são usados com parâmetros apropriados e resfriamento de 

água/ar, eles podem fornecer uma superfície mais favorável à ligação de compósitos 
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e também à redução microbiana, sem comprometer a vitalidade da polpa (Ramos et 

al., 2015). 
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3 PROPOSIÇÃO 
 

 
Avaliar a redução microbiana em superfície dentinária afetada por cárie, 

artificialmente produzida in vitro, comparando o uso dos lasers de baixa potência 

(associado ao fotossensibilizador – terapia fotodinâmica antimicrobiana), o de alta 

potência e o tratamento convencional (digluconato de clorexidina a 2%). 

 

A hipótese nula testada foi de que os tratamentos propostos não apresentam 

diferenças no potencial de redução microbiana se comparados ao tratamento 

convencional (digluconato de clorexidina a 2%). 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 Aspectos Éticos 

 

 

O protocolo desta pesquisa foi submetido ao Comitê de Ética em Pesquisa da 

Faculdade de Odontologia da Universidade de São Paulo (CEP-FOUSP) (CAAE n. 

76778117.9.0000.0075), tendo sido aprovado (Anexo A). 

 

 

4.2 Delineamento experimental  

 

 

Neste estudo, as unidades experimentais consistiram em 60 discos de dentina 

hígida obtidos a partir de terceiros molares humanos recém-extraídos. O fator em 

estudo considerado foi o tratamento da superfície de dentina cariada, em 6 níveis: 

G1 - sem tratamento; G2 – digluconato de clorexidina a 2%; G3 - laser de alta 

potência Er:YAG (2,94 μm) ; G4 – laser de alta potência Er,Cr:YSGG (2,78 μm); G5 -  

aPDT 1 (laser de baixa potência 660 nm + azul de metileno a 0,01%); G6 - aPDT 2 

(laser de baixa potência 660 nm + azul de metileno a 0,005%). O modelo de lesão 

cárie artificial desenvolvido com S. mutans foi avaliado em profundidade de lesão de 

aproximadamente 300 μm.  O desfecho primário foi a redução de bactérias, avaliada 

quantitativamente por meio do teste de contagem de unidades formadoras de 

colônia (UFC). Os grupos experimentais do estudo estão ilustrados na Figura 4.1.  
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Figura 4.1 - Distribuição das amostras nos diferentes grupos experimentais 

 

 

Fonte: a autora. 

 

 

4.3 Seleção dos dentes e obtenção dos espécimes 

 

Terceiro molares hígidos humanos, recém extraídos, foram coletados e limpos 

com curetas periodontais e taça de borracha com pasta de pedra pomes-água. Após 

a limpeza, foram examinados com lupa estereoscópica (aumento de 40x) para 

detectar defeitos de esmalte e/ou lesões de cárie, sendo que a presença destes 

determinou a exclusão do elemento da amostra. Os dentes selecionados foram 

estocados em solução supersaturada de timol a 0,1% (Gilmour et al., 1990), à 

temperatura de 4 oC até o momento do uso (máximo de 3 meses).  

Em seguida, a porção radicular dos elementos dentais foi removida com 

auxílio da máquina de corte ( Labicut 1010, Extec, Enfield, USA).Para obtenção de 

discos de dentina com superfície oclusal plana e espessura de aproximadamente 2 

mm (aferidas com paquímetro digital) (Figura 4.2), cada coroa foi desgastada com 

lixas de carbeto de silício (Buehler Ltd., Lake Buff, IL, EUA) de granulação 

decrescente #180, #320 e #400, com refrigeração abundante à água em Politriz 

(Ecomet 3 machine, Buehler Ltd., Lake Bluff, EUA), acionada em baixa velocidade 

(100 rpm). Para impedir que os grãos das primeiras lixas interferissem na qualidade 

do desgaste, entre cada lixa os espécimes foram levados a um aparelho de 
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G1: Controle - sem tratamento (n=10)

G2: Clorexidina (n=10)

G3:Laser Er:YAG (2,94 μm) (n=10)

G4: Laser  Er,Cr:YSGG (2,78 μm); (n=10)

G5: Terapia Fotodinâmica antimicrobiana (azul de metileno a 0,01% 
(n=10) 

G6: Terapia Fotodinâmica antimicrobiana (azul de metileno a 0,005% 
(n=10) 
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ultrassom, com água destilada (5 minutos), para lavagem e remoção de debris. Por 

fim, uma camada de esfregaço padronizada foi criada utilizando-se lixa de 

granulação #600 por 60 segundos. 

 

 

Figura 4.2 - Obtenção de amostras de dentina do terço médio com superfície oclusal plana e 
espessura de aproximadamente 2 mm 

 

 

 

Fonte: a autora. 

