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REVISAO DE LITERATURA

RESUMO

Introdugdo: Enterococcus faecalis, uma bactéria gram-positiva anaerdbica facultativa, é
frequentemente associada a infec¢des endodOnticas secunddrias e persistentes. A terapia
fotodinamica (TFD) vem se estabelecendo como uma estratégia inovadora e eficaz no combate
a microrganismos resistentes. Diversos estudos tém avaliado protocolos de TFD mediada por azul
de metileno contra E. faecalis, ajustando varidveis como concentracdao do fotossensibilizante.
Contudo, a auséncia de padronizacao e a variedade de abordagens dificultam a comparacdo dos
resultados e a definicdo de diretrizes clinicas consolidadas. Objetivos: Revisar minuciosamente
os protocolos empregados na terapia fotodindmica mediada por azul de metileno para o
combate a E. faecalis nos ultimos 10 anos, ressaltando as principais estratégias, parametros
operacionais e resultados obtidos, bem como verificando os avangos alcancados nesses
protocolos. Metodologia: Realizou-se uma revisdo integrativa da literatura, com buscas na base
de dados MEDLINE (via PubMed), incluindo estudos que abordaram concentra¢des de AM,
tempos de irradiacdo, quantidade de joules e combinagcbes com adjuvantes contra E. faecalis.
Resultados: A terapia fotodinamica com azul de metileno mostrou eficacia contra E. faecalis,
especialmente com laser de 660 nm e adjuvantes (KI, H,0,), alcancando reducées de até 98,3%
na carga bacteriana, destacando-se como terapia coadjuvante promissora na desinfeccdo
endododntica. Conclusao: A otimizacdo de concentragdes, tempo de irradiacdo e adjuvantes é
crucial para resultados consistentes, posicionando a TFD como terapia coadjuvante promissora,
minimamente invasiva e adaptdvel a desafios endoddénticos complexos.
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Laserterapia, Biofilme.

Efficacy of Methylene Blue-Mediated Photodynamic Therapy
Against Enterococcus faecalis: A Comprehensive Review of
Protocols and Outcomes

ABSTRACT

Introduction: Enterococcus faecalis, a gram-positive facultative anaerobic bacterium, is
frequently associated with secondary and persistent endodontic infections. Photodynamic
therapy (PDT) has emerged as an innovative and effective strategy to combat resistant
microorganisms. Several studies have evaluated methylene blue-mediated PDT protocols
against E. faecalis, adjusting variables such as photosensitizer concentration. However, the
lack of standardization and the diversity of approaches hinder the comparison of results and
the establishment of consolidated clinical guidelines. Objectives: To thoroughly review the
protocols employed in methylene blue-mediated photodynamic therapy for combating E.
faecalis over the past 10 years, highlighting key strategies, operational parameters, and
outcomes, as well as assessing advancements in these protocols. Methods: An integrative
literature review was conducted using the MEDLINE database (via PubMed), including studies
addressing methylene blue concentrations, irradiation times, energy doses (joules), and
combinations with adjuvants against E. faecalis. Results: Photodynamic therapy with
methylene blue demonstrated efficacy against E. faecalis, particularly when using a 660 nm
laser and adjuvants (KI, H,0;), achieving reductions in bacterial load of up to 98.3%. This
positions PDT as a promising adjunctive therapy for endodontic disinfection. Conclusion: The
optimization of concentrations, irradiation time, and adjuvants is critical for achieving
consistent results, positioning photodynamic therapy (PDT) as a promising adjunctive
treatment—minimally invasive and adaptable to complex endodontic challenges.

Keywords: Photodynamic Therapy, Methylene Blue, Enterococcus faecalis, Endodontics, Laser
Therapy, Biofilm.
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INTRODUCAO

Enterococcus faecalis, uma bactéria gram-positiva anaerdbica facultativa,
destaca-se como um patdgeno de relevancia clinica, sendo frequentemente detectado
em infec¢Bes endoddnticas secundarias e persistentes’. Sua resisténcia a tratamentos
convencionais e sua capacidade de adaptagdo a ambientes hostis reforcam sua
importancia nesse contexto?. Infec¢bes endoddnticas, geralmente caracterizadas por
comunidades bacterianas multiespécies, apresentam mecanismos patogénicos
complexos que complicam o sucesso terapéutico. Essa inter-relacdo microbiana
contribui para a manutencdo e a recorréncia das infec¢Ges, exigindo abordagens

terapéuticas mais eficazes e direcionadas3.

