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Seto MYY. Efeito do laser de Diodo de 808nm como coadjuvante ao tratamento
periodontal na reducdo de periodontopatdogenos [Dissertacdo de Mestrado]. S&o
Paulo: Faculdade de Odontologia da USP; 2009.

RESUMO

O objetivo do estudo foi avaliar, o efeito do laser de Diodo 808nm como
coadjuvante ao tratamento periodontal na reducdo de periodontopatégenos
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia pela
técnica da Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. Foram
selecionados vinte e quatro pacientes portadores de periodontite crénica neste
estudo de boca dividida, duplo cego e randomizado. Dois sitios uniradiculares
de cada paciente foram utilizados e divididos em dois grupos experimentais:
TESTE - raspagem alisamento polimento corono radicular (RAPCR) associado
a duas aplicacdes de laser de Diodo de alta poténcia (comprimento de onda de
808nm, 1,5 Watts, 597,1 W/cm?, durante 20 segundos no modo continuo). A
primeira aplicacéo foi realizada 24 horas apds RAPCR e a segunda apoés sete
dias; CONTROLE - foi realizado o mesmo procedimento porém sem a
aplicacéao do laser. O biofilme subgengival foi coletado antes do tratamento e
seis semanas apos a segunda aplicagdo do laser. A avaliacdo microbioldgica
foi feita através da Reacdo em Cadeia da Polimerase em tempo real para a
guantificacdo de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia. A comparacdo entre 0s grupos ndo demonstram diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05). Concluiu-se que, dentro dos limites
deste estudo, a aplicacéo do laser de Diodo de 808nm como coadjuvante ao

tratamento  periodontal n&o reduziu de forma  significativa 0s



periodontopatdgenos: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e

Tannerella forsythia quando comparado a RAPCR.

Palavras-chave: Periodontopatdgenos, PCR em tempo real, Tagman, Laser de

Diodo, Periodontite cronica



Seto MYY. The effect of Diode laser 808nm associated in periodontal treatment in
the reduction of periodontalpathogens [Dissertacdo de Mestrado]. S&do Paulo:
Faculdade de Odontologia da USP; 2009.

ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate, by real-time polymerase chain reaction,
the effect of Diode laser 808nm as an adjuvant in the reduction of
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola and Tannerella forsythia in to
periodontal treatment. Twenty-four patients with chronic periodontitis the study
designs was split-mouth, double blind and ramdomized controlled trial. Two
sites from uniradicular teeth of each patient were used and divided in two
experimental groups: TEST — scalling and root planing (SRP) associated with
two high power Diode laser application (wavelength of 808nm, 1,5W at the
display (597,1 W/cm?) for 20 seconds in the continuous-wave mode) the first
laser application was 24 hours after SRP and the second seven days later;
CONTROL - a similar procedure without laser application. The subgingival
biofilm was colleted before treatment and six weeks after the second laser
application. The microbiologic evaluation was done by real-time polymerase
chain reaction for the quantification of Porphyromonas gingivalis, Treponema
denticola and Tannerella forsythia. The comparison between the groups did not
show significant differences (p<0,05). Within the limits of this study, it can be
concluded that Diode laser 808nm application as an adjuvant in the periodontal
treatment did not reduce the periodontal pathogens Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola e Tannerella forsythia when compared by scaling root

planning.



Keywords: Periodontopathogens, Real time PCR, Tagman, Diode laser, Chronic

periodontitis
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1 INTRODUCAO

Apesar do conhecimento sobre a etiologia bacteriana da doencga periodontal ter
crescido significativamente nos ultimos anos (VAN WINKELHOFF; BOUTAGA, 2005),
diferentes tipos de tratamento que interferem na microbiota subgengival tém sido
sugeridos.

Partindo desta perspectiva, o tratamento periodontal esta baseado em remocéo
mecanica do biofilme dental da superficie radicular através da RAPCR. Este
procedimento, de forma geral conduz a melhora dos parametros clinicos periodontais
(SUVAN, 2005; YUKNA et al., 1997), porém a complexidade da anatomia radicular,
bolsas profundas e dentes multiradiculares com envolvimento de furca representam um
grande desafio para a reducdo desse biofiilme através de uma adequada
instrumentacao mecanica (FLEMMIG et al., 1998).

Deste modo a literatura sugere tratamentos coadjuvantes a RAPCR para
compensar as suas limitagbes, com o objetivo de promover uma superficie
biocompativel com os tecidos periodontais. Estudos realizados demonstraram que o
uso de aparelhos ultra-sénicos, jatos abrasivos e lasers de alta poténcia podem auxiliar
na reducdo do biofilme dental da superficie radicular (ISHIKAWA; BAEHNI, 2004;
KOZLOVSKY; SOLDINGER; SPERLING, 1989; SCHWARZ et al.,, 2003; TUNKEL,
HEINECKE; FLEMMIG, 2002).

Dentre esses tratamentos associados, a aplicacdo do laser na periodontia pode
ser eficaz como coadjuvante ao tratamento periodontal (AOKI et al., 2004). Na literatura

alguns autores sugerem o uso do laser na reducao bacteriana em bolsas periodontais



(BEN HATIT et al., 1996; COBB, 1996; MORITZ et al., 1998) e o condicionamento da
superficie radicular aumentando a adeséao e a proliferacédo de fibroblastos (FEIST et al.,
2003; THEODORO; SAMPAIO; HAYPEK, 2006).

O laser de Diodo apresenta um comprimento de onda de 805 a 980nm deste modo
0 seu coeficiente de absorcdo € dado por tecidos ou bactérias pigmentadas de preto,
entretanto é pouco absorvido pelo tecido duro (AOKI et al., 2004). Ele € formado por
circuitos semicondutores, o que possibilita a compactacdo dos equipamentos com
poténcias suficientes para uma atividade clinica adequada, € um equipamento portatil,
facil de ser utilizado e com custo bem inferior quando comparado aos outros tipos de
laser (DE MICHELI 2006).

Outros estudos in vitro demostram que o efeito do laser de Diodo de alta poténcia
guando aplicado na superficie radicular ndo causaram efeitos danosos aos tecidos
adjacentes e ao tecido pulpar. Entretanto na literatura ndo existem estudos in vivo que
avaliam o efeito do laser de Diodo como coadjuvante a RAPCR na reducédo microbiana
dos periodontopatdgenos Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella

forsythia analisada pela PCR em tempo real.



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 DOENCA PERIODONTAL

A doenca periodontal crénica é uma infec¢do polimicrobiana caracterizada pela
perda de insercao do tecido de suporte devido a presenca do biofime dental, sendo o
principal fator etiolégico. Bactérias patogénicas sdo essenciais para iniciar a doenca
periodontal, porém cada paciente responde diferente a agressao bacteriana. Apenas
20% da variabilidade na expressdo das doencas periodontais pode ser explicada pelo
componente bacteriano (HART; KORNMAN, 1997).

Uma das principais caracteristicas clinicas da doenca periodontal crénica € a
presenca do biofime supra e subgengival. A etiologia bacteriana é complexa e possui
uma variedade de microrganismos que podem ser responsaveis pelo inicio da doenca.
Na cavidade bucal foram identificadas mais de 500 espécies distintas (COBB et al.,
1996). Em 1998, Socransky et al. dividiram os microrganismos em complexos e 0s
relacionaram com as condicdes patoldgicas dos tecidos periodontais. Dentre estes, 0s
microrganismos do complexo vermelho sé@o considerados importantes na etiopatogenia
da doenca periodontal.

Os estudos de Loe, Theilade e Jensen (1965) e Theilade et al. (1966)
evidenciaram que a ocorréncia de alteracdes inflamatérias no tecido gengival eram
induzidas pelo biofilme, confirmando a relagédo entre causa e efeito do biofilme e o inicio

da gengivite. ApOs esses estudos passou-se a acreditar que a doenca periodontal era



causada pelo biofiime dental e que a presenca de qualquer tipo de microrganismo
subgengival poderia contribuir para a destruicdo do tecido. Este conceito
posteriormente ficou conhecido como a hipotese da placa ndo-especifica.

Portanto, até a década de 1970, de acordo com esta hip6tese, o tratamento
periodontal era baseado na reducédo do biofilme dental, ou seja, acreditava-se que a
composicao da placa era similar de paciente para paciente e de sitio para sitio.

Listgarten (1976) estudou a microbiota de dentes extraidos de pacientes
saudaveis e portadores de gengivite ou periodontite e observaram diferencas na
composicdo do biofilme. Em pacientes saudaveis houve uma predominancia de
espécies Gram-positivas, e em pacientes com gengivite ou periodontite a
predominéancia foi de espécies Gram-negativas.

Desta forma, ao longo dos anos, pesquisadores dedicaram muitos esfor¢cos para
coletar, cultivar e classificar microrganismos dos diversos sitios da cavidade bucal, e em
diversos estudos observaram a composicdo bacteriana de pacientes portadores de
doenca periodontal crénica utilizando diferentes técnicas microbiolégicas (LOESCHE,
1976; XIMENEZ-FYVIE; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2000).