 

 

 

4.4 Montagem dos espécimes  para o desafio cariogênico e produção de 

dentina afetada por cárie  

 

 

Os espécimes de dentina foram protegidos com verniz ácido-resistente 

(superfície oclusal e faces axiais), exceto em área oclusal delimitada de 2 x 5 mm 

(determinada com auxílio de paquímetro digital), região em que foi produzida a lesão 

de cárie artificial (Figura 4.3). A face interna da amostra (correspondente à parede 

pulpar) permaneceu sem proteção com verniz, pois foi adaptada a uma lâmina de 

vidro (usada em microscopia óptica), com auxílio de cola Super Bonder (© 2018 

Henkel Ltda., São Paulo). 
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Figura 4.3 - Superfície planificada de dentina oclusal protegida com verniz ácido resistente exceto em 
área delimitada de 2x 4 mm, região onde foi produzida artificialmente a dentina afetada 
por cárie 

 

Fonte: a autora. 

 

 

 

Em cada lâmina de vidro foram adaptados 12 espécimes, 2 de cada grupo 

experimental (Figura 4.4) e 2 para posterior análise de profundidade da lesão, 

realizada em equipamento de Tomografia por Coerência Óptica (OCT). A lâmina de 

vidro foi, então, inserida em um tubo plástico de 50 ml (Falcon, Corning, EUA) 

(Figura 4.5) e levados para a esterilização.  

 

 

Figura 4.4 – (A) Distribuição aleatória randomizada das amostras na lâmina de vidro. (B) Tubo com a 
lâmina dentro pronto para esterilização 

 

  

                               (A)                                             (B) 

Fonte: a autora. 
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4.5 Esterilização dos espécimes 

 

 

No modelo experimental bacteriano, para a formação de lesões de cárie in 

vitro, é necessário que todas as amostras estejam livres de contaminação (Krista  et 

al., 2015). Tubos plásticos do tipo Falcon contendo os espécimes em água destilada 

foram embalados em envelopes para autoclave e todo este conjunto foi submetido à 

radiação gama (dose de 25 kGy), capaz de esterilizar os espécimes sem prejudicar 

as propriedades físico-químicas dos tecidos dentais mineralizados e/ou desidratá-los  

(Rodrigues et al., 2004). A esterilização foi realizada no Centro de Tecnologia das 

radiações – CTR IPEN/CNEN –SP coordenado pelo Dr. Pablo Vásquez.  

 

 

4.5 Preparo e Armazenamento dos Meios de Cultura 

 

 

O TSB (Tryptic Soy Broth), meio de cultura líquido, foi preparado segundo as 

instruções do fabricante e enriquecido com 1 % de sacarose. Esse meio é utilizado 

para monitoramento da esterilidade durante o experimento e para ativação das 

cepas após retiradas do ultrafreezer, onde permanecem estocadas.  Além do TSB, 

também foi utilizado o TSA (Tryptic Soy Agar), meio sólido, no qual foram inoculados 

a cepa bacteriana para observação do crescimento de colônias (Azevedo  et al., 

2011).  

 

 

4.6 Preparo do caldo inóculo e determinação da quantidade de bactérias/ml 

 

 

Com o auxílio de uma alça calibrada estéril, uma amostra da cultura de 

estoque mantida em glicerol da cepa de S. mutans com cariogenicidade previamente 

conhecida (UA159), foi inoculada pela técnica de estriamento na placa de Petri 

contendo TSA. As placas foram incubadas durante 16 horas em estufa de atmosfera 

de 10% de CO2 a 37 oC, onde foi verificado o crescimento das colônias. O caldo 
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inóculo foi, então, composto pelas colônias diluídas em 20 ml de TSB, enriquecido 

com 1% de sacarose, incubado nas mesmas condições ambientais anteriores, 

durante 3 horas, até atingir o crescimento de aproximadamente 1,0 quando lido em 

espectrofotômetro (Beckman DU 640, Michigan, EUA) calibrado para absorbância 

em 600 nm (Azevedo  et al., 2011; Espejo  et al., 2010; Gama-Teixeira  et al., 2007).  

 

 

4.8 Desafio cariogênico 

 

 

O modelo adotado pelo estudo foi o de Batch Biofilm Model, no qual o biofilme 

é formado em um determinado período de tempo, dentro de um recipiente fechado, 

livre de contaminação e com temperatura e atmosfera controlados (Krista  et al., 

2015). Após a esterilização, as amostras foram retiradas da lâmina de vidro e 

distribuídas na placa de cultura celular com 24 poços, para facilitar a indução das 

lesões.  Cada poço acomodou um espécime com 0,5 ml de TSB e 0,5 ml do caldo 

inóculo. A cada 24h, o meio de cultura foi trocado para evitar o esgotamento de 

nutrientes para as bactérias presentes. Ressalta-se que as amostras não foram 

induzidas no mesmo tempo, para que permitisse maior segurança no preparo das 

lesões. Sendo assim, as lesões eram induzidas em 12 amostras por vez (sendo 2 

amostras de cada grupo em distribuição aleatória). 