A terapia fotodindmica (TFD) vem se estabelecendo como uma estratégia
inovadora e eficaz no combate a microrganismos resistentes, principalmente em
cendrios onde os tratamentos convencionais ndo alcangam os resultados desejados ou
apresentam limitacGes notaveis. Fundamentada na interacdo entre um
fotossensibilizante, luz de um comprimento de onda especifico e oxigénio molecular,
essa abordagem induz a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), que
promovem danos nas estruturas celulares dos microrganismos, culminando na sua
inativagdo®.

Diversos estudos tém avaliado protocolos de TFD mediada por azul de metileno
contra E. faecalis, ajustando varidveis como concentrac¢do do fotossensibilizante, fontes
e doses de luz, tempos de incubacdo e métodos de avaliacdo de eficacia, com o objetivo
de aprimorar sua eficiéncia. Contudo, a auséncia de padronizacdo e a variedade de
abordagens dificultam a comparacdo dos resultados e a definicdo de diretrizes clinicas

consolidadas.

Portanto, este artigo tem como objetivo revisar minuciosamente os protocolos
empregados na terapia fotodinamica mediada por azul de metileno para o combate a
Enterococcus faecalis nos ultimos 10 anos, ressaltando as principais estratégias,
parametros operacionais e resultados obtidos, bem como verificar os avancos

alcancados nesses protocolos.
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METODOLOGIA

Este trabalho consiste em uma revisao integrativa da literatura, na qual a sele¢ao
dos artigos foi conduzida por meio de buscas na base de dados MEDLINE, utilizando a
plataforma PubMed. Para a busca dos artigos, foram estabelecidos e utilizados os
descritores em Ciéncias da Saude (DeCS/MeSH): “Terapia Fotodindmica”
(Photochemotherapy), “Azul de Metileno” (Methylene Blue) e “Enterococcus faecalis”,
que foram combinados entre si por meio do operador booleano “AND” com o objetivo

de tornar os resultados mais especificos.

O processo de identificacdo e selecio dos artigos foi sistematizado e
apresentado de maneira objetiva por meio de um fluxograma, conforme demonstrado
na Figura 1. Esse processo foi estruturado em duas fases principais: (1) uma triagem
preliminar, baseada na analise dos titulos e resumos dos estudos encontrados, e (2) uma
etapa de avaliacdo aprofundada, que consistiu na leitura integral dos artigos

selecionados.

Foram incluidos nesta revisdo estudos publicados nos ultimos 10 anos,
garantindo a consideracdo de pesquisas recentes e pertinentes, alinhadas com os
avangos e as tendéncias atuais da area. Ademais, foram selecionados trabalhos
redigidos em portugués, inglés e espanhol, visando ampliar a diversidade das fontes
consultadas e proporcionar uma andlise mais ampla e representativa da producao

cientifica sobre o tema.

Foram excluidos do estudo os artigos que ndo atendiam aos critérios de inclusdo
previamente definidos, incluindo aqueles que tratavam apenas da eficacia da terapia
fotodindmica sem apresentar detalhes sobre o protocolo empregado, trabalhos que
utilizaram fotossensibilizadores diferentes do azul de metileno, bem como estudos que
ndo investigaram especificamente a acdao contra Enterococcus faecalis. Além disso,
teses, dissertacOes e livros também foram desconsiderados durante o processo de
selecdo.

As informacdes coletadas foram organizadas em tabelas, registrando titulo,
autor(es), ano, concentracdo e forma de aplicacdo do azul de metileno, técnica
empregada na terapia fotodinamica e os resultados obtidos. Em seguida, os estudos

foram analisados criticamente para identificar os principais protocolos usados na terapia
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fotodinamica mediada por azul de metileno contra Enterococcus faecalis, considerando
parametros como concentragdao do fotossensibilizante, fontes de luz, tempo de

exposicdo e métodos de aplicacao.

