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RESUMO

A periodontite ¢ uma doenca inflamatéria cronica e polimicrobiana caracterizada por
inflamac¢ao gengival, formagao de bolsa e/ou recessao gengival e reabsor¢ao Ossea alveolar.
O tratamento periodontal ¢ focado na redugcdo ou eliminacdo do biofilme microbiano
supragengival e subgengival com o objetivo de prevenir a progressdo da doenga. No entanto,
a eficacia da raspagem e alisamento radicular (RAR) pode ser comprometida pela presenca
de bolsas profundas e envolvimento de furca que dificultam o acesso dos instrumentos para
remover completamente os depodsitos de biofilme da superficie radicular. Neste contexto,
modalidades terapéuticas antibacterianas alternativas, tais como terapia fotodinamica
antimicrobiana (TFA) e a terapia com laser de baixa intensidade (LBI) tém sido propostas
para melhorar a eficacia do tratamento periodontal. Entretanto, estudos clinicos avaliando a
eficiéncia de ambos os tratamentos mostraram resultados nao-definitivos e parcialmente
contraditorios em relagdo aos seus efeitos clinicos e microbiologicos. Com base nisso, o
objetivo deste estudo foi avaliar os efeitos clinicos da TFA e do LBI apos o protocolo de
desinfeccao total da boca em uma tunica sessao (DTB) no tratamento da periodontite. Foi
realizado um ensaio clinico controlado randomizado, com boca dividida, em 20 pacientes
apresentando pelo menos dois dentes unirradiculares contralaterais com profundidade de
sondagem (PD) > 5 mm e sangramento a sondagem (SS) em dentes unirradiculares. Todos
os pacientes foram submetidos ao DTB, em que a RAR foi completada em uma sessao
associada ao uso de anti-sépticos. Em seguida, os sitios selecionados receberam
aleatoriamente: (1) TFA (azul de metileno como fotossensibilizador ativado pelo laser diodo
vermelho e infravermelho) ou (2) LBI (laser diodo vermelho e infravermelho). Os
parametros clinicos foram avaliados no inicio, 30 dias e 3 meses ap0s as terapias. Ambos 0s
grupos de tratamento promoveram uma reducdo significativa do SS e PS apds 3 meses da
terapia periodontal, no entanto nao foram observadas diferencas entre os grupos em relagao
aos parametros clinicos avaliados. Em conclusao, a TFA e LBI promoveram melhorias nos
parametros clinicos periodontais apos o protocolo de DTB; no entanto, ndo foram

encontradas diferencas distintas entre as duas modalidades de tratamento neste estudo.

Palavras-chave: Periodontite. Terapia com Luz de Baixa Intensidade. Terapia a laser.



ABSTRACT

Periodontitis is a chronic and polymicrobial inflammatory disease characterized by gingival
inflammation, pocket formation and/or gingival recession and alveolar bone destruction. The
periodontitis therapy is focused in the reduction or elimination of the supragingival and
subgingival microbial biofilm to prevent the disease progression. The scaling and root
planing (SRP) effectiveness can be compromised by the presence of pocket depth and
furcation involvement that difficult the instruments access to completely remove the
biofilms deposits from the root surface. In this context, alternative antibacterial therapeutic
modalities such as antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) and low laser level therapy
(LLLT) have been proposed to improve the effectiveness of periodontal treatment. However,
clinical studies evaluation the efficiency of both treatment showed nondefinitive and in part
contradictory results with regards its clinical and microbiological effects. Based on that, the
aim of this study was evaluate the clinical effects of aPDT and LLLT after the one-stage
full-mouth disinfection protocol in the periodontitis treatment. A split-mouth, randomized
controlled clinical trial was conducted in 20 patients presenting at least two contralateral
single-rooted teeth with probing pocket depth (PD) >5 mm with bleeding on probing (BOP)
in single-rooted teeth. All patients were submmited to one-stage full-mouth disinfection
protocol (OSFMD) wherein SRP were completed in once session associated with
antiseptics. After that, the selected sites randomly received: (1) aPDT (methylene blue as a
photosensitizer activated by red and infrared diodo laser), or (2) LLLT (red and infrared
diodo laser). Clinical parameters were assessed at baseline and 3 months post-therapies.
Both treatment groups promoted a significant reduction of SS and PS after 3 months of
periodontal therapy, however, no differences were observed between the groups in regard to
the clinical parameters evaluated. In conclusion, aPDT and LLLT therapy promoted
improvements in periodontal clinical parameters after OSFMD protocol; however no distinct

differences were found between both treatment modalities in this study.