Este desequilibrio da microbiota quando atuada de forma crbnica, gera no
hospedeiro um processo celular e molecular que é explicado através da patogénese da
doenca periodontal (PRESHAW; SEYMOUR; HEASMAN, 2004; SALVI; LANG, 2005;
TATAKIS; KUMAR, 2005).

De acordo com Socransky et al. (1998) que classificaram as associacdes
bacterianas em complexos microbianos do biofilme subgengival através de sondas de
DNA (Checkboard DNA-DNA Hybridization), o complexo vermelho é composto por

bactérias anaerobias, estritas, Gram-negativas: Porphyromonas gingivalis, Treponema



denticola e Tannerella forsythia (Bacteroides forsythus). Essas bactérias podem
ocasionar perdas de inser¢cdes e o aumento da profundidade clinica de sondagem,
induzindo e acelerando o processo inflamatério (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994).

A identificacdo de periodontopatégenos associada aos diferentes quadros de
doenca periodontal se torna especialmente desafiadora diante da grande quantidade de
espécies que habitam a microbiota bucal. Algumas sdo de dificil coleta, isolamento e
cultivo, pois sdo anaerObias estritas localizadas em areas de bolsas profundas cujo
acesso é mais dificultado. Como as bactérias patogénicas estdo presentes em grande
guantidade nos sitios ativos, uma outra dificuldade para a identificacdo das mesmas
seria a necessidade de determinacdo do novo surto ativo da doencga, onde ha
destruicao tecidual e a predominancia dos fatores de viruléncia bacteriano através dos
mecanismos de defesa do hospedeiro.

Segundo Paster et al. (2001), em seu estudo estimaram que a cavidade bucal de
um individuo adulto hospede cerca de 700 espécies bacterianas distintas. Entre essas,
500 foram encontradas em amostras de biofilme subgengival apresentando uma
pelicula fina que adere firmemente ao dente (COSTERTON, 1995; SOCRANSKY;
HAFFAJEE, 2005).

O tratamento da doenca periodontal visa a biocompatibilizacdo da superficie
radicular através da remocdo do biofiime e do célculo através da raspagem e
alisamento corono radicular, possibilitando o restabelecimento da saude periodontal
(BADERSTEN; NILVEUS; EGELBERG, 1984; LINDHE; NYMAN, 1984; WAERHAUG,

1978).



2.2 LASER DE DIODO

A palavra LASER é o acrénimo em inglés de Light Amplification by Stimulated
Emission of Radiation, ou seja, Amplificacdo de Luz por Emissdo Estimulada de
Radiacdo. O conceito do LASER foi proposto por Einstein em 1917 demonstrando que
a luz consiste em ondas de energia chamada féton. Cada féton tem uma energia que
corresponde as frequéncias de onda, quanto maior a frequéncia, maior a energia
conduzida por esta onda (COLUZZI, 2000).

Os lasers sao classificados de acordo com a poténcia de emissédo da radiacao
podendo ser: laser de alta (cirdrgicos), média e baixa intensidade (terapéuticos). O laser
de alta poténcia € utilizado principalmente em incisées em tecidos moles ou em tecidos
duros (remocgédo de 0sso). O seu funcionamento esta baseado em uma acgao fototérmica
de corte, vaporizacdo, coagulacao e esterilizacao dos tecidos.

As principais caracteristicas do laser sdo: luz monocromatica (uma Unica cor,
correspondendo a um comprimento de onda do espectro eletromagnético), raios
colimados (caréter direcional do feixe em mesma dire¢do, permitindo que uma grande
guantidade de energia seja transmitida a um alvo preciso) e raios coerentes (todos os
raios da luz do LASER caminham paralelos no tempo e no espaco).

Na década de 60, o primeiro laser foi construido pelo fisico Theodore Maiman
(Hughes Research Laboratories), porém o seu emprego ndo estava claro como foi
relatado na literatura (TUNER; HODE, 1998). A partir deste momento outros lasers de
diversos comprimentos de onda foram desenvolvidos: laser de Nd: YAG 1.064nm em

1961, o laser de Argbnio 457 - 501nm em 1964, laser de Dioxido de carbono 10.6um



(CO,) em 1965, laser de Erbio 2.64nm (Er:YAG) e Er,Cr:-YSGG 2.780nm em 1989 que
possibilitaram a utilizagdo em diversos segmentos.

Em 1962, o fisico Dr. Robert N. Hall e sua equipe desenvolveram o primeiro laser
de Diodo no Centro de Desenvolvimento de Pesquisa General Electric (Schenectady /
New York) e meses apos, Dr. Nick Holonyak Jr. apresentou o primeiro laser de Diodo
de comprimento de onda visivel.

A primeira pesquisa com o laser na Odontologia foi em 1972 conduzida por Stern
& Sogannaes que utilizaram o laser de Rubi em seu experimento irradiando a superficie
da dentina e do esmalte. Os resultados ndo foram favoraveis pois houve um
aguecimento excessivo durante a irradiacdo causando a carbonizacdo dos tecidos,
além do aparecimento de microfraturas.

No final da década de 80 o emprego do laser na Periodontia era apenas para 0s
procedimentos cirurgicos. Nestas duas ultimas décadas, o laser de Diodo passou por
diversos desenvolvimentos tecnolégicos, pois, além de sua capacidade de reducédo
microbiana, seu custo e tamanho reduzidos facilitaram sua aplicagcdo nas diversas
areas de pesquisa. Este tipo de laser apresenta como meio ativo um soélido
semicondutor associado ao Aluminio, Galio e Arseneto, e a energia elétrica gerada é
transformada em feixe de luz laser. O comprimento de onda do laser de Diodo de alta
intensidade pode variar de 805 a 980nm (espectro infravermelho), sua poténcia de
saida geralmente atua de 2 a 10W, podendo ser emitidos no modo pulsado ou
continuo, na forma de contato ou ndo e dependendo da sua indicagdo clinica. O
sistema de aplicacao deste laser é através de uma fibra Optica utilizada em contato com
os tecidos, portanto, facilitando a aplicacdo em regibes de dificil acesso como no

interior da bolsa periodontal. A ponta da fibra deve ser previamente clivada e limpa



durante o procedimento para que sua efetividade nao seja alterada. O seu comprimento
de onda apresenta baixo coeficiente de absor¢cdo na agua e hidroxiapatita, portanto,
ndo promovem a ablacdo de tecidos duros devido a fraca interagcdo com as estruturas
mineralizadas sem produzir danos térmicos aos tecidos. Por outro lado, o seu
comprimento onda apresenta um alto coeficiente de absorgéo por tecidos pigmentados
(CHANTHABOURY; IRINAKIS, 2005).

O primeiro estudo piloto in vivo na periodontia com o uso do laser de Diodo de alta
intensidade 805nm foi realizado por Moritz et al. (1997), que avaliaram o efeito do laser
em relacdo aos parametros clinicos periodontais e microbiologicos da Aggregatibacter
actinomycetencomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e a
guantidade de bactérias presentes. A amostra consistia em 50 pacientes com doenca
periodontal com profundidade clinica de sondagem de 4mm. Os pacientes foram
subdividos em 2 grupos: G1 - teste (Laser + Raspagem) com 37 pacientes e G2 -
controle (Raspagem) com 13 pacientes. O laser foi aplicado paralelo ao longo eixo do
dente, com movimentos de varredura de apical para coronario, foram utilizados os
seguintes parametros: 2,5W, 50Hz, 10ms no modo pulsado. Os resultados
microbioldgicos do grupo teste demonstraram uma reducédo de 57,7% Actinobacillus
actinomycetencomitans, 55,9% Prevotella intermedia, 62,2% Porphyromonas gingivalis
e 71,2% na concentracdo total de bactérias presentes nas amostras. No grupo controle
a reducdo na concentracao total de bactérias foi de 25%. Concluiram que o laser de
Diodo foi mais efetivo na reducdo de espécies bacterianas envolvidas na doenca

periodontal.



No ano seguinte Moritz et al. (1998), realizaram um estudo com o objetivo de
avaliar o efeito do laser de Diodo 805nm em bolsas periodontais associado a raspagem.
Os parametros clinicos periodontais microbioldgicos e uma avaliagdo semi quantitativa
de Aggregatibacter actinomycetencomitans, Prevotella intermedia e Porphyromonas
gingivalis foram avaliados. Os 46 pacientes foram avaliados e subdivididos em 2
grupos: G1 - teste (Raspagem + Laser) com 34 pacientes e G2 - controle (Raspagem +
Bochecho com 4gua oxigenada) com 12 pacientes. No G1 o laser foi aplicado com uma
fibora de 400um com os seguintes parametros: 2,5W, 50Hz, 10 ms no modo pulsado,
paralelo ao longo eixo do dente com movimentos de apical para coronario. Os
resultados demonstraram uma maior reducdo do numero de bactérias no grupo G1
guando comparado ao grupo G2. Os autores concluiram que o laser de Diodo
associado a raspagem reduziu periodontopatégenos.