Figura 1. Etapas de identificacdo, triagem, selecdo e inclusdo dos artigos.
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Fonte: Autores, 2025.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Nesta revisao de literatura, foram incluidos 12 estudos publicados entre 2015 e
2025 que investigaram a aplicagdo da terapia fotodinamica mediada por azul de
metileno para combater o Enterococcus faecalis. Esses estudos apresentam ampla
diversidade nos protocolos empregados, variando desde as concentragdes do
fotossensibilzante (azul de metileno), até os parametros da fonte de luz, como tipo de
laser, poténcia, tempo de exposicao e densidade de energia aplicada. Também foram
observadas diferencas quanto aos tempos de incubacdo do AM e aos métodos utilizados
para avaliar a eficicia antimicrobiana. Parte dos trabalhos avaliou a TFD em combinacao
com agentes potencializadores, como iodeto de potdssio ou perdxido de hidrogénio,
evidenciando avangos importantes na otimizagao da técnica.

A maior parte dos estudos analisados relatou resultados positivos na reducdo ou
eliminagao de E. faecalis, tanto em sua forma planctonica quanto em biofilmes, embora
um estudo tenha apontado limitacdes na eficdcia dependendo das condigGes
experimentais. A Figura 2 sintetiza de forma detalhada os protocolos, as técnicas
empregadas e os resultados obtidos em cada estudo, constituindo uma base para as

discussdes e conclusdes desta revisao.

Figura 2. Protocolos de terapia fotodinamica mediada por azul de metileno aplicados
contra Enterococcus faecalis nos uUltimos 10 anos: concentracdes utilizadas, técnicas
empregadas e principais resultados obtidos.

Autores/
Ano de
Publicagao

Estudo

Concentragoes
do Azul de
Metileno

Especificagdes da TFD

Principais Resultados

Hawryluk et al., ®
(2025)

Susceptibility of
bacterial species
commonly found in
abdominal abscesses
to low-dose
photodynamic therapy:
Effects of methylene
blue concentration,

A concentragao de
AM foi variada de
50 a 300 ug/mL.

A taxa de fluéncia do
laser foi variadade 1a 4
mW/cm? 2 uma fluéncia

de 7,2 J/cm?.

Bactérias  gram-positivas
(E. faecalis e S. aureus)
foram erradicadas em
todas as concentragdes de
AM e taxas de fluéncia de
laser testadas.
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fluence rate, and
fluence

Duetal.,®
(2025)

Killing effect of
antibacterial
photodynamic therapy
with long-term
exposure against
young and mature

Cada amostra no
grupo aPDT com
0,01% AM foi
tratada com 300 pL
de 0,01% AM por 5
min em incubagdo

Foi utilizado laser com
um comprimento de
onda de 660 nm por 3,
12 e 30 min. A energia
maxima de saida foi de
50 mW. A energia total

TFD com 0,01% de AM tem
a capacidade de destruir
células bacterianas
em biofilmes de E. faecalis
na dentina. Biofilmes
jovensde E. faecalisem

Enterococcus faecalis escura. para cada periodo de canais dentinarios foram

biofilms in dentin tempo foide 9,36 € 90 J. | mais suscetiveis a

abordagens de desinfecgdo

do que biofilmes maduros.

Chohanetal.,” Investigations of the Como Foi utilizado laser de Neste estudo, a TFD

(2024)

Antimicrobial
Effectiveness of
Different Disinfection
Protocols Against
Endodontic Pathogens
in Root Canal Systems

fotossensibilizador
foi utilizado azul de
metileno, porém o
estudo ndo
especificou em qual
concentragao.

diodo (660 nm) por 9
minutos.

apresentou maior eficacia
que o uso de NaOCl
contra E. Faecalis.

Tehranietal., 8
(2024)

Comparison between
three methods of
diode laser 810 nm,
photodynamic therapy
with laser 660 nm, and
hypochlorite solution
for disinfection of pulp
canal of primary teeth

Solugdo de azul de
metileno 0,1
mg/mL.

PDT usando um diodo

laser a 660 nm em um
grupo e no outro grupo

foi utilizado radiacdo

direta de laser de alta
intensidade de 810 nm.

A taxa de incidéncia de
colbnias de E.
faecalis apresentou
reducdo nos trés grupos.
No grupo com laser de alta
intensidade de 810 nm, a
reducdo foi de 68,4%; na
PDT com diodo de 660 nm
e azul de metileno, a
reducdo foi de 88%; e no
grupo com hipoclorito, a
reducdo foi de 98,3% em
comparagdo ao grupo
controle negativo.

