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RESUMO 

 

 

O objetivo do estudo foi avaliar, o efeito do laser de Diodo 808nm como 

coadjuvante ao tratamento periodontal na redução de periodontopatógenos 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia pela 

técnica da Reação em Cadeia da Polimerase em Tempo Real. Foram 

selecionados vinte e quatro pacientes portadores de periodontite crônica neste 

estudo de boca dividida, duplo cego e randomizado. Dois sítios uniradiculares 

de cada paciente foram utilizados e divididos em dois grupos experimentais: 

TESTE - raspagem alisamento polimento corono radicular (RAPCR) associado 

à duas aplicações de laser de Diodo de alta potência (comprimento de onda de 

808nm, 1,5 Watts, 597,1 W/cm2, durante 20 segundos no modo contínuo). A 

primeira aplicação foi realizada 24 horas após RAPCR e a segunda após sete 

dias; CONTROLE – foi realizado o mesmo procedimento porém sem a 

aplicação do laser. O biofilme subgengival foi coletado antes do tratamento e 

seis semanas após a segunda aplicação do laser. A avaliação microbiológica 

foi feita através da Reação em Cadeia da Polimerase em tempo real para a 

quantificação de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella 

forsythia. A comparação entre os grupos não demonstram diferenças 

estatisticamente significantes (p<0,05). Concluiu-se que, dentro dos limites 

deste estudo, a aplicação do laser de Diodo de 808nm como coadjuvante ao 

tratamento periodontal não reduziu de forma significativa os 



 

periodontopatógenos: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e 

Tannerella forsythia quando comparado à RAPCR. 

 

 

Palavras-chave: Periodontopatógenos, PCR em tempo real, Taqman, Laser de 

Diodo, Periodontite crônica 



 

Seto MYY. The effect of Diode laser 808nm associated in periodontal treatment in 
the reduction of periodontalpathogens [Dissertação de Mestrado]. São Paulo: 
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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/cm2) 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, Taqman, Diode laser, Chronic 

periodontitis 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Apesar do conhecimento sobre a etiologia bacteriana da doença periodontal ter 

crescido significativamente nos últimos anos (VAN WINKELHOFF; BOUTAGA, 2005), 

diferentes tipos de tratamento que interferem na microbiota subgengival têm sido 

sugeridos. 

Partindo desta perspectiva, o tratamento periodontal está baseado em remoção 

mecânica do biofilme dental da superfície radicular através da RAPCR. Este 

procedimento, de forma geral conduz à melhora dos parâmetros clínicos 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 redução desse biofilme através de uma adequada 

instrumentação mecânica (FLEMMIG et al., 1998). 

Deste modo a literatura sugere tratamentos coadjuvantes a RAPCR para 

compensar as suas limitações, com o objetivo de promover uma superfície 

biocompatível com os tecidos periodontais. Estudos realizados demonstraram que o 

uso de aparelhos ultra-sônicos, jatos abrasivos e lasers de alta potência podem auxiliar 

na redução do biofilme dental da superfície radicular (ISHIKAWA; BAEHNI, 2004; 

KOZLOVSKY; SOLDINGER; SPERLING, 1989; SCHWARZ et al., 2003; TUNKEL; 

HEINECKE; FLEMMIG, 2002). 

 Dentre esses tratamentos associados, a aplicação 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 redução bacteriana em bolsas periodontais 



 

(BEN HATIT et al., 1996; COBB, 1996; MORITZ et al., 1998) e o condicionamento da 

superfície radicular aumentando a adesão e a proliferação 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 

o seu coeficiente de absorção é dado por tecidos ou bactérias pigmentadas de preto, 

entretanto é pouco absorvido pelo tecido duro (AOKI et al., 2004). Ele é formado por 

circuitos semicondutores, o que possibilita a compactação dos equipamentos com 

potências suficientes para uma atividade clínica adequada, é um equipamento portátil, 

fácil 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 potência 

quando aplicado na superfície radicular não causaram efeitos danosos aos tecidos 

adjacentes e ao tecido pulpar. Entretanto na literatura não existem estudos in vivo que 

avaliam o efeito do laser de Diodo como coadjuvante a RAPCR na redução microbiana 

dos periodontopatógenos Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella 

forsythia analisada pela PCR em tempo real.  

 

 



 

2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

 

2.1 DOENÇA PERIODONTAL 

 

 

A doença periodontal crônica é uma infecção polimicrobiana caracterizada pela 

perda de inserção do tecido de suporte devido à presença do biofime dental, sendo o 

principal fator etiológico. Bactérias patogênicas são essenciais para iniciar a doença 

periodontal, porém cada paciente responde diferente a agressão bacteriana. Apenas 

20% da variabilidade na expressão das doenças periodontais pode ser explicada pelo 

componente bacteriano (HART; KORNMAN, 1997). 

Uma das principais características clínicas da doença periodontal crônica é a 

presença do biofime supra e subgengival. A etiologia bacteriana é complexa e possui 

uma variedade de microrganismos que podem ser responsáveis pelo início da doença. 

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 os 

relacionaram com as condições patológicas dos tecidos periodontais. Dentre estes, os 

microrganismos do complexo vermelho são considerados importantes na etiopatogenia 

da doença periodontal.  

Os estudos de Löe, Theilade e Jensen (1965) e Theilade et al. (1966) 

evidenciaram que  a ocorrência de alterações inflamatórias no tecido gengival eram 

induzidas pelo biofilme, confirmando a relação entre causa e efeito do biofilme e o início 

da gengivite. Após esses estudos passou-se a acreditar que a doença periodontal era 



 

causada pelo biofilme dental e que a presença de qualquer tipo de microrganismo 

subgengival poderia contribuir para a destruição do tecido. Este conceito 

posteriormente ficou conhecido como a hipótese da placa não-específica. 

Portanto, até a década de 1970, de acordo com esta hipótese, o tratamento 

periodontal era baseado na redução do biofilme dental, ou seja, acreditava-se que a 

composição da placa era similar de paciente para paciente e de sítio para sítio. 

Listgarten (1976) estudou a microbiota de dentes extraídos de pacientes 

saudáveis e portadores de gengivite ou periodontite e observaram diferenças na 

composição do biofilme. Em pacientes saudáveis houve uma predominância de 

espécies Gram-positivas, e em pacientes com gengivite ou periodontite a 

predominância foi de espécies Gram-negativas. 

Desta forma, ao longo dos anos, pesquisadores dedicaram muitos esforços para 

coletar, cultivar e classificar microrganismos dos diversos sítios da cavidade bucal, e em 

diversos estudos observaram a composição bacteriana de pacientes portadores de 

doença periodontal crônica utilizando diferentes técnicas microbiológicas (LOESCHE, 

1976; XIMÉNEZ-FYVIE; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2000). 

Este desequilíbrio da microbiota quando atuada de forma crônica, gera no 

hospedeiro um processo celular e molecular que é explicado através da patogênese da 

doença periodontal (PRESHAW; SEYMOUR; HEASMAN, 2004; SALVI; LANG, 2005; 

TATAKIS; KUMAR, 2005). 