Em um outro estudo in vitro Kreisler et al. (2001) avaliaram o efeito do laser de
Diodo GaAlAs 810nm na taxa de adeséo das células do ligamento periodontal. Foram
preparados 150 segmentos radiculares 4 a 5mm x 2 a 3mm com uma espessura de
1mm de dentes humanos extraidos. As amostras foram irradiadas perpendicularmente
por uma fibra de 600um e o parametro usado do laser foi 1W, em modo continuo por 20
seg. Os resultados demonstraram que a aplicacdo do laser de Diodo ndo causou
nenhuma alteracdo detectavel. Portanto ndo houve alteracdo no padrao de crescimento
celular entre os grupos.

Theodoro et al. (2003) estudaram o efeito do laser de Er:YAG e do laser de
Diodo 810nm apos irradiar a superficie radicular através de uma andlise térmica e

morfologica. As amostras consistiram de 15 dentes extraidos por doenca periodontal.



Os dentes foram raspados e alisados com instrumentos manuais e divididos em 3
grupos de 5 espécimes cada. O grupo | foi irradiado perpendicularmente com o laser de
Er:YAG 100mJ/pulso, 10Hz, ponta de 1,3mm, focado, em contato com a superficie
irradiada e com refrigeracao continua. O Grupo Il foi irradiado perpendicularmente com
laser de Diodo por 1W, pulsado, com intervalo de 0.05ms com uma fibra de 320um e o
Grupo Il foi irradiado com laser de Diodo da mesma forma alterando a poténcia para
1,4W. Concluiram que a aplicacéo do laser de Er:-YAG e o laser de Diodo utilizando os
parametros estudados ndo induz ao aumento da temperatura pulpar e as
irregularidades da superficie radicular foram mais observadas ap6és a irradiacdo com o
laser de Er:-YAG.

Schwarz et al. (2003) realizaram avaliac&o in vivo e in vitro dos efeitos do laser
de Er:YAG e de Diodo GaAlAs 810nm comparado ao tratamento periodontal. Foram
utilizados 24 dentes uniradiculares (n= 48 faces) com PCS > 8 mm. Os dentes foram
divididos em 3 grupos: Grupo | foi tratado com laser de Er:YAG 160mJ/pulso, 10 pulsos
por seg, ponta biselada 0,5 x 1,65mm em um angulo de 15 - 20° no sentido corono-
apical em contato com a superficie radicular sob irrigacdo continua. O Grupo Il foi
tratado com laser de Diodo 810nm 1,8W, no modo pulsado, 10Hz e uma fibra de 600um
e no Grupo lll foi realizado RAPCR. Concluiram que o laser de Diodo néo foi capaz de
remover o calculo dental.

Borrajo et al. (2004), avaliaram a eficacia do laser de Diodo 980nm associado ao
tratamento periodontal. Trinta pacientes com doenca periodontal crbénica foram
selecionados e divididos aleatoriamente em dois grupos: RAPCR (Grupo 1) e RAPCR

associado com laser de Diodo seguindo os seguintes parametros: 2W, no modo



pulsado e com uma fibra de 200um (Grupo 2). Todos o0s pacientes receberam
orientacdo de higiene bucal. Os parametros clinicos avaliados foram: indice de
sangramento papilar, Sangramento a sondagem, Nivel clinico de insercdo, Retracao
gengival e Profundidade clinica de sondagem. Na primeira sessédo foi realizada a
remocao de célculo supragengival com ultra-som em ambos os grupos. Na sessao
seguinte foi realizada RAPCR no Grupo 1 e no Grupo 2 RAPCR associada ao laser.
Apés 6 semanas os pacientes foram reavaliados. Os autores concluiram que o uso do
laser de Diodo em bolsas periodontais associado a RAPCR demonstraram melhoras
gualitativas nos parametros clinicos periodontais.

Em um estudo randomizado, Kreisler, Al Haj e d’Hoedt (2005) avaliaram a
eficiéncia clinica da aplicacdo do laser de Diodo GaAlAs 809nm como coadjuvante ao
tratamento periodontal. O desenho do estudo foi de boca dividida e a amostra consistia
de 22 pacientes. Apos a RAPCR dois quadrantes foram escolhidos para a aplicacdo do
laser e os outros dois quadrantes foram irrigados com solugdo salina. Os parametros
utilizados foram 1W, no modo continuo, por 10 seg e com uma fibra de 600um. A
orientacdo de higiene bucal foi realizada e apds 12 semanas 0s parametros clinicos
periodontais iniciais e finais foram comparados. Os autores concluiram que a aplicacao
do laser de Diodo no tratamento da periodontite € um procedimento seguro e pode ser
recomendado como coadjuvante ao tratamento periodontal.

O estudo in vitro de Haypek et al. (2006) avaliaram os efeitos térmicos e
morfologicos do laser de Diodo de alta poténcia na superficie radicular. Os autores
concluiram que o laser de Diodo quando utilizado na poténcia de 1,5W, 10Hz por 30

seg no modo continuo ou pulsado € considerado seguro.



Em 2006 De Micheli avaliou o efeito do laser de Diodo de alta intensidade na
reducdo da microbiota subgengival de pacientes portadores de periodontite cronica.
Este estudo foi cego, comparativo e radomizado. Conclui-se que o laser de Diodo de
alta intensidade associado ou ndo a RAPCR ndo apresentou diferenca estatisticamente

significante.

Caruso et al. (2008) realizaram um estudo de boca dividida com 13 pacientes
portadores de peridontite crénica com o objetivo de avaliar a eficacia do laser de Diodo
980nm como coadjuvante ao tratamento periodontal em relacdo a RAPCR. Os
parametros clinicos periodontais e microbiolégicos foram avaliados apds seis meses. A
aplicacao do laser seguiu os seguintes parametros: 2,5W no modo pulsado, por 30 seg
com intervalo de 60 seg. O exame microbiologico foi através da PCR multiplex para
identificar as seguintes bactérias: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Campylobacter rectus, Fusobacterium nucleatum, Tannerella forsythia, Eikenella
corrodens, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e Treponema denticola.
Concluiram que os parametros clinicos periodontais tiveram discreta melhora porém
nao houve uma diferenca significante na reducao de periodontopatdgenos.

Um estudo com pacientes portadores de periodontite agressiva realizado por
Kamma et al. (2009) avaliaram os paramentros clinicos e microbiolégicos apos a
aplicacdo do laser de Diodo de 980nm. Os autores concluiram que a associacdo do
laser de Diodo com a RAPCR foi mais eficiente quando comparado aos demais

tratamentos.



3 PROPOSICAO

A proposta deste estudo foi avaliar o efeito do laser de Diodo de 808 nm (1,5W;
20 seg; no modo continuo; 597,1 W/cm?) como coadjuvante ao tratamento periodontal
na reducédo de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia
em pacientes com periodontite cronica, através da Reagcdo em Cadeia da Polimerase

em Tempo Real.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 SELECAO DOS PACIENTES

Esse projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de
Odontologia da Universidade de Sao Paulo (FOUSP), segundo o protocolo n° 05/04
(Anexo A), e com o apoio da Fundagédo de Amparo a Pesquisa do Estado de Sao Paulo
FAPESP (05/59241-0). Os pacientes foram triados pela clinica de Graduacéo,
Especializacdo e Pds-Graduagcdo da Disciplina de Periodontia do Departamento de
Estomatologia da FOUSP. Os pacientes foram informados sobre a pesquisa e
assinaram o termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estando de acordo com a
Resolugdo n° 196/96 das Diretrizes e Normas do Conselho Nacional de Saude (Anexo
B).

O estudo foi realizado no Laboratério Especial de Laser em Odontologia
(LELO/FOUSP) sob a responsabilidade do Prof. Dr. Carlos de Paula Eduardo e no
Laboratério de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnostico do Departamento de
Andlises Clinicas e Toxicologicas da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade de Sao Paulo (FCFUSP), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Mario
Hiroyuki Hirata e da Prof®. Dra. Rosario Dominguez Crespo Hirata.

A selecdo dos pacientes obedeceu 0s seguintes critérios de inclusdo e excluséo:



Critérios de incluséo:

- Pacientes portadores de Periodontite Crénica (TONETTI; CLAFFEY, 2005).
- Perda de inser¢cdo > 5 mm (TONETTI; CLAFFEY, 2005).

- Dentes uniradiculares integros e vitais.

- Dentes uniradiculares contralaterais do mesmo arco.

- Pacientes que apresentam no minimo 10 dentes na cavidade bucal.

Critérios de Exclusao:

- Pacientes tabagistas.

- Pacientes submetidos a antibioticoterapia nos trés meses prévios ao estudo.

- Pacientes que receberam tratamento periodontal prévio nos ultimos seis meses.

- Pacientes portadores de doencas ou condi¢cdes sistémicas que pudessem atuar como

fatores modificadores da doenca periodontal presente.

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO E CASUISTICA

Este estudo foi um ensaio clinico, aleatdrio, duplo cego, com modelo de boca
dividida. Os exames clinicos foram realizados por um uUnico examinador treinado e

calibrado através do coeficiente de correlacéo intra-classe (Coeficiente Kappa) JEC-LM



0,997 (p<0,001) PCS 0,998 (p<0.001). Um auxiliar odontoldgico era responsavel pela
anotacao dos dados em uma ficha. Este exame foi repetido em um intervalo de uma

semana.