Keywords: Periodontitis. Photodynamic Therapy. Low-Level Light Therapy.
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1 INTRODUCAO

A periodontite ¢ uma doenga inflamatéria cronica, multifatorial € microbiana que se
caracteriza pela destrui¢do do ligamento periodontal e do osso alveolar, associada a
inflamacdo gengival, formacao de bolsas e / ou recessao gengival (THEODORO et al.,
2017).

O principal fator etiologico da periodontite ¢ a presenca de bacilos gram-negativos
anaerobios residentes no biofilme aderido a superficie do dente (HAFFAJEE
;SOCRANSKY, 1994). A presenca de Dbactérias periodontopatogénicas como
Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema
denticola (Td) e Tannerella forsythia (Tf) causa alteragdo da hemostasia e respostas
imunolégicas destrutivas levando a ruptura periodontal e, eventualmente, a perda dentéria
(BEREZOW ;DARVEAU, 2011). Associado a isso, varios fatores de risco do hospedeiro
podem influenciar o inicio, a progressdo e a extensdo da periodontite, incluindo idade,
tabagismo, doencgas sistémicas, disturbios do sistema imunoldgico e alteracdes hormonais
(HEITZ-MAYFIELD, 2005).Com base nisso, a periodontite tem como foco a reducdo ou
eliminagdo do biofilme microbiano supragengival e subgengival, bem como a eliminacao
dos fatores que favorecem sua deposicdo, para prevenir a progressao da doenca
(BERAKDAR et al., 2012). Uma reducdo do biofilme subgengival pode ser alcangada pela
raspagem e aplainamento radicular (RAR), onde a superficie radicular ¢ debridada com
instrumentos manuais que permitem a descontaminagdo das bolsas periodontais e facilita a
reinsercao periodontal (CUGINI et al., 2000). Entretanto, a efetividade da RAR pode ser
comprometida pela presenga de bolsas profundas, envolvimento de furca e presenga de
curvaturas de raiz e invaginagdes que dificultam o acesso dos instrumentais para remover
completamente o biofilme e depositos de calculo da superficie radicular (WENNSTROM et
al.,, 2011). Além disso, os patdgenos periodontais tém a capacidade de invadir os tecidos
moles circundantes ndo sendo eliminados na instrumentacao mecanica (AHAD et al., 2016).
Dessa forma, mesmo com a terapia, alguns pacientes ainda apresentam perda de insercao
progressiva provavelmente associada a persisténcia de patdogenos no sitio periodontal (DEL
PELOSO RIBEIRO et al., 2008).Varias opcdes de tratamento estdo disponiveis para apoiar a
eficacia do RAR, incluindo o uso de antibioticos sistémicos, no entanto, as cepas resistentes
tornam seu controverso € devem ser indicados em casos de periodontite severa (VAN

WINKELHOFF ;WINKEL, 2009; ARDILA et al., 2010).
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Portanto, modalidades terapéuticas antibacterianas alternativas, como a terapia
fotodindmica antimicrobiana (TFA), tém sido sugeridas para melhorar a eficicia do
tratamento periodontal. O mecanismo de TFA consiste no uso de fotossensibilizadores
(por exemplo, azul de toluidina O (ATO), azul de metileno (MB) e verde de malaquita)
que atinjam diretamente as bactérias gram-negativas e gram-positivas sem afetar as
células do hospedeiro (AZARIPOUR et al., 2018). Este fotossensibilizador ¢ ativado pela
luz de um comprimento de onda especifico e reage com o oxigénio, produzindo um estado
altamente reativo de oxigénio, conhecido como oxigénio singleto, que € citotoxico para os
microrganismos (JORI et al., 2006). Desta forma, a TFA assegura a reducdo do desafio
microbiano mesmo em locais de dificil acesso. Além disso, a TFA possui outras
vantagens, incluindo facil aplicacdo, auséncia de efeito colateral e auséncia de selecao de
bactérias resistentes em aplicagdes repetidas (AHAD et al., 2016).

Estudos in vitro mostraram remog¢ao completa de bactérias anaerobias e reducao na
atividade de lipopolissacarideos e proteases apds a aplicacdo de TFA (KOMERIK et al.,
2000; PFITZNER et al., 2004). Além disso, existem varios estudos em animais que
também demonstraram que a TFA ¢ eficaz na reducdo da perda 6ssea na periodontite (DE
ALMEIDA et al., 2007; QIN et al., 2008). Em relagdo aos estudos clinicos, alguns estudos
mostraram uma reducdo na porcentagem de sangramento a sondagem (SS) e profundidade
de sondagem (PS) em locais tratados com TFA (BERAKDAR et al., 2012; ALWAELI et
al., 2015; AHAD et al., 2016), enquanto outros estudos ndo mostraram vantagens clinicas
com o uso de TFA (POLANSKY et al., 2009; THEODORO et al., 2012).