Yang e Chen ®
(2024)

In vitro effects of Er:
YAG laser-activated
photodynamic therapy
on Enterococcus
faecalis in root canal
treatment

Foi utilizado uma
solugdo contendo
50 umol/L de
azul de metileno.

PDT utilizando laser a
660 nm por 1 min ou
YAG em um
comprimento de onda
de 2940 nm por 1 min
com os parametros de
40 mj, 0,4 W, 10 Hz +
laser de 660 nm por 1
min.

A combinacgao do laser YAG

e PDT aumentou
significativamente a
eficacia bactericida

contra E. faecalis.

Yavagal et al., °
(2023)

Antibacterial Efficacy
of Dual-dye and Dual
Laser Photodynamic
Therapy on Oral
Biofilms
of Enterococcus
faecalis, Streptococcus
mutans, and Prevotella

Solugdo contendo
azul de metileno a
100 pg/mL.

PDT com laser vermelho
a 640 nm com poténcia
de 200 mW.

Os efeitos fotodindmicos
emE. faecalis indicaram
uma redugdo significativa
nas contagens bacterianas.
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intermedia: An In
Vitro Study

Lietal, "
(2021)

Effects of Rose Bengal-
and Methylene Blue-
Mediated Potassium

lodide-Potentiated

Photodynamic Therapy

on Enterococcus
faecalis: A Comparative
Study

Azul de metileno a
(0.4 uM) nesse
estudo foi realizado
a potencializagdo
com 100mM de
lodeto de Potassio.
O tempo de pré-
irradiacdo foi de 10
minutos.

PDT com laser vermelho
a6l/ecm?

A PDT antimicrobiana com
AM (azul de metileno) e RB
(rosa de bengala) em
concentragdes muito mais
baixas, potencializadas
com com Kl (lodeto de
potassio), pode alcangar
efeitos de desinfecgdo
compardveis aos obtidos
com hipoclorito de sédio a
1,5% (NaClO).

Yuan et al., ?
(2020)

Potassium iodide
enhances the
photobactericidal
effect of methylene
blue on Enterococcus
faecalis as planktonic
cells and as biofilm
infection in teeth

Foram testadas
diversas
concentragdes de
azul de metileno de
0,0,1,0,2,0,3,0,4,
1,2 uM e foi
realizado a
potencializagdo
com
lodeto de Potassio
(100 mM).

A PDT também foi
testada em diversos
parametros: 0, 6, 12, 18,
24 1/cm 2
Luz de 660 nm.

Como resultado observou-
se que adicionar lodeto de
potassio (100 mM) ao azul
de metileno na TFD (0,4
MM para plancténico e 10
UM para biofilme)
aumentou
dramaticamente o efeito
de esterilizagdo contra E.
faecalis com 6 J/cm 2 (50
mw/cm 2, 2 minutos).

Soares etal., ™
(2018)

Exploring different
photodynamic therapy
parameters to
optimize elimination of
Enterococcus faecalis
in planktonic form

Foi utilizada a
concentragdo de
0.005 pg/mL de
azul de metileno.

Diversas potencias de

laser vermelho foram

testadas: 2,4 a 24 ) de
energia.

Observou-se que o melhor
resultado com foi obtido
com 12). A dose de
energia, o volume da
suspensao bacteriana e,
principalmente, os ciclos
de TDF otimizaram a
eliminagdo bacteriana de
Enterococcus faecalis na
forma planctonica

Garcezetal, ™
(2017)

Methylene Blue and
Hydrogen Peroxide for
Photodynamic
Inactivation in Root
Canal - A New Protocol
for Use in Endodontics

Diversas
concentragdes de
azul de metileno

foram testadas: 50,
100, 150 e 300 puM.
Foi realizada a
potencializacdo
com 100 mM de
solugdo de H202.

PDT realizada com laser
diodo (energia de 9.6 J).