4.3 DETALHAMENTO DOS PROCEDIMENTOS E GRUPOS EXPERIMENTAIS

Todos os pacientes foram submetidos a anamnese, exame clinico periodontal,
exame radiografico periapical das arcadas pela técnica do paralelismo, orientacdo de
higiene bucal (OHB) e moldagem para confeccdo da guia de resina acrilica a fim de

padronizar a sondagem e coleta das amostras.

Os parametros clinicos utilizados foram:

1. Profundidade clinica de sondagem (PCS): distancia (mm) compreendida entre a
margem gengival e o fundo do sulco gengival ou da bolsa periodontal.

2. Distancia da linha esmalte-cemento a margem gengival (LEC-MG): distancia
(mm) que vai da linha esmalte-cemento a margem gengival. Se a LEC estivesse

localizada apicalmente & margem gengival, o parametro receberia um valor

negativo.

3. Nivel clinico de insercdo (NCI): € o valor correspondente a soma dos valores de
PCS e LEC-MG

4, indice de placa (IP)

5. Sangramento a sondagem (SS)



O tratamento periodontal prévio da boca toda foi realizado em até quatro sessdes
de RAPCR com o auxilio do aparelho de ultra-som e com a ponta P do kit MiniPiezon®,
EMS, Suica (Electro Medical System, Le Sentier, Switzerland) com excecdo dos dentes
uniradiculares selecionados para o estudo. Para este tratamento foram utilizados dois
jogos compostos por uma cureta de Gracey n° 5/6, 7/8 (Hu-Friedy® Co. Chicago, IL,
USA), uma sonda milimetrada (PCPUNC 15BR Hu-Friedy®) e um espelho clinico
(Duflex® n°05) para cada sitio CONTROLE e TESTE.

A amostra foi randomizada através de um sorteio simples por meio do
lancamento de uma moeda para determinar a qual grupo o dente seria alocado. Por se

tratar de um estudo de boca dividida cada paciente possuia dois sitios:

- SITIO CONTROLE - raspagem alisamento polimento corono radicular (RAPCR)
manual utilizando-se curetas de Gracey n° 5/6 e 7/8 (Hu-Friedy® Co. Chicago, IL, USA).
- SITIO TESTE - foi igual ao sitio CONTROLE seguido da aplicacdo do laser de Diodo.
No primeiro dia do tratamento, realizou-se a coleta microbiolégica e o registro
dos parametros clinicos periodontais (INICIAL). Em seguida os pacientes receberam a
primeira sessdo do tratamento proposto ao grupo experimental a que pertencia. Apés
24h, os sitios TESTES receberam a aplicacdo do laser de Diodo da seguinte maneira:
previamente a cada aplicacdo, a energia gerada pela fibra éptica foi medida utilizando-
se um sensor piroelétrico LM10i conectado a um medidor de energia Fieldmaster
(Coherent, Auburn-USA) (Figura 4.1) com o objetivo de padronizar a amplitude do sinal
elétrico gerado em funcdo da taxa de variagdo da temperatura aplicada nos sitios

estudados. Em seguida, a fibra optica flexivel de 400um foi clivada e inserida nos sitios

experimentais com uma angulagéo de aproximadamente 20° com o longo eixo do dente



com movimentos de varredura de apical para coronario durante 20 seg. Os parametros
utilizados foram: 1,5W de poténcia no modo continuo totalizando uma densidade de
energia de 597,1 W/cm?. Essa fibra foi introduzida um milimetro aquém da profundidade
obtida com a sondagem utilizando um cursor de borracha inserido na mesma para
delimitar essa profundidade.

Nos sitios CONTROLE a fibra 6ptica foi clivada e posicionada da mesma
maneira, durante 0 mesmo tempo, porém sem ativacdo para que O paciente nao
soubesse em qual sitio o laser estava sendo aplicado.

Apbés uma semana a aplicacdo do laser foi realizada seguindo 0s mesmos
parametros. A segunda coleta microbiolégica e o registro dos parametros clinicos

periodontais foi realizada ap0ds seis semanas da mesma forma do INICIAL.

Figura 4.1 — Medidor energia (Energy Meter, Fidmaster — Coherent Inc, Santa Clara - USA)



4.4 LASER DE DIODO

O equipamento utilizado foi o Laser de Diodo Classe IV, meio ativo de GaAlAs,
da marca ZAP Lasers (Figura 4.2). Este laser possui as seguintes caracteristicas:
comprimento de onda: 808 + 5nm, frequéncia: 10Hz, poténcia maxima de 3,5W,
duracéo do pulso: 50us, regime de operacédo: continuo ou interrompido e fibra 6ptica de

quartzo flexivel: 400um.
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Figura 4.2 - Laser de Diodo de 808nm (ZAP Softlase, Plesant Hill — USA)

4.5 COLETA DA AMOSTRA

A coleta das amostras foi realizada com cone de papel estéril n° 40 (Dentisply
Maillefer® Ind. e Com. LTDA) por um Unico examinador que teve o critério de remover o
biofilme supragengival com uma gaze estéril e utilizando roletes de algoddo para um

isolamento relativo.



1%, coleta: o cone de papel foi introduzido nos sitios periodontais o mais
apicalmente possivel por 1 min (HARTROTH; SEYFAHRT; CONRADS, 1999) e
armazenado em microtubos de 1,5ml estéreis, enumerados e armazenados a -20°C no
Laboratério de Biologia Molecular aplicado ao Diagndéstico para o seu processamento.

2% Coleta: foi realizada apés 6 semanas da mesma maneira que a primeira
coleta seguido da realizacdo de um novo exame clinico periodontal.

De forma resumida a Figura 4.3 é um cronograma que mostra toda sequéncia

dos procedimentos clinicos.



Selecéo dos pacientes
Termo de consentimento
Anamnese + Rx periapical
Exame clinico periodontal
Orientagdo de Higiene Bucal + moldagem

Preparo de boca com US (até quatro sessdes)

1

1° coleta da amostra dos sitios CONTROLE e TESTE
Parametros clinicos periodontais
RAPCR dos sitios CONTROLE e TESTE

\4

Apos 24 horas
1° aplicacdo do laser Diodo 808nm

1,5W — modo continuo — 20 seg
Sitio TESTE

ApOs uma semana
2° aplicacdo do laser de Diodo 808nm

Sitio TESTE

ApOs seis semanas
2° coleta da amostra dos sitios CONTROLE e TESTE
Parametros clinicos periodontais

Figura 4.3 Cronograma de forma esquematica para resumir o procedimento clinico



4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA EXTRACAO DO DNA GENOMICO

As amostras foram rehidratadas com 100ul de agua MiliQ estéril por 5 min,
centrifugadas a 8000 rpm por 5 min. ApOs esta etapa o conjunto de reagentes do Kit
GFX™ Genomic Blood DNA Purificantion Kit (Amersham Pharmacia Biotech Piscataway
/ NJ, EUA) foi utilizado para a extracdo do DNA genbmico presentes nas amostras de

acordo com as instrucdes do fabricante.

4.7 ENSAIO DA PCR PARA AMPLIFICACAO DE FRAGMENTOS DE DNA DOS
PERIODONTOPATOGENOS: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e
Tannerella forsythia

O DNA de cultura pura de bactérias foram: Porphyromonas gingivalis ATCC 33277,

Treponema denticola ATCC 33520 e Tannerella forsythia ATCC 43037.

A regido do gene 16s rRNA foi amplificada pela Reacdo em Cadeia da Polimerase
(PCR) a partir do DNA gendmico foram utilizados 2uL de DNA, iniciadores 200nmol/L
(Prodimol Biotecnologia, Bello Horizonte, MG, Brasil), cujas sequéncias estdo descritas
na tabela 4.1, dNTPs 800umol/L (Amersham Biosciences, Piscataway / NJ, EUA), DNA
polimerase 1U (Biotools, Madri, Espanha), tampao de PCR (75mM Tris-HCI pH 9,0),
50mM de KCI, 20mM (NH4)>,SO4, 2nmol/L de MgCl,, em um volume total de 50uL com

agua deionizada esterilizada.



A PCR foi realizada em um termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf AG,
Hamburg, Alemanha), utilizando o seguinte programa: desnaturacao inicial a 96°C por 3
min; seguida de etapa de amplificagdo em 35 ciclos de 94°C por 1 min (desnaturag&o),
60°C por 1 min. para hibridizacdo e 72°C para extensio e etapa de extensdo final de

72°C por 10 min.

Os produtos da PCR gerados foram analisados por eletroforese em gel de agarose
1% em TBE (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Utlizando 5uL de produtos da PCR
diluidos em tamp&o de amostra de DNA, como referéncia foi utilizado um marcador de
tamanho molecular de DNA de 100pb (Invitrogen, Corporation CA, EUA).

A eletroforese foi realizada por 30 min a 100V e 60mA em cuba horizontal (Gibco
BRL, Life Technologies Inc. Gaithersburg, MD, EUA). As bandas foram visualizadas sob
luz UV, apoOs coloracdo do gel com brometo de etidio (0,5mg/mL) (SAMBROOK;
RUSSELL, 2001) e fotodocumentadas em sistema de captura de imagem

Chemilmager™ (Alpha Innotech Corporation, San Leandro, CA, EUA) 4400 (v5.5).