Recentemente, Azaripour et al. (2018), em uma revisao sistematica com
metanalise, mostraram que a adjunto da TFA para RAR fornece um efeito modesto, mas
significativo, na redu¢do da PS e no ganho de insercdo clinica no tratamento da
periodontite cronica (PC)(AZARIPOUR et al., 2018).0 uso isolado de lasers como
adjuvante a abordagem mecéanica também tem sido proposto na terapia periodontal
(AYKOL et al., 2011; CRISPINO et al., 2015). Entre as aplicagdes de laser, a terapia a
laser de baixa intensidade (LBI) ¢ recomendada com base em seus efeitos anti-
inflamatoérios, redutores da dor e na aceleragao da cicatrizagdo de feridas (AYKOL et al.,
2011). A LBI pode acelerar a cicatrizagao de feridas estimulando a sintese de colageno, a
angiogénese e a liberacao do fator de crescimento (MARQUES et al., 2004; SILVEIRA et
al., 2007). Além disso, os efeitos bactericidas e desintoxicantes do laser de diodo durante
o tratamento periodontal ndo cirurgico foram documentados (MORITZ et al., 1998;

HARRIS ;YESSIK, 2004). Aykol et al. (2011) mostraram que o uso do laser de diodo
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adjunto a0 RAR resultou em uma melhora significativamente maior no indice de
sangramento marginal (ISM), nivel clinico de inser¢do (NCI) e PS em comparagdo com o
RAR sozinha (AYKOL et al., 2011). Da mesma forma, Crispino et al. (2015) observou
que ambos RAR com laser diodo ou RAR isolada foram eficazes na melhora do ISM,
indice de placa (IP) e PS, mas o uso de laser de diodo promoveu resultados clinicos mais
evidentes (CRISPINO et al., 2015). Entretanto, outros estudos nao demonstraram
superioridade da associagdo com laser de diodo e RAR sobre RAR isoladamente em
termos de inflamacdo gengival e pardmetros microbioldgicos (CARUSO et al., 2008;

DUKIC et al., 2013).
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Doenga Periodontal

A Doenga Periodontal (DP) ¢ uma condicao inflamatoria cronica desencadeada e
mantida por estimulo microbiano, especialmente por bactérias Gram-negativas
anaerobicas (HAFFAJEE ;SOCRANSKY, 1994). A presenga de bactérias Gram-negativas
no biofilme subgengival ¢ considerada um fator necessario, mas nao suficiente para a
etiologia da doenca periodontal destrutiva, sendo o dano tecidual observado clinicamente,
em sua maior parte, consequéncia da resposta imune do hospedeiro (FLEMMIG, 1999).
Considera-se atualmente que esta interagdo microbiota-hospedeiro ¢ determinada em parte
pela carga genética do individuo e em parte pelas influéncias ambientais, como ma
higiene bucal, tabagismo, medica¢do imunossupressora e estresse, sendo de natureza
dinamica (MEALEY, 2000; JOHNSON ;SLACH, 2001).

Os microrganismos Pg, Tf e Td estao incluidos no complexo vermelho de
Socransky et al., 1998), e se tornam prevalentes no biofilme subgengival em estdgios mais
avancados da DP, aumentando em nimero e propor¢do de acordo com a profundidade de
sondagem e quantidade de sitios com inflamacdo gengival (MINEOKA et al., 2008).
Ademais, outros microorganismos também foram associados a DP como Aa, Prevotella
intermedia (Pi), Fusobacterium nucleatum (Fn), Eubacterium nodatum, Streptococcus
intermedius e Spirochetas (QUIRYNEN et al., 1999).

No entanto, embora a infec¢do por microorganismos periodontopatogenos (MP)
seja essencial para o inicio da DP, a resposta do hospedeiro tem sido intensamente estudada
visando um melhor entendimento do processo patogénico (MADIANOS et al., 2005). A
resposta do hospedeiro envolve uma série de citocinas e mediadores inflamatorios,
produzidas pelas células de defesa do hospedeiro em reacdo a estimulos antigénicos, que
possuem uma ampla gama de fungdes sobrepostas. Essas citocinas sdo proteinas soluveis
que, paradoxalmente, resultam em dano tecidual maximo, levando a manifestagdo clinica da
doenca (MISTRY et al., 2016).