De acordo com Socransky et al. (1998) que classificaram as associações 

bacterianas em complexos microbianos do biofilme subgengival através de sondas de 

DNA (Checkboard DNA-DNA Hybridization), o complexo vermelho é composto por 

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



 

denticola e Tannerella forsythia (Bacteroides forsythus). Essas bactérias podem 

ocasionar perdas de inserções e o aumento da profundidade clínica de sondagem, 

induzindo e acelerando o processo inflamatório (HAFFAJEE; SOCRANSKY, 1994). 

A identificação de periodontopatógenos associada aos diferentes quadros de 

doença periodontal se torna especialmente desafiadora diante da grande quantidade de 

espécies que habitam a microbiota bucal. Algumas são de difícil coleta, isolamento e 

cultivo, pois são anaeróbias estritas localizadas em áreas de bolsas profundas cujo 

acesso é mais dificultado. Como as bactérias patogênicas estão presentes em grande 

quantidade nos sítios ativos, uma outra dificuldade para a identificação das mesmas 

seria a necessidade de determinação do novo surto ativo da doença, onde há 

destruição tecidual e a predominância dos fatores de virulência bacteriano através dos 

mecanismos de defesa do hospedeiro. 

Segundo Paster et al. (2001), em seu estudo estimaram que a cavidade bucal de 

um indivíduo adulto hospede cerca de 700 espécies bacterianas distintas. Entre essas, 

500 foram encontradas em amostras de biofilme subgengival apresentando uma 

película fina que adere firmemente ao dente (COSTERTON, 1995; SOCRANSKY; 

HAFFAJEE, 2005).  

O tratamento da doença periodontal visa à biocompatibilização da superfície 

radicular através da remoção do biofilme e do cálculo através da raspagem e 

alisamento corono radicular, possibilitando o restabelecimento da saúde periodontal 

(BADERSTEN; NILVÉUS; EGELBERG, 1984; LINDHE; NYMAN, 1984; WAERHAUG, 

1978). 

 

 



 

2.2 LASER DE DIODO 

 

 

A palavra LASER é o acrônimo em inglês de Light Amplification by Stimulated 

Emission of Radiation, ou seja, Amplificação de Luz por Emissão Estimulada de 

Radiação. O conceito do LASER foi proposto por Einstein em 1917 demonstrando que 

a luz consiste em ondas de energia chamada fóton. Cada fóton tem uma energia que 

corresponde às freqüências de onda, quanto maior a freqüência, maior a energia 

conduzida por esta onda (COLUZZI, 2000). 

Os lasers são classificados de acordo com a potência de emissão da radiação 

podendo ser: laser de alta (cirúrgicos), média e baixa intensidade (terapêuticos). O laser 

de alta potência é utilizado principalmente em incisões em tecidos moles ou em tecidos 

duros (remoção de osso). O seu funcionamento está baseado em uma ação fototérmica 

de corte, vaporização, coagulação e esterilização dos tecidos. 

As principais características do laser são: luz monocromática (uma única cor, 

correspondendo a um comprimento de onda do espectro eletromagnético), raios 

colimados (caráter direcional do feixe em mesma direção, permitindo que uma grande 

quantidade de energia seja transmitida a um alvo preciso) e raios coerentes (todos os 

raios da luz do LASER caminham paralelos no tempo e no espaço). 

Na década de 60, o primeiro laser foi construído pelo físico Theodore Maiman 

(Hughes Research Laboratories), porém o seu emprego não estava claro como foi 

relatado na literatura (TUNÉR; 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 Argônio 457 - 501nm em 1964, laser de Dióxido de carbono 10.6 m 



 

(CO2) em 1965, laser de Érbio 2.64nm (Er:YAG) e Er,Cr:YSGG 2.780nm em 1989 que 

possibilitaram a utilização em diversos segmentos. 

Em 1962, o físico 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 após, Dr. Nick Holonyak Jr. apresentou o primeiro laser de Diodo 

de comprimento de onda visível. 

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 superfície 

da dentina e do esmalte. Os resultados não foram favoráveis pois houve um 

aquecimento excessivo durante a irradiação causando a carbonização dos tecidos, 

além do aparecimento de microfraturas. 

No final da década de 80 o emprego do laser na Periodontia era apenas para os 

procedimentos cirúrgicos. Nestas duas últimas décadas, o laser de Diodo passou por 

diversos desenvolvimentos tecnológicos, pois, além de sua capacidade de redução 

microbiana, seu custo e tamanho reduzidos facilitaram sua aplicação nas diversas 

áreas de pesquisa. Este tipo de laser apresenta como meio ativo um sólido 

semicondutor associado ao Alumínio, Gálio 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 potência de 

saída geralmente atua de 2 a 10W, podendo ser emitidos no modo pulsado ou 

contínuo, na forma de contato ou não e dependendo da sua indicação clínica. O 

sistema de aplicação deste laser é através de uma fibra óptica utilizada em contato com 

os tecidos, portanto, facilitando a aplicação em regiões de difícil acesso como no 

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



 

durante o procedimento para que sua efetividade não seja alterada. O seu comprimento 

de onda apresenta baixo coeficiente de absorção na água e hidroxiapatita, portanto, 

não promovem a ablação de tecidos duros devido à fraca interação com as estruturas 

mineralizadas sem produzir danos térmicos aos tecidos. Por outro lado, o seu 

comprimento onda apresenta um alto coeficiente de absorção 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 relação aos parâmetros clínicos periodontais e microbiológicos da Aggregatibacter 

actinomycetencomitans, Prevotella intermedia, Porphyromonas gingivalis e a 

quantidade de bactérias presentes. A amostra consistia em 50 pacientes com doença 

periodontal com profundidade clínica 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 coronário, foram utilizados os 

seguintes parâmetros: 2,5W, 50Hz, 10ms no modo pulsado. Os resultados 

microbiológicos do grupo teste demonstraram uma redução de 57,7% Actinobacillus 

actinomycetencomitans, 55,9% Prevotella intermedia, 62,2% Porphyromonas gingivalis 

e 71,2% na concentração total de bactérias presentes nas amostras. No grupo controle 

a redução na concentração total de bactérias foi de 25%. Concluíram que o laser de 

Diodo foi mais efetivo na redução de espécies bacterianas envolvidas na doença 

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 à raspagem. 

Os parâmetros clínicos periodontais microbiológicos e uma avaliação 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 água oxigenada) com 12 pacientes. No G1 o laser foi aplicado com uma 

fibra de 400 m com os seguintes parâmetros: 2,5W, 50Hz, 10 ms no modo pulsado, 

paralelo ao longo eixo do dente com movimentos de apical para coronário. Os 

resultados demonstraram uma maior redução do número de bactérias no grupo G1 

quando comparado ao grupo G2. Os autores concluíram que o laser de Diodo 

associado à raspagem reduziu periodontopatógenos. 

Em um outro estudo in vitro Kreisler et al. (2001) avaliaram o efeito do laser de 

Diodo GaAlAs 810nm na taxa de adesão 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 extraídos. As amostras foram irradiadas perpendicularmente 

por uma fibra de 600 m e o parâmetro usado do laser foi 1W, em modo contínuo por 20 

seg. Os resultados demonstraram que a aplicação do laser de Diodo não causou 

nenhuma alteração detectável. Portanto não houve alteração no padrão de crescimento 

celular entre os grupos. 

Theodoro et al. (2003) estudaram o efeito do laser de Er:YAG e do laser de 

Diodo 810nm após irradiar a superfície radicular através de uma análise térmica e 

morfológica. As amostras consistiram de 15 dentes extraídos por doença periodontal. 