4.8 LIGAC}AO DO FRAGMENTO DOS GENES OBTIDOS PELA PCR COM O
PLASMIDEO

O fragmento de gene amplificado pela PCR dos agentes infecciosos e 0
plasmideo pGEM®-T Easy Vector ()GEM®-T Easy Vector System |, Promega) foram
submetidos a ligacdo (clonagem) pela adicdo de tampéo de ligacdo rapida da enzima
T4 DNA ligase (Tris-HCI 60mM pH 7,8, MgCl, 20mM, ditiotreitol (DTT) 20mM,

adenosina trifosfato (ATP) 2mM e 10% de polietilenoglicol, 50ng de plasmideo pGEM®-



T Easy Vector, 20ng do fragmento do gene e 1U de enzima T4 DNA Ligase, acertando-
se 0 volume para 10puL com agua MilliQ estéril. A mistura foi incubada por uma hora a
temperatura ambiente. O produto desta reacgéo foi utilizado para transformacéo de E.
coli DH-5a. Os plasmideos recombinantes foram denominados pGemTF, pGemPG e

pGemTD.

4.9 PREPARO DAS BACTERIAS COMPETENTES

A partir de uma colbnia isolada de bactéria E. coli cepa DH-5a, um repique para
a expansao foi realizado, utilizando meio liquido de LB sem antibidtico, incubando-se
sob agitacdo a 37°C, até a obtencdo de uma densidade o6ptica (DO) de 600nm. A
suspensao resultante foi centrifugada, o sobrenadante desprezado, e as células
decantadas. Em seguida, o material foi tratado com solucdo de cloreto de célcio 50mM
gelado por 30 min e centrifugado a 4.000g durante 5 min. As células foram novamente
resuspensas em solucdo de cloreto de céalcio 50mM e 5% de DMSO e conservadas a

-70°C até o momento da transformacéao.

4.10 TRANSFORMACAO DA E. coli COM O PLASMIDEO RECOMBINANTE

Para a transformacéao foram utilizados 50uL de suspenséo de bactérias e 2uL de
produto da reacdo de ligacdo. A mistura foi homogeneizada e incubada por 20 min em
banho de gelo, por 50 seg a 42°C sem agitacdo e, novamente, em banho de gelo por

mais 2 min. Foi adicionado 950uL de meio SOC e incubado a 37°C por 90 min com



agitacdo. O produto de transformacdo foi semeado em meio de cultura LB &gar
contendo ampicilina (200png/mL), IPTG e X-gal, com incubacao a 37°C por uma noite.
As colbnias que cresceram neste periodo foram submetidas a extracdo do
plasmideo e, a seguir, submetidas a restricdo enzimatica com as EcoRl e BamHI e
analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%, para confirmacéo da presenca do
fragmento clonado. As col6nias foram quantificadas por espectrofotometria em UV e a

sua concentracao Molar foi calculada para serem utilizadas como controle interno.

4.11 EXTRACAO DO DNA PLASMIDIAL

Partindo-se de uma col6nia isolada e carreadora do plasmideo pGEM®-T Easy
Vector contendo o inserto, incubada em 5mL de meio liquido de LB com antibiético
(100pg/mL) por uma noite a 37°C com agitacdo, as coldnias foram centrifugadas a
5.000g durante 5 min; 4mL do sobrenadante foram removidos e o restante resuspenso
e transferido para microtubo 1,5mL estéril. O microtubo foi novamente centrifugado a
12.000g durante 5 min e o sobrenadante removido. O sedimento foi utilizado para
extracdo dos plasmideos, de acordo com o protocolo de orientacdo do kit de extracdo
GFX Micro Plasmid Prep Kit, da Amersham Biosciences.

Resumidamente, o pellet foi resuspenso em 300uL de solugéo | (Tris-HCI 100mM
pH 7,5, EDTA 10mM, Rnase | 400ug/mL) e agitado vigorosamente em vortex. A seguir,

foram adicionados 300uL de solugéo Il (NaOH 1M, SDS 5,3%m/v), homogeneizando o



tubo por inversdo de 10 a 15 vezes. Foram acrescentados 600uL de solugdo lli
(solucdo tamponada contendo acetado), invertendo-se o tubo varias vezes até a
formacdo de um precipitado floculento e sua dispersdo. Centrifugou-se a 12.000g
durante 5 min a temperatura ambiente. Cuidadosamente, o sobrenadante foi transferido
para um novo microtubo estéril. Metade deste volume, cerca de 600pL, foi transferida a
coluna GFX, previamente colocada em um microtubo coletor. Foi incubada por 1 min &
temperatura ambiente e centrifugada a 12.000g por 30 seg a temperatura ambiente. O
material coletado foi descartado e o procedimento foi repetido para o volume restante.
ApGs a centrifugacao, adicionou-se 400uL de tampao de lavagem (80% tampao Tris-
EDTA e 20% etanol absoluto) a coluna, que foi centrifugada a 12.000g por 1 min a
temperatura ambiente. A coluna foi entdo colocada sobre um novo microtubo e a ela
adicionados 75uL de tampéao TE (Tris-HCI 10mM e EDTA 1mM pH 8,0). Incubou-se por
1 min a temperatura ambiente e centrifugou-se a 12.000g por 1 min a temperatura

ambiente. O DNA plasmidial foi coletado no microtubo e mantido a -20°C.

4.12 ANALISE DO CONTROLE INTERNO NA QUANTIFICACAO DO DNA E CURVA
PADRAO

Conhecendo o peso molecular do plasmideo recombinante e sua quantificacéo
por espectrofotémetro em UV utilizando o espectrofotdmetro UV-Vis NanoDrop® ND-
1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, EUA). Foi determinado o niumero de copias

do DNA alvo. Através da formula (x.y.6,02.10* )/z, onde x é o valor de nimero de



copias, y € o valor absoluto da quantificacdo por espectrofotometria em UV, Z é o valor
do peso molecular do plasmideo recombinado. Para determinar o nimero de copias de
plasmideo recombinante por microlitro e em seguida foram realizadas diluicbes seriadas
das amostras em tampao TE. Estas diluicbes foram utilizadas como controle positivo e
para determinacdo da curva padrdo. O limite de quantificacdo das bactérias
Porphyromonas gingivalis (Figura 4.4) e Treponema denticola (Figura 4.5) foi de 500
copias de DNA por microlitro. No entanto, na curva padrdo para Tannerella forsythia
(Figura 4.6) o limite de quantificacao foi de 100 copias de DNA por microlitro.

Uma vez determinado o limite de quantificacdo, todas as amostras foram

amplificadas juntamente com a curva padréo.
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Figura 4.4 Curva padrdo para Porphyromonas gingivalis (500 a 10° cépias por pl)
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Figura 4.6 Curva padrdo para Tannerella forsythia (100 a 10" c6pias por ul)

413 ESTUDO DA QUANTIFICACAO DOS PERIODONTOPATOGENOS

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia

As sondas e os iniciadores utilizados para deteccdo de Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia foram desenhados com o auxilio
do programa Prime Express'™ da Applied Biosystems, (Foster City, CA) (Tabelas 4.1 e
4.2). As sequéncias e 0s numeros de acesso dos genes da Porphyromonas gingivalis

(nimero de acesso NC_010729), Treponema denticola (nUmero de acesso M71236) e




Tannerella forsythia (ndmero de acesso AJ006516) foram utilizados de acordo com o

encontrado no Banco de Dados (Gene Bank http://www.ncbi.nlm.nih.gov).

Tabela 4.1 - Iniciadores utilizados PCR em tempo real

Iniciador sense Iniciador anti-sense
Porphyromonas gingivalis 5-ACCTTACCCGGGATTGAAATG-3’ 5’-CAACCATGCAGCACCTACATAGAA-3
Treponema denticola 5-AGCGATGGTAGCAATACCTGT-3 5-TTCGCCGGGTTATCCCTC-3’

Tannerella forsythia 5-CCGAATGTGCTCTACATAAAGGT-3' 5-GATACCACTCGTTGCCTTGGT-3’

Tabela 4.2 - Sondas utilizadas PCR em tempo real utilizando a tecnologia TagMan®

Bactéria Sonda TagMan®
Porphyromonas gingivalis  5'- / HEX/ ATGACTGATGGTGAAAACCGTCTTCCCTTC / 3labRQSp / -3’
Treponema denticola 5-/ Cy5/ ATGGGCCCGCGTCCCATTAGC / 3labRQSp/ -3’

Tannerella forsythia 5FAM™ -CACGGGTGAGTAACG NFQ-MGB-3’

Nota: HEX, hexachloro-6- carboxy-fluorescine; 3labRQSp, lowa back RQ™-Sp; Cy5™, Cyanine 5-CTP
(Cy5); FAM™, fluoréforo reporter ligado na extremidade 5’da sonda; MGB, Minor Groove Binder; NFQ,

non-fluorescent quencher.