No modelo experimental em lesões de profundidade de aproximadamente 300 

μm, os espécimes foram inoculados e mantidos em estufa bacteriológica a 37 oC por 

15 dias (Gama-Teixeira  et al., 2007; Azevedo  et al., 2014). As trocas foram 

realizadas periodicamente para um novo meio de cultura, transferindo-se também 

uma alíquota do caldo crescido. Este procedimento foi realizado em fluxo laminar. 

Durante esse período, o caldo foi semeado utilizando-se a técnica de esgotamento 

em uma placa contendo TSA, que permaneceu incubada a 37 °C por 48 h para 

verificar a ausência de contaminação. Finalizado o período de desafio cariogênico, o 

biofilme  aderido à superfície foi removido cuidadosamente com gaze e os 

espécimes foram lavados com água deionizada.  
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4.9 Análise da profundidade das lesões de cárie 
 

 

A profundidade das lesões de cárie desenvolvidas in vitro foi avaliada e 

validada por meio do teste de Tomografia por Coerência Óptica (Optical Coherence 

Tomography - OCT). O OCT consiste em uma técnica que gera imagens de secções 

transversais do espécime baseado no espalhamento da luz pelo tecido e através de 

um interferômetro de Michelson (Min et al., 2015). O equipamento  de OCT possui 

uma ponta em fibra óptica que conduz a luz e a divide em dois feixes, sendo um 

direcionado para um espelho de referência e o outro para o espécime, permitindo a 

formação de imagens em tempo real. Além disso, a ponta permite o alcance da 

amostra sem haver contato ou necessidade de destruição. 

A ponta do equipamento foi direcionada para o centro da face do espécime 

exposta ao desafio cariogênico, de modo que foi possível a obtenção de uma 

imagem que compreendeu tanto a porção protegida pelo verniz ácido-resistente 

(controle - dentina hígida) quanto a região submetida à contaminação, permitindo 

comparações qualitativas e quantitativas entre tecido sadio e lesionado em uma 

mesma imagem. 

No sistema OCT (SR930 Thorlabs Inc., Newton, NJ, EUA), um díodo emissor 

de luz super luminescente (λ = 930 nm) fornece A e B scans com resolução de 4,0 e 

6,0 μm, respectivamente. O sistema é capaz de produzir até quatro quadros por 

segundo, proporcionando imagens em tempo real (2000 × 512 pixels, equivalente a 

uma largura × área de altura de 6000 × 1581 μm2) (Azevedo  et al., 2014). 

Os tamanhos das lesões encontradas ficaram na faixa dos 260 micrometros, 

conforme demonstrado nas Figuras 4.5 e 4.6, informações obtidas através do 

programa Image J. 
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Figura 4.5 - Imagem obtida através da tomografia óptica de coerência (OCT). Á     esquerda da 
imagem encontra-se a área protegida pelo verniz cavitário e a direita corresponde a área 
de lesão induzida por cárie artificialmente de aproximadamente 216 μm 

 

 
Fonte: a autora. 
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Figura 4.6 - Imagem obtida através da tomografia óptica de coerência (OCT). Á esquerda da imagem 
encontra-se a área protegida pelo verniz cavitário e a direita corresponde a área de lesão 
induzida por cárie artificialmente de aproximadamente 310 μm  

 

 
Fonte: a autora. 

 

 

4.10 Tratamento da superfície dentinária 

 

 

 Após o desenvolvimento das lesões de cárie artificiais, os tratamentos descritos 

abaixo foram realizados na superfícies contaminadas de cada espécime. 

 

 Grupo 1: sem tratamento. 

 Grupo 2: Digluconato de Clorexidina a 2% – 1 gota de solução foi aplicado de 

forma ativa na superfície da dentina contaminada, utilizado um pincel 

descartável (Microbrush, KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil), durante 20 

segundos, seguindo de um jato de ar leve durante 15 segundos com uma 

seringa de ar (Kimyai et al., 2017). 

 Grupo 3 - Laser de Er:YAG – as amostras foram irradiadas com o laser de 

Er:YAG (LiteTouchTM, Light Instruments Ltd, Israel) emitindo  no 

comprimento de onda de 2,94 μm, com a ponta AS7065 (diâmetro do feixe 

1,3 mm) refrigeração 4 ml/min, tempo de irradiação de 1 minuto (em 

movimentos horizontais e verticais, de varredura), distância focal de 1 mm da 
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superfície dental, emissão do feixe perpendicular à superfície dentinária, 

energia de 50 mJ, taxa de repetição de 15 Hz e densidade de energia 3,46 

J/cm2. 