O uso de peréxido de
hidrogénio (H,0,) antes da
terapia fotodinamica
antimicrobiana (aPDT)
resultou em uma maior
eficacia de desinfecgdo em
comparagao com a aPDT
convencional ou quando o
AM foi irradiado em uma
solugdo de H,0,. A
irradiacdo com energia de
9,6 J proporcionou uma
reducdo significativa na
carga microbiana, mas a
aplicagdo de luz adicional
ndao resultou em maior
redugdo.
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Sebr3oetal, ™
(2017)

Comparison of the
Efficiency of Rose
Bengal and Methylene
Blue as
Photosensitizers in
Photodynamic Therapy
Techniques for

Concentragdo de
0.01% (31.2 mol/L).
Pré- irradiagdo de 5

min.

Laser vermelho (660 nm)
irradiado por 3 min.

Para a concentragdo e
intensidade  do laser
empregadas nos

experimentos, o grupo azul
de metileno ndo mostrou
repetidamente  redugdo

Enterococcus faecalis significativa
Inactivation
Lépez et al., © Effects of Azul de metilenona | PDT com laser a 670 nm | PDT induziu danos graves,

(2015)

photodynamic therapy
on Enterococcus
faecalis biofilms

concentragdo de
Concentragdo de
0.005%.

durante 30 s, a energia
total de 8,4 J.

incluindo lise celular, aos
biofilmes de E. faecalis.

Fonte: Autores, 2025.

1. Concentragoes de Azul de Metileno

Os estudos revisados apresentaram ampla variacdo nas concentracdes de azul
de metileno utilizadas, com valores entre 0,005 pg/mL (Soares et al., 2018") e 300
ug/mL (Hawryluk et al.,, 2025°). A faixa mais frequente situou-se entre 0,01%
equivalente a 31,2 umol/L, conforme Sebrdo et al., (2017)" e 100 pug/mL (Yavagal et al.,
2023'), com destaque para protocolos que combinaram AM em concentragdes
moderadas (50—150 uM) a parametros de irradiacdo otimizados, como energia de 9,6 J
(Garcez et al., 2017"). Concentragbes mais elevadas, como 0,1 mg/mL (Tehrani et al.,
20248), associaram-se a reducdes significativas na carga bacteriana, até 88% em

biofilmes.

Dosagens intermedidrias, como 0,4 uM usadas por Li et al. " (2021) e 50 umol/L
por Yang e Chen® (2024), demonstraram alta eficacia quando potenciadas por aditivos
como iodeto de potassio (KI) ou perdxido de hidrogénio (H,0,), permitindo reducées
bacterianas equivalentes a protocolos convencionais. Enquanto concentragdes
superiores a 100 pg/mL mostraram-se eficazes mesmo em biofilmes maduros'.
Contudo, concentragdes excessivas (300 ug/mL) ndo garantiram vantagens adicionais,
sugerindo que a saturacdo do corante pode limitar a penetracdo em estruturas

complexas, como dentina’. Essa heterogeneidade reforca a importancia de equilibrar

dosagem, tempo de exposicao e adjuvantes para maximizar a eficacia antimicrobiana.
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2. Parametros da Terapia fotodinamica

Os estudos revisados empregaram lasers de diodo (640 nm - 810 nm) e laser
Er:YAG (2940 nm), com predominancia do comprimento de onda de 660 nm,
amplamente utilizado por sua capacidade de ativar o azul de metileno e penetrar tecidos
bioldgicos® 7 8 ® 1, A energia aplicada variou de 2,4 J (Soares et al., 2018") a 90 J (Du et
al., 2025°), com destaque para protocolos que alcangaram eficacia maxima em 6-24
J/cm?. Por exemplo, Yuan et al. '* (2020) observaram esterilizacdo completa de E.
faecalis com 6 J/cm? (50 mW/cm? por 2 minutos), enquanto Soares et al.® (2018)
relataram eliminacdo bacteriana ideal com 12 J (energia total), combinada a ciclos de
irradiacdao multiplos.

Doses intermediarias, como 9,6 J (Garcez et al., 2017'*) e 7,2 J/cm? (Hawryluk et
al., 2025°), associaram-se a reducdes significativas na carga microbiana, mesmo em
biofilmes. A combinacdo de 660 nm com alta poténcia ou potenciadores quimicos (KI,
H,0,) permitiu otimizar a eficiéncia energética, reduzindo a necessidade de doses
elevadas™ ' %, Contudo, lasers de 810 nm apresentaram menor eficacia (68,4% de
redugdo) comparados aos de 660 nm (88%), reforgando a importancia do comprimento
de onda adequado?. Esses dados indicam que energias entre 6 e 12 J/cm?, aplicadas em

tempos moderados, sdo as mais promissoras para equilibrar eficacia e seguranca clinica.