 

Os dentes foram raspados e alisados com instrumentos manuais e divididos em 3 

grupos de 5 espécimes cada. O grupo I foi irradiado perpendicularmente com o laser de 

Er:YAG 100mJ/pulso, 10Hz, ponta de 1,3mm, focado, em contato com a superfície 

irradiada e com refrigeração contínua. O Grupo II foi irradiado perpendicularmente com 

laser de Diodo por 1W, pulsado, com intervalo de 0.05ms com uma fibra de 320 m e o 

Grupo III foi irradiado com laser de Diodo da mesma forma alterando a potência para 

1,4W. Concluíram que a aplicação do laser de Er:YAG e o laser de Diodo utilizando os 

parâmetros estudados não induz ao aumento da temperatura pulpar e as 

irregularidades da superfície radicular foram mais observadas após a irradiação com o 

laser de Er:YAG. 

Schwarz et al. (2003) realizaram avaliação 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 I foi tratado com laser de Er:YAG 160mJ/pulso, 10 pulsos 

por seg, ponta biselada 0,5 x 1,65mm em um ângulo de 15 - 20  no sentido corono-

apical em contato com a superfície radicular sob irrigação contínua. O Grupo II foi 

tratado com laser de Diodo 810nm 1,8W, no modo pulsado, 10Hz e uma fibra de 600 m 

e no Grupo III foi realizado RAPCR. Concluíram que o laser de Diodo não foi capaz de 

remover o cálculo dental. 

Borrajo et al. (2004), avaliaram a eficácia do laser de Diodo 980nm associado ao 

tratamento periodontal. Trinta pacientes com doença periodontal crônica foram 

selecionados e divididos aleatoriamente em dois grupos: RAPCR (Grupo 1) e RAPCR 

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



 

pulsado e com uma fibra de 200 m (Grupo 2). Todos os pacientes receberam 

orientação de higiene bucal. Os parâmetros clínicos avaliados foram: Índice de 

sangramento papilar, Sangramento à sondagem, Nível clínico de inserção, Retração 

gengival e Profundidade clínica de sondagem. Na primeira sessão foi realizada a 

remoção de cálculo supragengival com ultra-som em ambos os grupos. Na sessão 

seguinte foi realizada RAPCR no Grupo 1 e no Grupo 2 RAPCR associada ao laser. 

Após 6 semanas os pacientes foram reavaliados. Os autores concluíram que o uso do 

laser de Diodo em bolsas periodontais associado à RAPCR demonstraram melhoras 

qualitativas nos parâmetros clínicos periodontais. 

Em um estudo randomizado, Kreisler, Al Haj e d’Hoedt (2005) avaliaram a 

eficiência clínica da aplicação do laser de Diodo GaAIAs 809nm como coadjuvante ao 

tratamento periodontal. O desenho do estudo foi de boca dividida e a amostra consistia 

de 22 pacientes. Após a RAPCR dois quadrantes foram escolhidos para a aplicação do 

laser e os outros dois quadrantes foram irrigados com solução salina. Os parâmetros 

utilizados foram 1W, no modo contínuo, por 10 seg e com uma fibra de 600 m. A 

orientação de higiene bucal foi realizada e após 12 semanas  os parâmetros clínicos 

periodontais iniciais e finais foram comparados. Os autores concluíram que a aplicação 

do laser de Diodo no tratamento da periodontite é 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 

morfológicos do laser de Diodo de alta potência na superfície radicular. Os autores 

concluíram que o laser de Diodo quando utilizado na potência de 1,5W, 10Hz por 30 

seg no modo contínuo ou pulsado é considerado seguro. 



 

Em 2006 De Micheli avaliou o efeito do laser de Diodo de alta intensidade na 

redução da microbiota subgengival de pacientes portadores de periodontite crônica. 

Este estudo foi cego, comparativo e radomizado. Conclui-se que o laser de Diodo de 

alta intensidade associado ou não à RAPCR não apresentou diferença estatisticamente 

significante. 

Caruso et al. (2008) realizaram um estudo de boca dividida com 13 pacientes 

portadores de peridontite crônica com o objetivo de avaliar a eficácia do laser de Diodo 

980nm como coadjuvante ao tratamento periodontal em relação à RAPCR. Os 

parâmetros clínicos periodontais e microbiológicos foram avaliados após seis meses. A 

aplicação do laser seguiu os seguintes parâmetros: 2,5W no modo pulsado, por 30 seg 

com intervalo de 60 seg. O exame microbiológico 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. 

Concluíram que os parâmetros clínicos periodontais tiveram discreta melhora porém 

não houve uma diferença significante na redução de periodontopatógenos. 

Um estudo com pacientes portadores de periodontite agressiva realizado por 

Kamma et al. (2009) avaliaram os parâmentros clínicos e microbiológicos após a 

aplicação do laser de Diodo de 980nm. Os autores concluíram que a associação do 

laser de Diodo com a RAPCR foi mais eficiente quando comparado aos demais 

tratamentos. 

 



 

3 PROPOSIÇÃO 

 

 

A proposta deste estudo foi avaliar o efeito do laser de Diodo de 808 nm (1,5W; 

20 seg; no modo contínuo; 597,1 W/cm2) como coadjuvante ao tratamento periodontal 

na redução de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia 

em pacientes com periodontite crônica, através da Reação em Cadeia da Polimerase 

em Tempo Real. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

4 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

4.1 SELEÇÃO DOS PACIENTES 

 

 

Esse projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética da Faculdade de 

Odontologia da Universidade de São Paulo (FOUSP), segundo o protocolo n  05/04 

(Anexo A), e com o apoio da Fundação de Amparo à Pesquisa do Estado de São Paulo 

FAPESP (05/59241-0). Os pacientes foram triados pela clínica de Graduação, 

Especialização e Pós-Graduação 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 

Resolução n  196/96 das Diretrizes e Normas do Conselho Nacional de Saúde (Anexo 

B). 

O estudo foi realizado no Laboratório Especial de Laser em Odontologia 

(LELO/FOUSP) sob a responsabilidade do Prof. Dr. Carlos de Paula Eduardo e no 

Laboratório de Biologia Molecular Aplicada ao Diagnóstico do Departamento de 

Análises Clínicas e Toxicológicas da Faculdade de Ciências Farmacêuticas da 

Universidade de São Paulo (FCFUSP), sob a responsabilidade do Prof. Dr. Mário 

Hiroyuki Hirata e da Profa. Dra. Rosário Dominguez Crespo Hirata. 

A seleção dos pacientes obedeceu os seguintes critérios de inclusão e exclusão: 

 

 



 

Critérios de inclusão:  

 

 

- Pacientes portadores de Periodontite Crônica (TONETTI; CLAFFEY, 2005). 

- Perda de inserção  5 mm (TONETTI; CLAFFEY, 2005). 

- Dentes uniradiculares íntegros e vitais. 

- Dentes uniradiculares contralaterais do mesmo arco. 

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

 

 

Critérios de Exclusão:  

 

 

- Pacientes tabagistas. 

- Pacientes submetidos à antibioticoterapia nos três meses prévios ao estudo. 

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

- Pacientes portadores de doenças ou condições sistêmicas que pudessem atuar como 

fatores modificadores da doença periodontal presente. 