 Grupo G4 – Laser de Er,Cr:YSGG – as amostras foram irradiadas com o  

Laser de Er,Cr:YSGG (Waterlase iPlus, BIOLASE©, San Clemente, CA, EUA), 

emitindo no comprimento de onda de 2,78 μm, com a ponta MZ8 (diâmetro do 

feixe de 880 μm). Foi utilizada refrigeração (água) de 4 ml/min, tempo de 

irradiação de 1 minuto (em movimentos horizontais e verticais, de varredura), 

distância focal de 1 mm da superfície dental, emissão do feixe perpendicular à 

superfície dentinária, energia de 37,5 mJ, taxa de repetião de 15 Hz e 

densidade de energia de 7,5 J/cm2. 

 Grupo G5 - aPDT 1: foi utilizado um laser de baixa potencia (660 nm, Therapy 

XT, DMC Equipamentos, São Carlos, SP, Brasil) com área do spot de 0,028 

cm2 e potência fixa de 100 mW associado ao azul de metileno a 0,01% 

(Chimiolux 10, DMC, São Carlos, SP, Brasil). A terapia consistiu na aplicação 

de 1,0 ml de corante na superfície dentinária. O tecido cariado ficou mantido 

em contato com o corante durante um tempo de pré-irradiação de 5 minutos. 

O laser foi, então, posicionado perpendicularmente à superfície oclusal de 

cada espécime e as irradiações prosseguiram em um único ponto no centro 

de cada superfície durante 90 segundos (9J) (Guglielmi  et al., 2011).  

 Grupo G6 - aPDT: nesse grupo foi realizado o mesmo tratamento do que o 

descrito para o grupo G5, porém utilizando o fotossensibilizador em menor 

concentração, o azul de metileno a 0,005% (Chimiolux 5, DMC, São Carlos, 

SP, Brasil). 

 

 

4.11  Análise Microbiológica 

 

 

Para a coleta de amostra dentinária e análise microbiológica, utilizou-se a 

broca carbide esférica (CA1 2800 (1/4), KG Sorensen, São Paulo, SP, Brasil) 

diretamente na superfície envolvendo a lesão, onde foram coletadas as amostras 

antes e após o tratamento proposto para cada grupo) de dentina afetada por cárie 

formadas artificialmente in vitro. Ressalta-se que no grupo 1 (G1 - controle) foram 
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feitas coletas apenas em um único tempo experimental, visto que não houve 

tratamento de superfície. 

A coleta se deu até que todo o diâmetro da broca carbide (0,5 mm) estivesse 

inserido na lesão de cárie formada artificialmente. 

As amostras de dentina foram colhidas em frascos de tampa de rosca 

contendo meio de congelamento (10 % de glicerol), para evitar perda e morte 

bacteriana e foram levadas em até no máximo 1 hora ao laboratório para cultura 

microbiana e avaliação (Figura 4.7).  

As brocas contendo as amostras de dentina foram introduzidas em um tubo 

de vidro e foram sonicadas, por aproximadamente 1 minuto, para que o máximo de 

conteúdo da broca fosse transferido para a solução salina. As amostras colhidas 

foram, então, submetidas a uma diluição seriada em água pipetonada até o fator de 

diluição 101 (definida nos testes preliminares, visto que não foi possível observar 

crescimento em mais diluições). Cada placa de ágar MSB (Agar Mitis Salivarius) 

recebeu 3 gotas de 25 μL (tanto no período “antes” quanto no “após” o tratamento 

proposto) e foram incubadas em atmosfera de 10% CO2 durante 2 dias a 37 °C. Em 

seguida, o número de colônias foi determinado e expresso em UFC (unidades 

formadoras de colônias) por amostra (Aswathi et al., 2017). 
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Figura 4.7 -  (A) Com auxílio da broca carbide, a amostra foi colhida  (B) transferida para as placas de 
Petri dentro do fluxo laminar, onde depois foram incubadas em microaerofilia durante 2 
dias a 37°C (C) contagem de unidades formadoras de colônias 

 

 

    

                        (A)                                (B)                           (C)                                

Fonte: a autora. 

 

 

 

4.12  Análise dos Dados 

 

 

O software utilizado foi o Statistica (versão 7.0). Inicialmente, para resumo e 

descrição dos dados coletados, foram calculadas algumas medidas descritivas: 

média, desvio padrão, mínimo e máximo. A suposição de normalidade foi testada 

através do teste de Shapiro Wilk. Como esta suposição não foi atendida, foram 

aplicados métodos estatísticos não paramétricos para testar as hipóteses do 

pesquisador. Para avaliar cada tratamento, antes e depois da aplicação, foi utilizado 

o teste de Wilcoxon. Para comparar o desempenho dos tratamentos foi aplicado o 

teste de Kruskal Wallis, complementado pelo teste dms, para identificação das 

diferenças significativas (p<0,05). 
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5 RESULTADOS 

 

 
Inicialmente, para resumo e descrição dos dados coletados, foram calculadas 

algumas medidas descritivas: média, desvio padrão, mínimo e máximo (Tabela 5.1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