4.14 OTIMIZACAO DE ENSAIO DA PCR EM TEMPO REAL


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/

O ensaio da PCR em tempo real foi otimizado utilizando uma solucéo de 25uL
contendo, 300nmol/L para Porphyromonas gingivalis, 300nmol/L para Treponema
denticola e 200nmol/L para Tannerella forsythia, 200nM de sondas TagMan® e
TagMan Universal Master Mix (Applied Biosystems, Califérnia, EUA) e 1ulL de solucao
de DNA. A temperatura de desnaturacao inicial da reacdo de amplificacdo foi de 95°C
por 10 min e 40 ciclos (95°C por 10 seg, 60°C por 1 min). Os dados de fluorescéncia
foram obtidos na etapa de 60°C pelo aparelho ABI Prism Sequence Detector System

7500 (Applied Biosystems, California, EUA).

4.15 PCR EM TEMPO REAL

A quantificacdo absoluta das bactérias estudadas Porphyromonas gingivalis,
Treponema denticola e Tannerella forsythia, foi realizada através da PCR em tempo
real utilizando o sistema de amplificacdo com sondas TagMan®. A PCR em tempo real
foi realizada utilizando uma solucdo de 25uL contendo 200nmol/L de cada
oligonucleotideo iniciador, 200nmol/L de Sonda TagMan, 1x PCR Master Mix (Applied
Biosystems, Califérnia, EUA) e 1uL de solucdo de DNA. A reagcdo de amplificacédo
teve a temperatura de desnaturacao inicial de 95°C por 10 min e 40 ciclos (95°C por 10
seg, 60°C por 1 min). Os dados de fluorescéncia foram obtidos na etapa de 60°C pelo
aparelho ABI Prism Sequence Detector System 7500 (Applied Biosystems, California,

EUA). A solugdo ndo contendo a amostra de DNA foi utilizada como controle negativo,



e as diluicdes da curva padrdao como controle positivo. Para confiabilidade da reagao as

amostras foram realizadas em duplicatas.

4.16 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram analisados utilizando os programas SigmaStat v.3.5

(SPSS Inc., Chicago, EUA) e SPSS 15 (SPSS Inc., Chicago, EUA).

Apoés a obtencédo dos resultados para cada medida dentro de cada grupo estes
foram comparados estatisticamente. O teste Kolmogorov-Smirnov foi utilizado, a fim de
verificar a normalidade na distribuicdo dos dados. Para as comparacdes dos valores

intergrupos e intragrupos foram realizadas o teste U de Wilcoxon-Mann-Whitney.

No caso de comparacgao entre as trés bactérias intergrupos e intragrupos utilizou-
se o teste de Kruskal-Wallis. Variaveis categoricas foram comparadas pelo teste exato
de Fisher. O nivel de significancia estabelecida foi de p <0,05.

As variaveis categoricas foram apresentadas em tabelas e variaves quantitativas

continuas foram convertidas em log e apresentadas em forma de gréfico.



5 RESULTADOS

Foram examinados 50 pacientes dos quais 26 pacientes ndo foram incluidos na
pesquisa por apresentarem tabagismo (11), diabetes (4) e auséncia da doenca
periodontal (11). Vinte e quatro pacientes foram selecionados, sendo 17 do género
feminino (73,91%) e 7 do género masculino (26.92%), com idade variando entre 35 e 65
anos (48 + 7.54).

Um total de 96 amostras de biofilme subgengival foram avaliadas de sitios com
perda de inser¢dao =2 5 mm (TONETTI; CLAFFEY, 2005), em dentes uniradiculares
contra laterais dos mesmos individuos totalizando 4 amostras por paciente.

Nas tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 podemos observar os valores absolutos em
guantidade de cépias/mL referentes a Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola
e Tannerella forsythia. Os resultados da PCR em tempo real foram descritos da
seguinte forma: quantitativos — quantidade de copias/mL; qualitativos quando o nimero
de cépias/mL encontra-se abaixo do limite de deteccao estabelecido pela curva padrao,
porém detectavel pela metodologia e negativo quando ha auséncia do microrganismo
investigado.

Na tabela 5.4 podemos observar que a prevaléncia da Porphyromonas gingivalis
no sitio TESTE inicial foi de 79,16% e apés o tratamento foi de 12,5% e no sitio
CONTROLE inicial foi de 70,83% e ap0s o tratamento foi de 12,5%. Entretanto no grupo
TESTE inicial a prevaléncia do Treponema denticola foi de 83,33% no sitio TESTE
inicial e apos o tratamento foi de 4,16% e o sitio CONTROLE inicial 70,83% e apdés o

tratamento foi de 16,6%. A prevaléncia da Tannerella forsythia no sitio TESTE inicial foi



de 91,66% e ap0s o tratamento foi de 37,5% no sitio CONTROLE inicial foi de 87,5% e

apos o tratamento foi de 16,6% porém, ndo houveram diferencas estatisticamente

significantes na prevaléncia entre 0s grupos

5.1 PARAMETROS MICROBIOLOGICOS

Tabela 5.1 - Comparacéo inter e intragrupo entre as médias (+ desvio-padrdo) e as medianas (valor
minimo e valor maximo) referente a presenca da bactéria Porphyromonas gingivalis entre

os periodos (inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle) valores
absolutos em quantidade de cOpias/mL

laser - teste rasp - controle
inicial final inicial final
Média 7673,96 ° 390,5° 10539,79%  3543,75°
DP + 2101551 +1309,079 +28623,81 +16994,81
Mediana 12 0P 12 0P
Min 0 0 0 0
Max 83611 5349 129511 85048

*em linhas, representam diferencas estatisticas para comparag@es intergrupos (inicial x inicial e final x final).
Teste Anova e Mann-Whitney (p<0,05).

Letras diferentes, em linhas, representam diferencas estatistica para as comparagdes das medidas intragrupo (inicial
x final). Teste t e Wilcoxon (p<0,05).



Tabela 5.2 - Comparacao inter e intragrupo entre as médias (x desvio-padrdao) e as medianas (valor
minimo e valor maximo) referente a presenca da bactéria Treponema denticola entre os

periodos (inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle) valores absolutos
em quantidade de cépias/mL

laser - teste rasp —controle
inicial final inicial Final
Média 4543,46 ° 0,042° 7117,12° 198,54 °
DP + 9872,22 +0,20 +20553,52  + 765,28
Mediana 512,52 0P 12 0P
Min 0 0 0 0
Max 47223 1 101153 3734

*em linhas, representam diferencas estatisticas para comparagdes intergrupos (inicial x inicial e final x final).
Teste Anova e Mann-Whitney (p<0,05).
Letras diferentes, em linhas, representam diferencas estatistica para as comparacfes das medidas intragrupo
(inicial x final). Teste t e Wilcoxon (p<0,05).

Tabela 5.3 - Comparacdo inter e intragrupo entre as médias (+ desvio-padrdo) e as medianas (valor
minimo e valor maximo) referente a presenca da bactéria Tannerella forsythia entre os

periodos (inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle) valores absolutos
em quantidade de cépias/mL

laser - teste rasp — controle
inicial final inicial final
Média 11051,26 111,65 1847,30 2,43
DP +39712,30 + 430,01 +3971,38 +10,79
Mediana 6712 0° 280 2 0°
Min 0 0 0 0
Max 195676 2074 18531 53

*em linhas, representam diferencas estatisticas para comparag@es intergrupos (inicial x inicial e final x final).
Teste Anova e Mann-Whitney (p<0,05).
Letras diferentes, em linhas, representam diferengas estatistica para as comparacfes das medidas intragrupo
(inicial x final). Teste t e Wilcoxon (p<0,05).



Tabela 5.4 - Comparacao inter e intragrupo entre as propor¢cdes das concentracfes bacterianas para
Porphyromona gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia entre os periodos

(inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle)

rasp - controle

laser - teste

inicial final inicial final
Pg (%) 78,26 2 13,04 ° 69,56 2 8,69 °
T (%) 91,32 34,78 ° 86,95 ° 17,39 °
Td (%) 82,6 2 4,34° 69,56 ° 13,04 °

* em linhas, representam diferencas estatisticas para comparag@es intergrupos (inicial x inicial e final x final). Teste
Mann-Whitney (p<0,05).
Letras diferentes, em linhas, representam diferencas estatistica para as comparagdes das medidas intragrupo (inicial

x final). Teste Wilcoxon (p<0,05).



6 DISCUSSAO

Este estudo avaliou, pela técnica da PCR em tempo real, a reducdo de
periodontopatdégenos presentes no complexo vermelho de 48 dentes uniradiculares
diagnosticados com periodontite cronica apresentando perda de insercdo > 5mm
tratados com RAPCR ou RAPCR associado com o laser de Diodo de 808nm. Os
resultados demonstraram que ndo houve diferenca estatisticamente significante apés a
sua aplicacao.

O critério selecionado foi um estudo randomizado de modelo de boca dividida que
permite observar os resultados em um mesmo paciente, minimizando as possiveis
variacOes, interferindo de forma igual e possibilitando usar um menor nimero de
pacientes (HUJOEL; DEROUEN, 1992; HUJOEL; LOESCHE, 1990; PAGE, 1995).