 

 

4.2 DELINEAMENTO DO ESTUDO E CASUÍSTICA 

 

 

Este estudo foi um ensaio clínico, aleatório, duplo cego, com modelo de boca 

dividida. Os exames clínicos foram realizados por um único examinador treinado e 

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



 

0,997 (p<0,001) PCS 0,998 (p<0.001). Um auxiliar odontológico era responsável pela 

anotação 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 à anamnese, exame clínico periodontal, 

exame radiográfico periapical das arcadas pela técnica do paralelismo, orientação de 

higiene bucal (OHB) e moldagem para confecção da guia de resina acrílica a fim de 

padronizar a sondagem e coleta das amostras. 

 

Os parâmetros clínicos utilizados foram: 

1. Profundidade clínica de sondagem (PCS): distância (mm) compreendida entre a 

margem gengival e o fundo do sulco gengival ou da bolsa periodontal. 

2. Distância da linha esmalte-cemento à margem gengival (LEC-MG): distância 

(mm) que vai da linha esmalte-cemento à margem gengival. Se a LEC estivesse 

localizada apicalmente à margem gengival, o parâmetro receberia um valor 

negativo. 

3. Nível clínico de inserção (NCI): é o valor correspondente à soma dos valores de 

PCS e LEC-MG 

4.  Índice de placa (IP) 

5.  Sangramento à sondagem (SS) 



 

O tratamento periodontal prévio da boca toda foi realizado em até quatro sessões 

de RAPCR com o auxílio do aparelho de ultra-som e com a ponta P do kit MiniPiezon®, 

EMS, Suíça (Electro Medical System, Le Sentier, Switzerland) com exceção 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 clínico 

(Duflex® n 05) para cada sítio CONTROLE e TESTE. 

A amostra foi randomizada através de um sorteio simples por meio do 

lançamento de uma moeda para determinar a qual grupo o dente seria alocado. Por se 

tratar de um estudo de boca dividida cada paciente possuía dois sítios:  

- SÍTIO 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).  

- SÍTIO TESTE - foi igual ao sítio CONTROLE seguido da aplicação do laser de Diodo. 

No primeiro dia do tratamento, realizou-se a coleta microbiológica e o registro 

dos parâmetros clínicos periodontais (INICIAL). Em seguida os pacientes receberam a 

primeira sessão do tratamento proposto ao grupo experimental a que pertencia. Após 

24h, os sítios TESTES receberam a aplicação do laser de Diodo da seguinte maneira: 

previamente a cada aplicação, a energia gerada pela fibra óptica 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 função da taxa de variação da temperatura aplicada nos sítios 

estudados. Em seguida, a fibra óptica flexível de 400 m foi clivada e inserida nos sítios 

experimentais com uma angulação de aproximadamente 20  com o longo eixo do dente 



 

com movimentos de varredura de apical para coronário durante 20 seg. Os parâmetros 

utilizados foram: 1,5W de potência no modo contínuo totalizando uma densidade de 

energia de 597,1 W/cm
2
. Essa fibra foi introduzida um milímetro aquém da profundidade 

obtida com a sondagem utilizando um cursor de borracha inserido na mesma para 

delimitar essa profundidade. 

Nos sítios CONTROLE a fibra óptica foi clivada e posicionada da mesma 

maneira, durante o mesmo tempo, porém sem ativação para que o paciente não 

soubesse em qual sítio o laser estava sendo aplicado. 

Após uma semana a aplicação do laser foi realizada seguindo os mesmos 

parâmetros. A segunda coleta microbiológica e o registro dos parâmetros clínicos 

periodontais foi realizada após 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 características: 

comprimento de onda: 808  5nm, freqüência: 10Hz, potência máxima de 3,5W, 

duração do pulso: 50 s, regime de operação: contínuo ou interrompido e fibra óptica de 

quartzo flexível: 400 m.  

 

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 único examinador que teve o critério de remover o 

biofilme supragengival com uma gaze estéril e utilizando roletes de algodão para um 

isolamento relativo. 



 

1a. coleta: o cone de papel foi introduzido nos sítios periodontais o mais 

apicalmente possível por 1 min (HARTROTH; SEYFAHRT; CONRADS, 1999) e 

armazenado em microtubos de 1,5ml estéreis, enumerados e armazenados a -20 C no 

Laboratório de Biologia Molecular aplicado ao Diagnóstico para o seu processamento.  

2a. Coleta: foi realizada após 6 semanas da mesma maneira que a primeira 

coleta seguido da realização de um novo exame clínico periodontal. 

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

dos procedimentos clínicos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 4.3 Cronograma de forma esquemática para resumir o procedimento clínico  

 

Seleção dos pacientes 

Termo de consentimento 

Anamnese + Rx periapical 

Exame clínico periodontal 

Orientação de Higiene Bucal + moldagem 

Preparo de boca com US (até quatro sessões) 

1  coleta da amostra dos sítios CONTROLE e TESTE 

Parâmetros clínicos periodontais  

RAPCR dos sítios CONTROLE e TESTE 

Após 24 horas 

1  aplicação do laser Diodo 808nm 

1,5W – modo contínuo – 20 seg 

Sítio TESTE 

 

 

Após uma semana  

2  aplicação do laser de Diodo 808nm 

Sítio TESTE 

Após seis semanas  

2  coleta da amostra dos sítios CONTROLE e TESTE 

Parâmetros clínicos periodontais  



 

 

4.6 PREPARO DAS AMOSTRAS PARA EXTRAÇÃO DO DNA GENÔMICO 

 

As amostras foram rehidratadas com 100 l de água MiliQ estéril por 5 min, 

centrifugadas a 8000 rpm por 5 min. Após esta etapa o conjunto de reagentes do Kit 

GFX  Genomic Blood DNA Purificantion Kit (Amersham Pharmacia Biotech Piscataway 

/ NJ, EUA) foi utilizado para a extração do DNA genômico presentes nas amostras de 

acordo com as instruções do fabricante. 

 

4.7 ENSAIO DA PCR PARA AMPLIFICAÇÃO DE FRAGMENTOS DE DNA DOS 

PERIODONTOPATÓGENOS: 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 região do gene 16s rRNA foi amplificada pela Reação em Cadeia da Polimerase 

(PCR) a partir do DNA genômico foram utilizados 2 L de DNA, iniciadores 200nmol/L 

(Prodimol Biotecnologia, Bello Horizonte, MG, Brasil), cujas seqüências estão descritas 

na tabela 4.1, dNTPs 800 mol/L (Amersham Biosciences, Piscataway / NJ, EUA), DNA 

polimerase 1U (Biotools, Madri, Espanha), tampão de PCR (75mM Tris-HCl pH 9,0), 

50mM de KCl, 20mM (NH4)2SO4, 2nmol/L de MgCl2, em um volume total de 50μL com 

água deionizada esterilizada.  



 

A PCR foi realizada em um termociclador Mastercycler  Gradient (Eppendorf AG, 

Hamburg, Alemanha), utilizando o seguinte programa: desnaturação inicial a 96oC por 3 

min; seguida de etapa de amplificação em 35 ciclos de 94
o
C por 1 min (desnaturação), 

60oC por 1 min. para hibridização e 72oC para extensão e etapa de extensão final de 

72oC por 10 min. 