 

 

 

 

 

 





 

 

 

Tabela 5.1 - Medidas descritivas: média, desvio padrão, mínimo e máximo para cada grupo experimental 

 

 Diferenças absolutas (ufc/ml) Diferenças percentuais (%) 

Tratamento Médias n DP Mínimo Máximo Médias n DP Mínimo Máximo  

G1* 
Controle 

- - - - - - - - - -  

G2 
Clorexidina 

-21004.00 10 32417.09 -90586.67 -93.33 -81.98 10 30.26 -100.00 -4.55  

G3 
Er:YAG 

-6284.00 10 16582.93 -53373.33 13.33 -73.48 10 34.23 -100.00 3.23  

G4 
Er: YSGG 

-577.33 10 450.98 -1653.33 -93.33 -52.19 10 25.87 -100.00 -27.91  

G5 
(aPDT-
0,01%) 

-17353.33 10 49750.76 -158906.67 -346.67 -75.21 10 27.08 -100.00 -13.28  

G6 
(aPDT-
0,005%) 

-577.33 10 450.98 -1653.33 -93.33 -52.19 10 25.87 -100.00 -27.91  

Total -9694.13 50 28827.98 -158906.67 
32000.0

0 
-42.28 50 164.35 -100.00 1052.63  

*não foi realizado tratamento. 
 

 

 

 

 

Fonte: a autora. 
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A tabela abaixo (Tabela 5.2) resume os resultados da aplicação do Teste de 

Wilcoxon comparando os momentos “Antes” e “Depois”, em cada tratamento. Para 

todos os tratamentos, com exceção do aPDT (G6) (p=0,203), existe uma redução 

microbiana estatisticamente significativa. Este tratamento, apesar de apresentar 

redução na maioria das repetições, em 30% delas apresentou aumento microbiano. 

 

 

Tabela 5.2 - Comparação em unidade UFC/ ml em dois tempos "Antes” X “Depois”, para cada 
tratamento experimental 

 

 

Fonte: a autora. 

 
 

Aplicando o Teste de Kruskal Wallis para comparar os tratamentos no momento 

Antes (Tabela 5.3), observou-se diferença estatística (p=0,04). Ou seja, a princípio 

existe diferença significativa entre os tratamentos no momento antes do tratamento.  

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

TRATAMENTO p 

G2 (Clorexidina) 0.005 

G3 (Er:YAG) 0.007 

G4 (Er:YSGG) 0.005 

G5 (aPDT-0,01%) 0.005 

G6 (aPDT-0,005%) 0.203 
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Tabela 5.3 - Comparação em UFC/ml dos tratamentos (momento Antes) 

 
 

Tratamento n Soma de postos Posto médio 

G1 (Controle) 10 263.0 26.3 

G2 (Clorexidina) 10 384.5 38.45 

G3 (Er:YAG) 10 229.0 22.9 

G4 (Er: YSGG) 10 203.0 20.3 

G5 (aPDT- 0,01%) 10 349.5 34.95 

G6 (aPDT-0,005%) 10 401.0 40.1 

Fonte: a autora. 

 
 

Aplicando o Teste de Kruskal Wallis para comparar o efeito dos tratamentos 

(tempo “após”) observou-se que não houve diferença estatística significativa entre 

eles (p=0,1133) ( Tabela 5.4). Este resultado ocorreu mesmo com amostras bastante 

atípicas observadas no grupo G6 (aPDT com azul de metileno a 0,005%).  
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Tabela 5.4 - Comparativo dos tratamentos, considerando-se a diferença percentual na redução 

microbiana (Depois-Antes) 

 
 

TRATAMENTO n Soma de postos Posto médio 

G2 (Clorexidina) 10 184.5 18.45 

G3 (Er: YAG) 10 214.5 21.45 

G4 (Er,Cr: YSGG) 10 320.5 32.05 

G5 (aPDT-0,01%) 10 233.5 23.35 

G6 (aPDT-0,005%) 10 322.0 32.2 

Fonte: a autora. 

 
 
Obs: O grupo G1 (Controle) não foi levado em consideração, pois não houve 
tratamento. 
 

 

 Gráficos do tipo box-plots foram construídos para facilitar a interpretação dos 

resultados (Gráficos 5.1 a 5.6). 

 
 
Gráfico 5.1 - Gráfico que ilustra a redução microbiana para o grupo G2 (Digluconato de Clorexidina a 

2%) 

 
 

 
 

Fonte: a autora. 
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Gráfico 5.2- Gráfico que ilustra a redução microbiana para o grupo G3 (Laser Er:YAG) 

 
 

 
Fonte: a autora. 