Em nosso estudo realizamos a detec¢do e a quantificacdo de Porphyromonas
gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia. A escolha desses patdgenos
periodontais se deve ao fato de diversos estudos microbiolégicos e clinicos
demonstrarem que a sua presenca pode estar relacionada com a periodontite cronica
(MINEOKA et al., 2008; NOIRI; EBISU; LI, 2001; NUNN, 2003; TAKEUSHI et al., 2001;
XIMENEZ-FYVIE; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2000). Os resultados obtidos no presente
estudo foram semelhantes aos encontrados na literatura porque todas as amostras
apresentaram pelo menos um desses microrganismos selecionados.

O tratamento da periodontite créonica (TONETTI; CLAFFEY, 2005) é realizado
através da RAPCR que é considerado como "padrao ouro”. Este procedimento visa uma

instrumentacdo manual na superficie radicular proporcionando uma reducdo de



periodontopatdgenos presentes no biofilme dental para os parametros compativeis com
saude (BADERSTEN; NILVEUS; EGELBERG, 1981; BADERSTEN; NILVEUS
EGELBERG, 1984 a,b; DARBY; KINANE; MOONEY, 2001)

Estudos recentes sugerem que o laser possa operar como um método alternativo
ou associado a RAPCR (BORRAJO et al., 2004; KREISLER et al., 2005; SCHWARZ et
al., 2003). Este beneficio estaria relacionado com a redug¢do microbiana presente no

biofilme dental que é considerado como fator etiol6gico da doenca periodontal.

O critério de escolha para a utilizacdo do laser de Diodo foi baseado em estudos
gue demonstraram que o seu comprimento de onda apresenta poder de penetracao e
afinidade por pigmentos presentes em algumas bactérias, que serviriam como
cromoforos absorvedores, intensificando a sua acdo, permitindo dessa maneira
alcancar e atingir bactérias anaerdbias de pigmentacdo negra, como é o0 caso das
Porphyromonas gingivalis, podendo ocorrer uma reducdo destas bactérias. Esta
caracteristica também pode ser vantajosa pelo fato de ocorrer uma menor absorcao
pelos tecidos duros que sdo compostos por uma grande porcentagem de agua evitando

assim efeitos danosos a essas estruturas (COBB, 1996; COLUZZI, 2000).

E importante ressaltar que o laser de Diodo ndo é muito absorvido pela agua e
nem pela hidroxiapatita e, por esta razao, a energia absorvida é transformada em calor
aumentando a temperatura da superficie. Por este motivo, preconizamos a poténcia de
1,5W, a inclinacdo de aplicacdo da ponta do laser em relacdo a superficie radicular de
aproximadamente 20° e o tempo de 20 seg de acordo com o estudo de De Micheli
(2006) e Haypek et al. (2006) que demonstraram a auséncia de efeitos colaterais

danosos a superficie radicular como carbonizacdao, trincas e fusoes.



Poucos estudos encontrados na literatura avaliam a eficiéncia do laser de Diodo
no tratamento periodontal. Além disso, existem diferencas metodoldgicas entre os
estudos como variagdes nos parametros do laser, no desenho do estudo, na severidade
da doenca periodontal e na auséncia de padronizagdo do protocolo de tratamento para
aplicacdo do laser, ocasionando uma dificuldade de comparagdo dos resultados
(MORITZ et al., 1997; MORITZ et al., 1998).

Um outro fator observado em estudos com o laser de Diodo foi a auséncia de
padronizacdo da quantidade de energia liberada pela ponta da fibra Optica através de
um medidor de energia. Em nosso estudo houve uma perda de aproximadamente 20%
de sua poténcia de saida, o que nos levou a compensar essa perda através de um

ajuste na quantidade de energia no display do aparelho.

A aplicacdo do laser foi realizada apos 24h a RAPCR porque a presenca do
sangramento ocasionado pela RAPCR pode interferir no aumento de temperatura da

ponta da fibra do laser (COLUZZI, 2004; DE MICHELI, 2006).

Apos a primeira aplicacéo do laser este procedimento foi repetido depois de 7 dias.
Este intervalo de tempo foi baseado nos estudos de Cobb, McCawley e Killoy (1992) e
Haffajee e Socransky (2006) que observaram que a remocao do biofilme através da
RAPCR pode resultar em uma diminuicao inicial das bactérias presentes no complexo

vermelho, podendo ocorrer uma possivel recolonizacéo apoés 7 dias.

Alguns estudos avaliaram a eficiéncia do laser de Diodo na reduc&o microbiana,
através do método da cultura (BENEDICENTI et al., 2008; DE MICHELI, 2006

GUTKNECHT et al., 2000; GUTKNECHT et al., 2004) e técnicas de biologia molecular



(CARUSO et al., 2008; KAMMA,; VASDEKIS; ROMANOS, 2009; MORITZ et al., 1997;

MORITZ et al., 1998).

Por muitos anos uma das principais técnicas disponiveis para identificar e
guantificar microrganismos das diversas areas da cavidade bucal foi a cultura
microbiana. Essa metodologia € confiavel, reprodutivel, especifica, sensivel que permite
a avaliacdo da susceptibilidade e resisténcia ao antibiotico (TSAI et al., 2003). Porém,
existem evidéncias de que a composicdo da microbiota bucal foi subestimada nos
estudos com cultura, uma vez que apenas 0s microrganismos cultivaveis nas condi¢cdes
laboratoriais usadas foram isolados (KUMAR et al., 2003). Além desta desvantagem, o
alto custo e grande consumo de tempo de trabalho torna esta metodologia muito
onerosa (LAU et al., 2004; LOOMER, 2004; LOTUFO; PANNUTI; SARAIVA, 2001;
SANZ et al., 2004; TSAI et al., 2003).

A PCR em tempo real foi desenvolvida como novo recurso de diagndéstico que
associado aos outros métodos moleculares ja utilizados em rotina laboratorial, possa
colaborar no diagndstico, especialmente nos casos em que a quantidade de bactérias é
um fator importante para confirmar o agente etiolégico da doenca. E uma técnica
sensivel, eficiente e reprodutivel. Varios estudos demonstram seguranca em Seu
emprego na quantificacdo de espécies da cavidade bucal principalmente em
periodontopatdégenos (KAWADA et al., 2004; LYONS et al., 2000; MARTIN et al., 2002;
MORILLO et al., 2004; SAKAMOTO et al., 2001; SAKAMOTO; UMEDA; BENNO, 2005).

Deste modo, a PCR em tempo real foi o0 método de escolha utilizado em nosso
estudo por apresentar resultados quantitativos em tempo real sem a necessidade da

exposicao a substancias carcinogénicas (ex. brometo de etidio), além de monitorar os



sinais fluorescentes possibilitando a quantificacdo dos fragmentos de DNA bacterianos
em tempo real na sua fase logaritimica da PCR e apresentando resultados de forma
mais precisa e com reprodutibilidade (HEID et al., 1996). Por essas raz6es em nosso
estudo tivemos o cuidado de utilizar um jogo de curetas periodontais para cada sitio
com o objetivo de evitar uma possivel contaminacdo durante o procedimento clinico
entre os dois sitios CONTROLE e TESTE.

Neste estudo, avaliamos a capacidade de diagnostico da PCR em tempo real que
guantifica o DNA de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia. Para este propoésito amplificamos parte do fragmento da sequéncia 16s rRNA,
gue € uma regido alvo para a sintese de oligonucleotideos taxonomicamente
especificos. A clonagem foi realizada com o objetivo de estabelecer a curva padréo de

cada bactéria estudada, ou seja, estabelecer o numero de copias/uL.

Os resultados da PCR em tempo real foram descritos da seguinte forma:
guantitativos quantidade de coOpias/mL; qualitativos quando o numero de cépias/mL
encontra-se abaixo do limite de deteccdo estabelecido pela curva padrdo, porém
detectavel pela metodologia e negativo quanda ha auséncia do microrganismo
investigado.

A andlise estatistica evidenciou que ndo houve diferenca significativa quanto a
reducdo de bactérias apds seis semanas entre os sitios estudados, demonstrando que
a aplicacdo do laser de Diodo nos parametros utilizados em bolsas periodontais ndo €
capaz de reduzir de forma significante os periodontopatégenos (DE MICHELI, 2006), o
qgue difere dos resultados obtidos nos trabalhos de Aoki et al. (2004), Ishikawa et al.

(2009) e Schwarz et al. (2008), que demonstraram que a aplicacéo do laser contribuiu



na reducao microbiana associado com RAPCR.

Com o objetivo de verificar a concentracdo inicial da microbiota, a primeira
avaliacdo microbiologica foi realizada antes do tratamento. A segunda avaliagdo foi
realizada apos seis semanas do tratamento. A escolha deste intervalo de tempo foi
baseada no estudo de Haffajee et al. (1997) que demonstraram que a recolonizacao
ocorre apods seis semanas.

N&o existe na literatura estudos que tenham utilizado a PCR em tempo real como
método de diagnédstico para a avaliacdo da reducdo de periodontopatégenos na
RAPCR associado ao laser de Diodo, dificultando a comparacao dos resultados do sitio
TESTE.