Os produtos da PCR gerados foram analisados por eletroforese em gel de agarose 

1% em TBE (SAMBROOK; RUSSELL, 2001). Utilizando 5 L de produtos da PCR 

diluídos em tampão de amostra de DNA, como referência 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, após coloração do gel com brometo de etídio (0,5mg/mL) (SAMBROOK; 

RUSSELL, 2001) e fotodocumentadas em sistema de captura de imagem 

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

 

4.8 LIGAÇÃO DO FRAGMENTO DOS GENES OBTIDOS PELA PCR COM O 
PLASMÍDEO 

 

O fragmento de gene amplificado pela PCR dos agentes infecciosos e o 

plasmídeo pGEM -T Easy Vector (pGEM -T Easy Vector System I, Promega) foram 

submetidos à ligação (clonagem) pela adição de tampão de ligação rápida da enzima 

T4 DNA ligase (Tris-HCl 60mM pH 7,8, MgCl2 20mM, ditiotreitol (DTT) 20mM, 

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



 

T Easy Vector, 20ng do fragmento do gene e 1U de enzima T4 DNA Ligase, acertando-

se o volume para 10μL com água MilliQ estéril. A mistura foi incubada por uma hora à 

temperatura ambiente. O produto desta reação foi utilizado para transformação de E. 

coli DH-5α. Os plasmídeos recombinantes foram denominados pGemTF, pGemPG e 

pGemTD. 

 

4.9 PREPARO DAS BACTÉRIAS COMPETENTES 

A partir de uma colônia isolada de bactéria E. coli cepa DH-5α, um repique para 

a expansão foi realizado, utilizando meio líquido de LB sem antibiótico, incubando-se 

sob agitação a 37°C, até a obtenção de uma densidade óptica (DO) de 600nm. A 

suspensão resultante foi centrifugada, o sobrenadante desprezado, e as células 

decantadas. Em seguida, o material foi tratado com solução de cloreto de cálcio 50mM 

gelado por 30 min e centrifugado à 4.000g durante 5 min. As células foram novamente 

resuspensas em solução de cloreto de cálcio 50mM e 5% de DMSO e conservadas a     

-70°C até o momento da transformação. 

 

 

4.10 TRANSFORMAÇÃO DA E. coli COM O PLASMÍDEO RECOMBINANTE 

Para a transformação foram utilizados 50μL de suspensão de bactérias e 2μL de 

produto da reação de ligação. A mistura foi homogeneizada e incubada por 20 min em 

banho de gelo, por 50 seg a 42°C sem agitação e, novamente, em banho de gelo por 

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



 

agitação. O produto de transformação foi semeado em meio de cultura LB ágar 

contendo ampicilina (200 g/mL), IPTG e X-gal, com incubação a 37°C por uma noite. 

As colônias que cresceram neste período foram submetidas à extração do 

plasmídeo e, a seguir, submetidas à restrição enzimática com as EcoRI e BamHI e 

analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%, para confirmação da presença do 

fragmento clonado. As colônias foram quantificadas por espectrofotometria em UV e a 

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

 

4.11 EXTRAÇÃO DO DNA PLASMIDIAL 

 

Partindo-se de uma colônia isolada e carreadora do plasmídeo pGEM -T Easy 

Vector contendo o inserto, incubada em 5mL de meio líquido de LB com antibiótico 

(100 g/mL) por uma noite a 37°C com agitação, as colônias foram centrifugadas à 

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 

extração dos plasmídeos, de acordo com o protocolo de orientação do kit de extração 

GFX Micro Plasmid Prep Kit, da Amersham Biosciences. 

Resumidamente, o pellet foi resuspenso em 300μL de solução I (Tris-HCl 100mM 

pH 7,5, EDTA 10mM, Rnase I 400μg/mL) e agitado vigorosamente em vórtex. A seguir, 

foram adicionados 300μL de solução II (NaOH 1M, SDS 5,3%m/v), homogeneizando o 



 

tubo por inversão de 10 a 15 vezes. Foram acrescentados 600μL de solução III 

(solução tamponada contendo acetado), invertendo-se o tubo várias vezes até a 

formação de um precipitado floculento e sua dispersão. Centrifugou-se a 12.000g 

durante 5 min à temperatura ambiente. Cuidadosamente, o sobrenadante foi transferido 

para um novo microtubo estéril. Metade deste volume, cerca de 600μL, foi transferida à 

coluna GFX, previamente colocada em um microtubo coletor. Foi incubada por 1 min à 

temperatura ambiente e centrifugada a 12.000g por 30 seg à temperatura ambiente. O 

material coletado foi descartado e o procedimento foi repetido para o volume restante. 

Após a centrifugação, adicionou-se 400μL de tampão de lavagem (80% tampão Tris-

EDTA e 20% etanol absoluto) à coluna, que foi centrifugada a 12.000g por 1 min à 

temperatura ambiente. A coluna foi então colocada sobre um novo microtubo e a ela 

adicionados 75μL de tampão TE (Tris-HCl 10mM e EDTA 1mM pH 8,0). Incubou-se por 

1 min à temperatura ambiente e centrifugou-se a 12.000g por 1 min à temperatura 

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

 

4.12 ANÁLISE DO CONTROLE INTERNO NA QUANTIFICAÇÃO DO DNA E CURVA 

PADRÃO 

 

 Conhecendo o peso molecular do plasmídeo recombinante e sua quantificação 

por espectrofotômetro em UV utilizando o espectrofotômetro UV-Vis NanoDrop® ND-

1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, EUA). Foi determinado o número de cópias 

do DNA alvo. Através da fórmula (x.y.6,02.104 )/z, onde x é o valor de número de 



 

cópias, y é o valor absoluto da quantificação por espectrofotometria em UV, Z é o valor 

do peso molecular do plasmídeo recombinado. Para determinar o número de cópias de 

plasmídeo recombinante por microlitro e em seguida foram realizadas diluições seriadas 

das amostras em tampão TE. Estas diluições foram utilizadas como controle positivo e 

para determinação da curva padrão. O limite de quantificação das bactérias 

Porphyromonas gingivalis (Figura 4.4) e Treponema denticola (Figura 4.5) foi de 500 

cópias de DNA por microlitro. No entanto, na curva padrão para Tannerella forsythia 

(Figura 4.6) o limite de quantificação foi de 100 cópias de DNA por microlitro. 

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

amplificadas juntamente com a curva padrão. 

 

 

 

Figura 4.4 Curva padrão para Porphyromonas gingivalis (500 a 10
8 
cópias por l) 

 

 



 

 

Figura 4.5 Curva padrão para Treponema denticola (500 a 10
8
 cópias por l) 

 

 

 

Figura 4.6 Curva padrão para Tannerella forsythia (100 a 10
7 
cópias por l) 

 

 

4.13 ESTUDO DA QUANTIFICAÇÃO DOS PERIODONTOPATÓGENOS 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia 

 

 

As sondas e os iniciadores utilizados para detecção de Porphyromonas 

gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia foram desenhados com o auxílio 

do programa Prime ExpressTM da Applied Biosystems, (Foster City, CA) (Tabelas 4.1 e 

4.2). As sequências e os números de acesso dos genes da Porphyromonas gingivalis 

(número de acesso NC_010729), Treponema denticola (número de acesso M71236) e 



 

Tannerella forsythia (número 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 TaqMan
®
 

Bactéria Sonda TaqMan
®
 

Porphyromonas gingivalis 5’- / HEX/ ATGACTGATGGTGAAAACCGTCTTCCCTTC / 3IabRQSp / -3’ 

Treponema denticola 5’-/ Cy5 / ATGGGCCCGCGTCCCATTAGC / 3IabRQSp/ -3’ 

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

Nota: HEX, hexachloro-6- carboxy-fluorescine; 3labRQSp, Iowa back RQ -Sp; Cy5 , Cyanine 5-CTP 

(Cy5); FAM™, fluoróforo reporter ligado na extremidade 5’da sonda; MGB, Minor Groove Binder; NFQ, 

non-fluorescent quencher. 