 
 
 

Gráfico 5.3 - Gráfico que ilustra a redução microbiana para o grupo G4 (Laser Er:YSGG) 

 
 

 

 
Fonte: a autora. 
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Gráfico 5.4- Gráfico que ilustra a redução microbiana para o grupo G5 (aPDT com azul de metileno a 
0,01%) 

 
 

 

Fonte: a autora. 

 

 
Gráfico 5.5- Gráfico que ilustra a redução microbiana para o grupo G6 (aPDT com 

azul de metileno a 0,005%) 
 

 

 
 

Fonte: a autora. 
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6 DISCUSSÃO 

 

 

Através da tendência de mínima intervenção, a superfície de dentina 

contaminada, remanescente pós-remoção parcial de tecido cariado, pode ser pré-

tratada com o objetivo de evitar novas lesões de cárie em paredes circundantes à 

restauração, além de manter um substrato minimamente contaminado para um 

selamento adequado da cavidade com maior segurança.  

Dentro desse contexto, o objetivo desse estudo in vitro foi avaliar a redução 

microbiana da superfície dentinária afetada por cárie, artificialmente produzida, 

comparando o uso dos lasers de baixa potência (associado ao fotossensibilizador – 

terapia fotodinâmica antimicrobiana), o de alta potência e o tratamento convencional 

(digluconato de clorexidina a 2%).  A hipótese nula do estudo foi confirmada. 

Diferentes modelos de biofilme bacteriano são usados para estudar métodos 

de prevenção e tratamentos de lesões de cárie (Saafan et al., 2018; Krista et al., 

2015; Hetrodt et al., 2018). Para o presente estudo, optou-se pelo uso de apenas um 

microorganismo (Streptococcus mutans), pela facilidade de manuseio e baixa 

complexidade da técnica. Além disso, culturas em lote de monoespécies são 

preferidas em modelos in vitro e passíveis de serem reproduzidas (Saafan et al., 

2018; Carvalho et al., 2018). Dessa forma, oferecem meios de comparar vários 

tratamentos ou condições simultaneamente, exigindo apenas pequenas quantidades 

de reagentes, além de serem econômicas de usar (Krista  et al., 2015). De acordo 

com os autores (Saafan  et al., 2018), as lesões formadas em biofilme por cepas de 

Streptococcus mutans (S. mutans) são consideradas um modelo de estudo que 

cumpre todos as principais características histológicas da lesão de cárie natural e 

tem sido usada como um modelo pré-clínico para avaliação de prevenção de lesões 

de cárie.  

Diferente das outras bactérias, os S. mutans podem crescer em um ambiente 

com alta concentração de sacarose e são resistentes a um antibiótico específico, a 

bacitracina, o meio seletivo mais comumente usado que é o MSB. Assim, no 

presente estudo, foi utilizado meio seletivo de MSB para incubação de S. mutans 

salivares, garantido eficácia da análise.  Esta técnica já foi adotada e comprovada 

em estudos anteriores (Shah  et al., 2018). 
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Em contra-partida, outros autores sugerem que esse tipo de estudo possui 

como limitação não possuir a capacidade de mimetizar todos os aspectos da 

cavidade bucal e do processo da doença cárie, como ocorre em modelos complexos 

(Carvalho  et al., 2018). Uma vez que a utilização de uma espécie bacteriana para 

inoculação é uma enorme simplificação da diversidade microbiana existente na 

cavidade bucal humana, o estabelecimento de outras estirpes bacterianas parece 

ser razoável para se obter uma melhor estimulação in vitro das condições orais 

(Amend et al., 2018; Saafan et al., 2018). 

De acordo com testes preliminares realizados, optou-se pelo tempo de indução 

de lesão de cárie in vitro de 15 dias, visto que a indução por um período maior de 

tempo, não levou ao aumento da profundidade das lesões e ainda aumentou o risco 

de contaminação das amostras. Essa condição foi confirmada em outros estudo, que 

justificam a não obtenção de lesões maiores, ainda que com maior tempo de 

indução, pelo esgotamento de nutrientes, acumulação metabólitos e produtos finais 

(Azevedo al., 2014). Ainda que no presente estudo o esgotamento de nutrientes não 

entraria como justificativa - pelo fato das amostras serem alimentadas com uma 

nova alíquota contendo sacarose a cada 24 horas - outros fatores citados acima 

podem ter contribuído para a não obtenção de lesões maiores que 260 micrometros 

(aproximadamente). 

A média das lesões referidas acima, foi feita a partir das medidas da 

profundidade das lesões através do teste de Tomografia por Coerência Óptica 

(Optical Coherence Tomography - OCT). O ideal seria ter lesões em maiores 

profundidades para que fosse possível analisar o potencial de ação dos tratamentos 

propostos. Porém, como mencionando acima, optou-se pela integridade das 

amostras e que nenhuma contaminação bacteriana indesejável afetasse o 

comprometimento da pesquisa. Dessa forma, isto seria uma limitação deste estudo, 

visto que até 2 mm de dentina podem ser deixados sob a parede pulpar (Schweikl  

et al., 2017). 