A prevaléncia da Porphyromonas gingivalis antes do tratamento no sitio
CONTROLE foi de 79,16% e no sitio TESTE foi de 70,83%. No final do experimento foi
de 12,5% em ambos os sitios. O tratamento realizado nos dois sitios foi capaz de
promover a reducao desta bactéria. Este resultado esta de acordo com os estudos que
relatam a sua reducdo apos a RAPCR (MIYAZAKI et al., 2003; ; SAKAMOTO et al.,
2004; SOCRANSKY et al., 1991). A média de reducdo na concentracéo deste patdgeno
foi, apos seis semanas, no sitio TESTE de 65,22% e no sitio CONTROLE de 60,87%.
Estes valores sdo superiores aos dados de Doungudomdacha et al. (2001), que
detectaram a reducao de 46,9% um més apos a RAPCR.

Em relacdo a Treponema denticola, a média de reducdo na concentracao deste
patdgeno foi, apds seis semanas, no sitio TESTE de 78,26% e no sitio CONTROLE de
56,52%. Assim como relatado na literatura, em nosso estudo houve uma reducao
significativa na prevaléncia de Treponema denticola (DARBY; MOONEY; KINANE,

2001; HAFFAJEE et al., 1997) mas entre os sitios estudados ndao houve diferenca



estatisticamente significante.

A reducdo nos niveis de Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola nos
sitios TESTE foi maior do que no sitio CONTROLE provavelmente pelo fato de serem
espécies pigmentadas e o laser de Diodo ter afinidade por tecidos pigmentados.

Em relacdo a Tannerella forsythia existem poucos trabalhos que relacionam o
efeito da RAPCR e a sua reducgdo. Vale ressaltar que esta dificuldade pode estar
relacionada a influéncia da técnica microbiolégica e a sua patogénese na doenca
periodontal. Em relagdo a técnica microbioldgica utilizada, os limites de deteccdo e as
caracteristicas de cada microrganismo podem sofrer influéncia. Pelo fato de ser uma
espécie bacteriana que requer condi¢des estritas de crescimento, como condi¢des de
anaerobiose, estas espécies apresentam dificuldades de serem detectadas através da
cultura (EZZO; CUTLER, 2003) que foi o método de deteccdo mais utilizado até o
surgimento das técnicas de biologia molecular. Além disso, o0 que se refere a
patogénese da infeccdo por Tannerella forsythia, ainda ndo é muito bem compreendida
porque os fatores de viruléncia envolvidos ndo foram adequadamente descritos e
caracterizados (SHARMA et al., 2005). Assim, ao contrario do presente estudo e do
trabalho de Ambrosini et al. (2005) em que a prevaléncia de Tannerella forsythia foi
maior do que a de Treponema denticola e Porphyromonas gingivalis, Del Peloso Ribeiro
et al. (2008) encontraram uma maior prevaléncia de Porphyromonas gingivalis, seguido
de Tannerella forsythia também utilizando neste caso como método de deteccdo a PCR
em tempo real. Porém, a média de reducao na concentracdo deste patdogeno foi, apos
seis semanas, no sitio TESTE de 56,52% e no sitio CONTROLE de 69,56%.

Os resultados microbiolégicos do sitio CONTROLE obtidos no presente estudo

foram, de certa maneira semelhantes aos encontrados em outros estudos, ja no sitio



TESTE esta comparacdo ndo pode ser realizada devido a auséncia de estudos com a
mesma metodologia.

Diante do exposto, a reducdo dos periodontopatdégenos no ambiente subgengival
€ importante para o sucesso da terapia periodontal. Neste contexto, apesar da auséncia
de diferenca entre os sitios tratados com ou sem a aplicacdo do laser, ambos foram
capazes de promover uma reducdo apOs seis semanas demonstrando que para
alcancarmos este objetivo, a descontaminacao radicular pode ser obtida através de

medidas simples e rapidas.



7 CONCLUSOES

Podemos concluir que, de acordo com a metodologia desenvolvida neste estudo o laser
de Diodo associado a RAPCR néo reduziu de forma significativa os peridontopatégenos
Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia quando

comparado a RAPCR.
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ANEXOS
ANEXO A — Aprovacao do comité de ética
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ANEXO B — Temo de Consentimento Livre e Esclarecido / Anamenese e Periograma

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido
Declaracdo de Consentimento Livre e Esclarecido

Por este instrumento aceito colaborar com o projeto de pesquisa denominado “Efeito do
laser de Diodo de 808nm como coadjuvante ao tratamento periodontal na reducéo de
periodontopatégenos” que tem como objetivo:

- Analisar a reducdo de bactérias que causam a doenga periodontal (“doenca da
gengiva”) apds aplicagao do laser de Diodo.

Declaro, meu consentimento na participacdo da pesquisa é voluntario e que nao soffi
qgualquer tipo de pressao ou forca. Informaram-me também do direito de interromper o
tratamento a qualquer momento, sem prejuizo algum.

Aceito responder um questionario sobre minha saude geral bucal e que seja recolhido
material da bolsa periodontal para que seja feito um exame apenas das bactérias
periodontopatogénicas (bactérias que causam a doenca da gengiva).

Sei também que minha identidade ndo seré revelada sob qualquer circustancia, e que
os dados e imagens posteriormente publicados em literatura ndo possibilitardo de forma
alguma minha identificagao.

N&o receberei e nem efetuarei nenhum pagamento pela minha participacdo na
pesquisa.

No decorrer do tratamento, em alguns casos, € possivel que ocorra algum desconforto
na regido em tratamento. Frente quaisquer duvidas adicionais, poderei entrar em
contato com o Prof. Assc. Giorgio De Micheli pelo tefefone 11 3091-7833. Para
esclarecimento das mesmas e receberei todo 0 amparo necessario.

Entendo que, como participante desta pesquisa, terei todo tratamento periodontal
realizado.

Nome: Data de Nascimento:
RG: Data de expedicao:
Endereco:

CEP: Telefone:

Séo Paulo, de de 200 _

Assinatura do paciente



UNIYERSIDADE DE SAO PAULO
F~CULDADE DE ODONTOLOG!A

Departament< de Estomatologia
Di-cipiina de Periodontia

PACIENTE: O — A s v 5 aessns v vn FRECD 5

SEXO... ... ... DATA ENASCIM_.NTO... / . ...... ESTADO C:Vii_,
NACIONALIDADE . . ... . . ... . ....... . NATURA IDADE.

ENDERECO:Res - e e e JEP L U TEL L
Com.. e . e L CE .. o TEL

PROF SSAQ:.. . e i . .. .EXAMINADO OR.. ..

DECLARACAO

Elfins sw msomnes seswmprssenans G G SR L RG.
declaro para todos os fins lega’s, qu  prestarei esclare ‘m ntos corretos sobr:: 0 meu estad:: de
saude, nada om t'ndo no questionari- q e se segue:

Sao Paul , de de

CUIDADOS SPECIAIS.

S 000



SAUDE GERAL

1. Esta em tratamento médico?

2. Foi submetido a alguma cirurgia?

3. Teve alguma destas doencas:

e Hepatites

= Tzberculose

e ~Zaque Cardiaco

e Diabetes

o Febre Reumatica

. Toma anticoagulante (AAS)?

. Efumante? Sim( ) ndo ( ) Quantos?...........
. Presséo alta?

. Sofre dos rins ou bexiga? |

. Tem com freqliéncia algum tipo de hemorragia
. Aparecem manchas roxas no corpo com freqiiéncia
10.Anemia?

11.Tem alguma alergia?

12.Alergia a qué?

13.Ja recebeu transfusdo de sangue?

14.Tem doenga sexualmente transmissivel (AIDS)
15.Tem tonturas?

16.Tem convulsdes?

17 Menstruag&o normal?

18.Esta gravida?

19.Toma anticoncepcional?

20.Esta na menopausa?

21.Medicamento em uso:

W0~ U

sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim ( ) ndo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim ( ) ndo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim () nédo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim ( ) néo ( )
sim () néo ( )
sim () ndo ( )
sim () ndo ( )
sim ( ) nado ( )
sim () ndo ( )

Ja teve feridas nos labios ou lingua que demoraram para sarar? sim (
Come muito doce? sim () nd8o () Refrigerantes: sim (

2

3

4 Tem habito de ranger ou apertar os dentes?
5 Tem sangramento gengival?

6 Tem dor nas gengivas?

7 Tem dentes abalados?

8 Quantas vezes por dia escova os dentes?
9 Usa escova: dura () média () mole ( )
10 Utiliza fio ou fita dental?

11 Quantas vezes por dia? .......c.oeeee..

12 Usa outros métodos de limpeza?

13 QUEIST ceveeiee e
14 Bochechos? Sim ( ) ndo ( ) Qual?.......

15 Ja fez aplicagdo topica de flior?

sim (

)
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PACIENTE:

Ne°;
IDADE: SEXO: RACA: DATADO EXAME: _/ /
FICHA INICIAL () REAVALIA(;AO () FINAL ( )
UEC - MG
PCS - SS
NCI
VESTIBULAR
PALATINA
UEC - MG
PCS - S§
NCI
UEC - MG
PCS - SS
NCI
(AL
FERAR
e VY §
TR
VESTIBULAR
UEC - MG
PCS -SS
NCI
PSR
Indice de

Sangramento: %
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