 

 

4.14 OTIMIZAÇÃO DE ENSAIO DA PCR EM TEMPO REAL 

 

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


 

O ensaio da PCR em tempo real foi otimizado utilizando uma solução de 25 L 

contendo, 300nmol/L para Porphyromonas gingivalis, 300nmol/L para Treponema 

denticola e 200nmol/L para Tannerella forsythia, 200nM de sondas TaqMan® e 

TaqMan Universal Master Mix (Applied Biosystems, Califórnia, EUA) e 1 L de solução 

de DNA. A temperatura de desnaturação inicial da reação de amplificação foi de 95oC 

por 10 min e 40 ciclos (95oC por 10 seg, 60oC por 1 min). Os dados de fluorescência 

foram obtidos na etapa de 60oC pelo aparelho ABI Prism Sequence Detector System 

7500 (Applied Biosystems, Califórnia, EUA). 

 

 

4.15 PCR EM TEMPO REAL 

 

 

 A quantificação absoluta das bactérias estudadas Porphyromonas gingivalis, 

Treponema denticola e Tannerella forsythia, foi realizada através da PCR em tempo 

real utilizando o sistema de amplificação com sondas TaqMan . A PCR em tempo real 

foi realizada utilizando uma solução de 25 L contendo 200nmol/L de cada 

oligonucleotídeo iniciador, 200nmol/L de Sonda TaqMan, 1x PCR Master Mix (Applied 

Biosystems, Califórnia, EUA) e 1 L de solução de DNA. A reação de amplificação 

teve a temperatura de desnaturação inicial de 95oC por 10 min e 40 ciclos (95oC por 10 

seg, 60oC por 1 min). Os dados de fluorescência foram obtidos na etapa de 60oC pelo 

aparelho ABI Prism Sequence Detector System 7500 (Applied Biosystems, Califórnia, 

EUA). A solução não contendo a amostra de DNA foi utilizada como controle negativo, 



 

e as diluições da curva padrão como controle positivo. Para confiabilidade da reação as 

amostras foram realizadas em duplicatas.  

 

 

 

 

 

4.16 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 

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

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

Após a obtenção 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 distribuição dos dados. Para as comparações dos valores 

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

No caso de comparação entre as três bactérias intergrupos e intragrupos utilizou-

se o teste de Kruskal-Wallis. Variáveis categóricas foram comparadas pelo teste exato 

de Fisher. O nível de significância estabelecida foi de p <0,05. 

As variáveis categóricas foram apresentadas em tabelas e variáves quantitativas 

contínuas foram convertidas em log e apresentadas em forma de gráfico. 

 

 

 



 

5 RESULTADOS 

 

 

Foram examinados 50 pacientes dos quais 26 pacientes não foram incluidos na 

pesquisa por apresentarem tabagismo (11), diabetes (4)  e ausência da doença 

periodontal (11). Vinte e quatro pacientes foram selecionados, sendo 17 do gênero 

feminino (73,91%) e 7 do gênero 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 sítios com 

perda de inserção ≥ 5 mm (TONETTI; CLAFFEY, 2005), em dentes uniradiculares 

contra laterais dos mesmos indivíduos totalizando 4 amostras por paciente. 

Nas tabelas 5.1, 5.2 e 5.3 podemos observar os valores absolutos em 

quantidade de cópias/mL referentes à Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola 

e Tannerella forsythia. Os resultados da PCR em tempo real foram descritos da 

seguinte forma: quantitativos – quantidade de cópias/mL; qualitativos quando o número 

de cópias/mL encontra-se abaixo do limite de detecção estabelecido pela curva padrão, 

porém detectável pela metodologia e negativo quando há ausência do microrganismo 

investigado. 

Na tabela 5.4 podemos observar que a prevalência da Porphyromonas gingivalis 

no sítio TESTE inicial foi de 79,16% e após o tratamento foi de 12,5% e no sítio 

CONTROLE inicial foi de 70,83% e após o tratamento foi de 12,5%. Entretanto no grupo 

TESTE inicial a prevalência do Treponema denticola foi de 83,33% no sítio TESTE 

inicial e após o tratamento foi de 4,16% e o sítio CONTROLE inicial 70,83% e após o 

tratamento foi de 16,6%. A prevalência da Tannerella forsythia no sítio TESTE inicial foi 



 

de 91,66% e após o tratamento foi de 37,5% no sítio CONTROLE inicial foi de 87,5% e 

após o tratamento foi de 16,6% porém, não houveram diferenças estatisticamente 

significantes na prevalência entre os grupos 

 

 

5.1 PARÂMETROS MICROBIOLÓGICOS 

 

 

Tabela 5.1 - Comparação inter e intragrupo entre as médias (± desvio-padrão) e as   medianas (valor 
mínimo e valor máximo) referente à presença da bactéria Porphyromonas gingivalis entre 
os períodos (inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle) valores 
absolutos em quantidade de cópias/mL 

 
 

  laser - teste rasp - controle 

  inicial final inicial  final 

Média 7673,96 a 390,5b 10539,79 a 3543,75 b 

DP ± 21015,51 ± 1309,079 ± 28623,81 ± 16994,81 

Mediana 1a  0 b 1a 0 b 

Min 0 0 0 0 

Max 83611 5349 129511 85048 
*em linhas, representam diferenças estatísticas para comparações intergrupos (inicial x inicial e final x final).  

Teste Anova e Mann-Whitney (p<0,05). 

Letras diferentes, em linhas, representam diferenças estatística para as comparações das medidas intragrupo (inicial 

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

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



 

Tabela 5.2 - Comparação inter e intragrupo entre as médias (± desvio-padrão) e as medianas (valor 
mínimo e valor máximo) referente à presença da bactéria Treponema denticola entre os 
períodos (inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle) valores absolutos 
em quantidade de cópias/mL 

 
 

  laser - teste rasp – controle 

  inicial final inicial  Final 

Média 4543,46 a 0,042 b 7117,12 a 198,54 b 

DP ± 9872,22 ± 0,20 ± 20553,52 ± 765,28 

Mediana 512,5 a  0 b 1a  0 b 

Min 0 0 0 0 

Max 47223 1 101153 3734 

 

 

  

*em linhas, representam diferenças estatísticas para comparações intergrupos (inicial x inicial e final x final). 

  Teste Anova e Mann-Whitney (p<0,05). 

  Letras diferentes, em linhas, representam diferenças estatística para as comparações das medidas intragrupo  

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

 

 

Tabela 5.3 - Comparação inter e intragrupo entre as médias (± desvio-padrão) e as medianas  (valor 
mínimo e valor máximo) referente à presença da bactéria Tannerella forsythia entre os 
períodos (inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle) valores absolutos 
em quantidade de cópias/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 671 a  0 b 280 a  0 b 

Min 0 0 0 0 

Max 195676 2074 18531 53 

*em linhas, representam diferenças estatísticas para comparações intergrupos (inicial x inicial e final x final).  