De acordo com alguns autores (Elgamíly et al., 2018) as bactérias podem 

sobreviver sob as restaurações até 139 dias, produzindo toxinas e outros produtos 

destrutivos de seu metabolismo. Assim, o sucesso do tratamento restaurador 

depende, entre outros fatores, de uma superfície livre de bactérias, da vedação 

adequada (eliminação da microinfiltração) e, possivelmente, das propriedades 

antibacterianas dos materiais restauradores. Dessa forma, existe uma constate 
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busca por materiais e tratamentos que possam diminuir o risco de formação de 

novas lesões de cárie, entre eles as abordagens com produtos/tratamentos 

antimicrobianos. 

Dentre um dos produtos antimicrobianos mais utilizados, está a clorexidina. 

Ela possui efeitos antibacterianos já comprovados na literatura, principalmente em 

relação às espécies de Streptococcus, e sua eficácia está intimamente relacionada a 

sua absorção pelos polissacarídeos extracelulares das bactérias (Hegde et al., 2017; 

Eskandarian et al., 2017). Além disso, é o que possui melhor custo-benefício e 

facilidade da técnica. Comparado aos demais tratamentos propostos, além do menor 

custo envolvido na técnica, o tempo de aplicação foi menor do que os demais 

tratamentos que fizeram uso dos lasers de baixa (aproximadamente 16 vezes 

menor) e alta potência (aproximadamente 3 vezes menor), além de exigir menor 

treinamento por parte do profissional que a aplica.  

Estudos usando clorexidina como desinfetante cavitário mostram ser eficazes 

na redução dos níveis de S. mutans. O estudo de (Sinha et al., 2018) cita que uso de 

clorexidina como desinfetante cavitário após a preparação do dente e antes da 

aplicação do agente adesivo pode ajudar a reduzir a microbiota local (efeito 

antibacteriano). No entanto, no mesmo artigo, os autores citam que isso poderia 

dificultar a interação do agente de união com a dentina. Além disso, embora eficaz, 

tem sido recomendado limitar o seu uso a fim de reduzir o risco de induzir 

resistência adquirida pela mesma ou mesmo resistências cruzadas a antibióticos 

(Cieplik et al., 2018).  

Em busca de tratamentos alternativos, temos a abordagem antimicrobiana 

realizada através da terapia fotodinâmica antimicrobiana (aPDT), uma técnica 

minimamente invasiva, com eficácia comprovada na inativação de microrganismos 

em infecções bacterianas ou fúngicas.  Além disso, tem eficácia no tratamento in 

vitro de S. mutans (Tokubo et al., 2018). 

Para esse estudo optamos por usar o corante azul de metileno. Trata-de de 

um corante fenotiazínico catiônico com baixo peso molecular e pico de absorção de 

luz no espectro de emissão do vermelho (660 nm), efetivo contra microrganismos 

Gram-positivos e Gram-negativos. Dessa forma, o azul de metileno exibe 

propriedades satisfatórias, tais como baixa toxicidade para as células humanas, alta 

taxa de absorção no comprimento de onda do vermelho e geração de espécies 

reativas de oxigênio que são citotóxicas para as bactérias (Méndez et al., 2018). 
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Neste estudo foi possível verificar que, independente da concentração do 

corante, houve uma redução microbiana. A formação de autoagregados na solução 

fotossensibilizadora pode influenciar a capacidade do fotossensibilizador de reduzir 

as bactérias cariogênicas, podendo alterar suas propriedades fotoquímicas. De 

acordo com a literatura, o efeito antimicrobiano do fotossensibilizador pode diminuir 

devido a uma redução na geração de oxigênio singleto e auto resfriamento. Assim 

como qualquer tratamento, a aPDT também possui algumas considerações que 

precisam ser levadas em conta, tais como tornar os procedimentos restauradores 

mais complexos e dispendiosos, introduzindo etapas de tratamento, com a exigência 

de investimentos em novas tecnologias e treinamento (Cusicanqui Méndez et al., 

2018; de Oliveira et al., 2018). 

 Apesar desse estudo demonstrar que em ambas as concentrações foi 

possível promover a redução microbiana, um estudo realizado por (Nagai et al., 

2018) mostra que a concentração do fotossensibilizador pode afetar a eficácia da 

sua ação em bactérias cariogênicas. Portanto, estudos futuros devem examinar a 

interferência no comprimento de onda de excitação do fotossensibilizador causada 

por uma mudança em sua concentração. 