3. Pré-irradiacdo

O periodo de pré-irradiacdo refere-se ao tempo de incubagdo do
fotossensibilizador em contato com o microrganismo-alvo antes da aplicacao da luz
ativadora, permitindo a penetracado e ligacdo do corante as estruturas bacterianas. Entre
os estudos revisados, Liet al." (2021) adotaram um tempo de pré-irradiacdo de 10
minutos para o azul de metileno (0,4 uM) potenciado com iodeto de potassio (100 mM),
protocolo que otimizou a eficacia antimicrobiana contra E. faecalis. Em contraste,
Sebrdo et al."® (2017) utilizaram 5 minutos de pré-irradiagdo com azul de metileno a
0,01% (31,2 mol/L), seguido de irradiagdo com laser vermelho (660 nm) por 3 minutos,
embora sem alcancar reducdo significativa na carga bacteriana, sugerindo que periodos
curtos podem ser insuficientes para sensibilizacdo adequada. Du et al. (2025)¢, também

optaram por incubag¢do no escuro por 5 minutos, alcancando resultados signiicavitos
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para reducdo até mesmo de biofilme maduro de E. faecalis, indicando heterogeneidade

metodoldgica na literatura.

4. Potencializagdo da PDT com lodeto de Potassio (KI) e Peroxido de
Hidrogénio (H.0,)

Lietal.™ (2021) utilizaram AM (0,4 uM) potencializado com iodeto de potéssio
(KlI) a 100 mM com pré-irradiacdo de 10 minutos, alcan¢ando reducdo bacteriana
equivalente ao hipoclorito de sddio (NaOCl 1,5%) contra E. faecalis planctonico e em
biofilmes. Yuan et al.'> (2020) também demonstraram que a adicdo de Kl (100
mM) a AM (0,4 uM), sob irradiacdo de 6 J/cm? (660 nm), eliminou 99,9% das células,
mesmo em biofilmes maduros, destacando a eficdcia da sinergia quimica. O Kl reage
com o oxigénio singleto ('0,), gerado pela fotoativacdo do AM, produzindo espécies
altamente oxidantes, como o radical iodeto (l) e o triiodeto (Is~), que danificam lipidios,

proteinas e DNA bacteriano™ 2.

Quanto ao H,0,, Garcez et al.** (2017) pré-trataram amostras com H,0, (100
mM) antes da TFD, obtendo reducdo microbiana 30% superior a TFD convencional,
especialmente em biofilmes intrincados. Esses adjuvantes ndo apenas otimizaram a
eficacia, mas também permitiram o uso de doses mais baixas de AM (ex.: 0,4 uM vs. 20
UM isolados), reduzindo custos e riscos de pigmentacdo tecidual. Tais resultados
reforcam que a combinacdo de AM com potenciadores quimicos é uma estratégia

promissora para superar limitacdes de protocolos tradicionais em endodontia.

CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados desta revisao evidenciam que a terapia fotodinamica mediada por
azul de metileno configura-se como uma abordagem promissora no combate
a Enterococcus faecalis, tanto em suspensdes planctonicas quanto em biofilmes
complexos. A eficacia antimicrobiana demonstrada nos estudos analisados estd
intrinsecamente ligada a otimizacdo de parametros operacionais, como concentracao
do fotossensibilizador, energia luminosa e tempo de exposicdo, além da integracdo de

adjuvantes quimicos, como iodeto de potassio e perdxido de hidrogénio.

A heterogeneidade metodoldgica observada na literatura, contudo, reforca a
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necessidade de padronizagao de protocolos. Além disso, 0 acompanhamento continuo
dos avangos cientificos é crucial para incorporar técnicas emergentes, como a
associagcao de AM com nanoparticulas ou novos sensibilizadores de amplo espectro.
Portanto, a atualizagao constante frente as evidéncias cientificas ndo apenas aprimora
a aplicacdo clinica da TFD, mas também consolida seu papel como terapia coadjuvante

e minimamente invasiva na desinfec¢dao endodontica.
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