  Teste  Anova e Mann-Whitney (p<0,05). 

  Letras diferentes, em linhas, representam diferenças estatística para as comparações das medidas intragrupo 

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



 

Tabela 5.4 - Comparação inter e intragrupo entre as proporções das concentrações bacterianas para 
Porphyromona gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia entre os períodos 
(inicial e final) e entre os tratamentos (grupos teste e controle) 

 
 

  laser - teste rasp - controle 

  inicial final inicial  final 

 Pg (%) 78,26 a 13,04 b 69,56 a 8,69 b 

Tf (%) 91,3 a 34,78 b 86,95 a 17,39 b 

Td (%) 82,6 a 4,34 b 69,56 a 13,04 b 

* em linhas, representam diferenças estatísticas para comparações intergrupos (inicial x inicial e final x final). Teste 

Mann-Whitney (p<0,05). 

Letras diferentes, em linhas, representam diferenças estatística para as comparações das medidas intragrupo (inicial 

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

 
 
 

 

 

 

 

 



 

6 DISCUSSÃO 

 

 

Este estudo avaliou, pela técnica da PCR em tempo real, a redução de 

periodontopatógenos presentes no complexo vermelho de 48 dentes uniradiculares 

diagnosticados com periodontite crônica apresentando perda de inserção  5mm 

tratados com RAPCR ou RAPCR associado com o laser de Diodo de 808nm. Os 

resultados demonstraram que não houve diferença estatisticamente significante após a 

sua aplicação. 

 O critério selecionado foi um estudo randomizado de modelo de boca dividida que 

permite observar os resultados em um mesmo paciente, minimizando as possíveis 

variações, interferindo de forma igual e possibilitando usar um menor número de 

pacientes (HUJOEL; DEROUEN, 1992; HUJOEL; LOESCHE, 1990; PAGE, 1995). 

  Em nosso estudo realizamos a detecção e a quantificação de Porphyromonas 

gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia. A escolha desses patógenos 

periodontais se deve ao fato de diversos estudos microbiológicos e clínicos 

demonstrarem que a sua presença pode estar relacionada com a periodontite crônica 

(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 crônica (TONETTI; CLAFFEY, 2005) é realizado 

através da RAPCR que é considerado como ”padrão ouro”. Este procedimento visa uma 

instrumentação manual na superfície radicular proporcionando uma redução de 



 

periodontopatógenos presentes no biofilme dental para os parâmetros compatíveis com 

saúde (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 à RAPCR (BORRAJO et al., 2004; KREISLER et al., 2005; SCHWARZ et 

al., 2003). Este benefício estaria relacionado com a redução microbiana presente no 

biofilme dental que é considerado como fator etiológico da doença periodontal. 

O critério de escolha para a utilização do laser de Diodo foi baseado em estudos 

que demonstraram que o seu comprimento de onda apresenta poder de penetração e 

afinidade por pigmentos presentes em algumas bactérias, que serviriam como 

cromóforos absorvedores, intensificando a sua ação, permitindo dessa maneira 

alcançar e atingir bactérias anaeróbias de pigmentação negra, como é o caso das 

Porphyromonas gingivalis, podendo ocorrer uma redução destas bactérias. Esta 

característica também pode ser vantajosa pelo fato de ocorrer uma menor absorção 

pelos tecidos duros que são compostos por uma grande porcentagem de água evitando 

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

É importante ressaltar que o laser de Diodo não é muito absorvido pela água e 

nem pela hidroxiapatita e, por esta razão, a energia absorvida é transformada em calor 

aumentando a temperatura da superfície. Por este motivo, preconizamos a potência de 

1,5W, a inclinação de aplicação da ponta do laser em relação à superfície 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 ausência de efeitos colaterais 

danosos à superfície radicular como carbonização, trincas e fusões. 



 

 Poucos estudos encontrados na literatura avaliam a eficiência do laser de Diodo 

no tratamento periodontal. Além disso, existem diferenças metodológicas entre os 

estudos como variações nos parâmetros do laser, no desenho do estudo, na severidade 

da doença periodontal e na ausência de padronização do protocolo de tratamento para 

aplicação do laser, ocasionando uma dificuldade de comparação dos resultados 

(MORITZ et al., 1997; MORITZ et al., 1998). 

Um outro fator observado em estudos com o laser de Diodo foi a ausência de 

padronização da quantidade de energia liberada pela ponta da fibra óptica através de 

um medidor de energia. Em nosso estudo houve uma perda de aproximadamente 20% 

de sua potência de saída, o que nos levou a compensar essa perda através de um 

ajuste na quantidade de energia no display do aparelho. 

A aplicação do laser foi realizada após 24h à RAPCR porque a presença do 

sangramento ocasionado pela RAPCR pode interferir no aumento de temperatura da 

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

Após a primeira aplicação 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 remoção do biofilme através da 

RAPCR pode resultar em uma diminuição inicial das bactérias presentes no complexo 

vermelho, podendo ocorrer uma possível recolonização após 7 dias. 

Alguns estudos avaliaram a eficiência do laser de Diodo na redução 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 disponíveis para identificar e 

quantificar microrganismos das diversas áreas da cavidade bucal foi a cultura 

microbiana. Essa metodologia é confiável, reprodutível, específica, sensível que permite 

a avaliação da susceptibilidade e resistência ao antibiótico (TSAI et al., 2003). Porém, 

existem evidências de que a composição da microbiota bucal foi subestimada nos 

estudos com cultura, uma vez que apenas os microrganismos cultiváveis nas condições 

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 diagnóstico que 

associado aos outros métodos moleculares já utilizados em rotina laboratorial, possa 

colaborar no diagnóstico, especialmente nos casos em que a quantidade de bactérias é 

um fator importante para confirmar o agente etiológico da doença. É uma técnica 

sensível, eficiente e reprodutível. Vários estudos demonstram segurança em seu 

emprego na quantificação de espécies da cavidade bucal principalmente em 

periodontopatógenos (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 o método de escolha utilizado em nosso 

estudo por apresentar resultados quantitativos em tempo real sem a necessidade da 

exposição a substâncias carcinogênicas (ex. brometo de etídio), além de monitorar os 



 

sinais fluorescentes possibilitando a quantificação dos fragmentos de DNA bacterianos 

em tempo real na sua fase logarítimica da PCR e apresentando resultados de forma 

mais precisa e com reprodutibilidade (HEID et al., 1996). Por essas razões em nosso 

estudo tivemos o cuidado de utilizar um jogo de curetas periodontais para cada sítio 

com o objetivo de evitar uma possível contaminação durante o procedimento clínico 

entre os dois sítios CONTROLE e TESTE. 

Neste estudo, avaliamos a capacidade de diagnóstico da PCR em tempo real que 

quantifica o DNA de Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella 

forsythia. Para este propósito amplificamos parte do fragmento da sequência 16s rRNA, 

que é uma região alvo para a síntese de oligonucleotídeos taxonomicamente 

específicos. A clonagem foi realizada com o objetivo de estabelecer a curva padrão de 

cada bactéria estudada, ou seja, estabelecer o número de cópias/ L. 