Outro dado importante que deve-se considerar em nossos resultados, se deve 

ao fato de 30% das amostras da terapia fotodinâmica com o corante na 

concentração de 0,005% não apresentaram redução microbiana. Um estudo 

realizado (Cusicanqui Méndez et al., 2018; de Oliveira et al., 2018) mostrou que a 

virulência e patogenicidade dos biofilmes podem ser alteradas de acordo com a 

disponibilidade de carboidratos e ainda pela seleção de microorganismos 

resistentes. No nosso estudo, como as amostras foram induzidas em tempos 

diferentes, é possível que alguma alteração acima tenha ocorrido durante a 

execução do experimento. Porém, são necessários outras estudos que possam 

justificar o ocorrido. 

Uma das limitações deste estudo, referente à aPDT e à metodologia proposta 

de indução de lesão com apenas o S. mutans, pode estar relacionada ao fato de que 

existem milhares de bactérias na microbiota oral e que juntas são capazes de se 

agregar e formar um biofilme complexo. Sendo assim, é possível encontrar na 

literatura que as bactérias são mais resistentes à aPDT quando estão organizadas 

em biofilmes (Terra Garcia  et al., 2018). Ainda nesse sentido, estudos futuros que 

façam o uso de abordagens alternativas, como um fotossensibilizador que possua 
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maior capacidade de penetração, podem ser necessários (de Freitas et al., 2017). 

Porém, como a patogenicidade de S. mutans está intimamente relacionado à sua 

capacidade de formar biofilmes em superfícies dentárias, estudos de aPDT com 

essa cepa isolada em condições in vitro ainda são de grande valia (Terra Garcia et 

al., 2018). 

 

Ainda em busca de tratamentos alternativos, estudos sugerem que irradiação 

com lasers de alta potência, como os lasers de érbio, podem penetrar de 46.57 μm á 

178.2 μm em dentina infectada (Nahas et al., 2018), tornando-se assim um grande 

aliado na redução microbiana. Valores estes que podem variar dependendo dos 

parâmetros utilizados e do tipo de tecido que será irradiado (Nahas et al., 2018). 

Dessa forma, o uso dos lasers surgem como alternativas de desinfecção da dentina 

residual. 

Optou-se por avaliar o comportamento de dois lasers de érbio (Er:YAG e 

Er:YSGG) frente à redução microbiana. Sabe-se que a redução de bactérias são 

decorrentes dos efeitos térmicos e fotodisruptivos (Sancakli et al., 2018) 

apresentados pelos lasers de érbio e, portanto, seria esperado que ambos 

comprimentos de onda apresentassem resultados similares e positivos se 

comparados à clorexidina.  

Durante a execução da coleta, esses sistemas de laser só podem ser usados 

em conjunto com o resfriamento a água (ou seja, irrigação), não sendo possível 

descartar completamente que pelo menos algumas bactérias foram lixiviadas e não 

foram diretamente expostas ao feixe de laser (Eick et al., 2017). Além disso, na 

confecção do preparo cavitário, com os parâmetros adequados de irradiação, já 

ocorre a redução microbiana, eliminando a necessidade de um passo extra de 

aplicação de um desinfetante cavitário (Türkün et al., 2006).  

A literatura mostra que esse efeito térmico causado por esse sistema, resulta 

em uma superfície com uma morfologia significativamente diferente da obtida pela 

broca. Esta morfologia é capaz de influenciar a resistência ácida das margens das 

cavidades preparadas com os lasers de érbio no esmalte e prevenir lesões em 

parede de restauração, as camadas de lesões de cárie secundárias, em modelos in 

vitro ( Eick et al., 2017, Malekafzali et al., 2017). Considerando os benefícios 

mencionados acima, apesar de ainda representar uma tecnologia que exige um 
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investimento alto e necessidade de um conhecimento especializado para seu uso, 

esse tipo de sistema promove vantagens clínicas relevantes. 

Os resultados deste estudo in vitro revelam que os tratamentos propostos 

usados são capazes de promover uma redução microbiana em cepa de S. mutans. 

O método tradicional de desinfecção de superfícies dentais contaminadas, a 

clorexidina, ainda parece ser o de melhor custo-benefício quando comparados ao 

uso das novas tecnologias testadas. Sugere-se a realização de estudos in vitro com 

modelos de multiespécies para posterior desenvolvimento de estudos in situ, que 

confirmem os achados deste estudo. 

Sugere-se também estudos sobre protocolos para o uso do lasers, tanto em 

alta potência como em baixa potência associado a um fotossensibilizador (aPDT), 

para que possam ser utilizados na prática clínica com segurança e eficácia, 

usufruindo de vantagens como possibilidade de melhorar adesão ao substrato 

irradiado e ter ação fotobiomoduladora em células presentes na dentina, 

contribuindo de forma positiva para a prática clínica. 
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7 CONCLUSÃO 

 

 

Dentro dos limites deste estudo in vitro, foi possível concluir que todos os 

tratamentos propostos com lasers de baixa (aPDT) e alta potência são eficazes na 

redução microbiana, comparando-se ao tratamento convencional com digluconato 

de clorexidina a 2 %. 
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