 Os resultados da PCR em tempo real foram descritos da seguinte forma: 

quantitativos quantidade de cópias/mL; qualitativos quando o número de cópias/mL 

encontra-se abaixo do limite de detecção estabelecido pela curva padrão, porém 

detectável pela metodologia e negativo quanda há ausência do microrganismo 

investigado. 

 A análise estatística evidenciou que não houve diferença significativa quanto à 

redução de bactérias após seis semanas entre os sítios estudados, demonstrando que 

a aplicação do laser de Diodo nos parâmetros utilizados em bolsas periodontais não é 

capaz de reduzir de forma significante os periodontopatógenos (DE MICHELI, 2006), o 

que difere dos resultados obtidos nos trabalhos de Aoki et al. (2004), Ishikawa et al. 

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



 

na redução microbiana associado com RAPCR. 

 Com o objetivo de verificar a concentração inicial da microbiota, a primeira 

avaliação microbiológica foi realizada antes do tratamento. A segunda avaliação foi 

realizada após seis semanas do tratamento. A escolha deste intervalo de tempo foi 

baseada no estudo de Haffajee et al. (1997) que demonstraram que a recolonização 

ocorre após seis semanas.  

 Não existe na literatura estudos que tenham utilizado a PCR em tempo real como 

método de diagnóstico para a avaliação da redução de periodontopatógenos na 

RAPCR associado ao laser de Diodo, dificultando a comparação dos resultados do sítio 

TESTE. 

 A prevalência da Porphyromonas gingivalis antes do tratamento no sítio 

CONTROLE foi de 79,16% e no sítio TESTE foi de 70,83%. No final do experimento foi 

de 12,5% em ambos os sítios. O tratamento realizado nos dois sítios foi capaz de 

promover a redução desta bactéria. Este resultado está de acordo com os estudos que 

relatam a sua redução após a RAPCR (MIYAZAKI et al., 2003; ; SAKAMOTO et al., 

2004; SOCRANSKY et al., 1991). A média de redução na concentração deste patógeno 

foi, após seis semanas, no sítio TESTE de 65,22% e no sítio CONTROLE de 60,87%. 

Estes valores são superiores aos dados de Doungudomdacha et al. (2001), que 

detectaram a redução de 46,9% um mês após a RAPCR. 

  Em relação à Treponema denticola, a média de redução na concentração deste 

patógeno foi, após seis semanas, no sítio TESTE de 78,26% e no sítio CONTROLE de 

56,52%. Assim como relatado na literatura, em nosso estudo houve uma redução 

significativa na prevalência de Treponema denticola (DARBY; MOONEY; KINANE, 

2001; HAFFAJEE et al., 1997) mas entre os sítios estudados não houve diferença 



 

estatisticamente significante. 

 A redução nos níveis de Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola nos 

sítios TESTE foi maior do que no sítio CONTROLE provavelmente pelo fato de serem 

espécies pigmentadas e o laser de Diodo ter afinidade por tecidos pigmentados. 

 Em relação à Tannerella forsythia existem poucos trabalhos que relacionam o                                                                                                             

efeito da RAPCR e a sua redução. Vale ressaltar que esta dificuldade pode estar 

relacionada à influência da técnica microbiológica e a sua patogênese na doença 

periodontal. Em relação à técnica microbiológica utilizada, os limites de detecção e as 

características de cada microrganismo podem sofrer influência. Pelo fato de ser uma 

espécie bacteriana que requer condições estritas de crescimento, como condições de 

anaerobiose, estas espécies apresentam dificuldades de serem detectadas através da 

cultura (EZZO; CUTLER, 2003) que foi o método de detecção mais utilizado até o 

surgimento das técnicas de biologia molecular. Além disso, o que se refere à 

patogênese da infecção por Tannerella forsythia, ainda não é muito bem compreendida 

porque os fatores de virulência envolvidos não foram adequadamente descritos e 

caracterizados (SHARMA et al., 2005). Assim, ao contrário do presente estudo e do 

trabalho de Ambrosini et al. (2005) em que a prevalência de Tannerella forsythia foi 

maior do que a de Treponema denticola e Porphyromonas gingivalis, Del Peloso Ribeiro 

et al. (2008) encontraram uma maior prevalência de Porphyromonas gingivalis, seguido 

de Tannerella forsythia também utilizando neste caso como método de detecção a PCR 

em tempo real. Porém, a média de redução na concentração deste patógeno foi, após 

seis semanas, no sítio TESTE de 56,52% e no sítio CONTROLE de 69,56%.  

 Os resultados microbiológicos do sítio CONTROLE obtidos no presente estudo 

foram, de certa maneira semelhantes aos encontrados em outros estudos, já no sítio 



 

TESTE esta comparação não pôde ser realizada devido à ausência de estudos com a 

mesma metodologia. 

 Diante do exposto, a redução dos periodontopatógenos no ambiente subgengival 

é importante para o sucesso da terapia periodontal. Neste contexto, apesar da ausência 

de diferença entre os sítios tratados com ou sem a aplicação do laser, ambos foram 

capazes de promover uma redução após seis semanas demonstrando que para 

alcançarmos este objetivo, a descontaminação radicular pode ser obtida através de 

medidas simples e rápidas. 

 

 

 

 

 

 

 



 

7 CONCLUSÕES 

 

 

Podemos concluir que, de acordo com a metodologia desenvolvida neste estudo o laser 

de Diodo associado à RAPCR não reduziu de forma significativa os peridontopatógenos 

Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia quando 

comparado à RAPCR. 
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ANEXOS  
ANEXO A – Aprovação do comitê de ética 
 
 

 



 

ANEXO B – Temo de Consentimento Livre e Esclarecido / Anamenese e Periograma  
 
 

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 
 

Declaração 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 redução de 
periodontopatógenos” que tem como objetivo: 
- Analisar a redução de bactérias que causam a doença periodontal (“doença da 
gengiva”) após aplicação do laser de Diodo. 
Declaro, meu consentimento na participação da pesquisa é voluntário e que não sofri 
qualquer tipo de pressão ou força. Informaram-me também do direito de interromper o 
tratamento a qualquer momento, sem prejuízo algum. 
Aceito responder um questionário sobre minha saúde geral bucal e que seja recolhido 
material da bolsa periodontal para que seja feito um exame apenas das bactérias 
periodontopatogênicas (bactérias que causam a doença da gengiva). 
Sei também que minha identidade não será revelada sob qualquer circustância, e que 
os dados e imagens posteriormente publicados em literatura não possibilitarão de forma 
alguma minha identificação.  
Não receberei e nem efetuarei nenhum pagamento pela minha participação na 
pesquisa.  
No decorrer do tratamento, em alguns casos, é possível que ocorra algum desconforto 
na região em tratamento. Frente quaisquer dúvidas adicionais, poderei entrar em 
contato com o Prof. Assc. Giorgio De Micheli pelo tefefone 11 3091-7833. Para 
esclarecimento das mesmas e receberei todo o amparo necessário. 
Entendo que, como participante desta pesquisa, terei todo tratamento periodontal 
realizado. 
 
Nome: _________________________ Data de Nascimento:________________ 
RG: ___________________________ Data de expedição:_________________ 
Endereço: _______________________________________________________ 
CEP: __________________________ Telefone: _________________________ 
São Paulo, ____ de _______ de 200_ 
 
 
______________________________ 
Assinatura do paciente 
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