Nesse contexto, a meta do tratamento periodontal inicial ¢ restaurar a
compatibilidade bioldgica das superficies radiculares periodontalmente doentes e retardar o
processo da doenca. Para isso, o tratamento periodontal ndo cirurgico que envolve a RAR
das superficies radiculares ¢ a base para qualquer plano de tratamento da DP e persiste como
modalidade “padrao-ouro” (FANG et al., 2016). A remocao do biofilme e dos depositos de

calculos subgengivais através da RAR expde o cemento, a detina radicular e o epitélio da
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bolsa a uma nova colonizagdo menos patogénica. Essa nova coloniza¢do esta associada a
reducdo da concentragdo dos produtos bacterianos e dos mediadores pro-inflamatérios apos
a RAR que resultam em um PH do biofilme mais neutro favorecendo a colonizagdo de
espécies aerobicas.

A RAR também garante uma diminui¢ao na profundidade da bolsa, como resultado da
resolucdo da inflamagdo, diminui¢do do edema e readaptacdo do epitélio juncional
(LINDHE, 1999). Reforca-se ainda que, embora a RAR se concentre na instrumentagao
subgengival, o papel do paciente no controle do biofilme supragengival por meio de uma
higiene bucal meticulosa ¢ essencial para o sucesso de qualquer terapia periodontal
(BAKER, 1995). Ademais, a terapia periodontal de suporte ou cuidados de manutencao
supervisionada profissionalmente, que sucede qualquer que seja o tratamento periodontal
realizado, ¢ de suma importancia para manutencao do sucesso do tratamento periodontal em
longo prazo (HEITZ-MAYFIELD et al., 2002).

A modalidade tradicional da terapia nao cirargica ¢ convencionalmente realizada
por quadrantes ou sextantes, com uma ou 2 semanas de intervalo entre as sessdes.
Entretanto, a maioria dos MP ndo sdo apenas membros da flora subgengival, mas também
colonizam as mucosas, a lingua e as amigdalas, sendo comumente encontrados na saliva
(PETIT et al., 1994; DANSER et al., 1996; VON TROIL-LINDEN et al., 1996). Dessa
forma, os MP podem ser transmitidos desses diferentes nichos para o ambiente
subgengival, levando a reinfec¢do dos sitios instrumentados, antes do término da terapia
realizada. Estudos demonstraram que a presenga de MP (persistentes ou restabelecidos
apds o tratamento) estd associada a um resultado clinico negativo do tratamento
periodontal (RENVERT et al., 1996; HAFFAJEE et al., 1997, CUGINI et al., 2000).
Nesta perspectiva, em 1995, Quirynen et al. propuseram o protocolo de desinfeccao total
da boca em uma unica sessdo (DTB) (no inglés one-stage full- mouth disinfection
(FMD)). O protocolo DTB consistia em RAR supra e subgengival da boca toda, em um
periodo de 24 h (2 sessdes) com o objetivo de promover a erradicagcdo, ou pelo menos
supressao, dos MP em um periodo muito curto de tempo de todos os habitats da
orofaringe (membranas mucosas, lingua, amigdalas, saliva). A abordagem DTB tem como
objetivo prevenir/retardar a contaminagdo cruzada das bolsas periodontais tratadas por
bactérias de habitats ndo tratados (QUIRYNEN et al., 1995).

Em 2000, eles propuseram novamente a abordagem DTB em 24 horas sem o uso de
antissépticos. Posteriormente, um grande grupo de estudos demonstrou que a DTB

resultou em uma melhora significativamente maior nos desfechos clinicos (como reducao
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da PS e ganhos no NCI) para tratamento da DP(VANDEKERCKHOVE et al., 1996;
BOLLEN et al., 1998; MONGARDINI et al., 1999; QUIRYNEN et al., 2000). Além
disso, varios outros estudos apoiaram essas observagdes clinicas baseadas em dados
microbiologicos em que uma redugao significativa adicional de periodontopatdogenos foi
observada na DTB (BOLLEN et al., 1996; BOLLEN et al., 1998; QUIRYNEN et al.,
1999). Segundo Quirynen et al. (1999), o grupo DTB demonstrou uma redugdo
significativa na propor¢ao de espiroquetas e organismos moveis na flora subgengival e no
nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) por mL de bactérias com pigmento
preto na mucosa e na saliva (QUIRYNEN et al., 1999). Por outro lado, varios relatos nao
indicaram diferencas significativas para qualquer modalidade terapéutica no tratamento
em longo prazo da DP (KNOFLER et al., 2007; DEL PELOSO RIBEIRO et al., 2008;
SWIERKOT et al., 2009; ZIINGE et al., 2010). Uma revisdo sistematica com meta-
analise, incluindo 13 artigos, demonstrou a DTB foi melhor do que a RAR feita em
quadrantes em relagdo a reducdo da PS e o ganho no NI em bolsas moderadas. Dessa
forma, os autores recomendaram a DTB como primeira escolha para o tratamento da DP
com base nos beneficios clinicos adicionais proporcionados por esse protocolo em relacao
a RAR feita em quadrantes (FANG et al., 2016). Portanto, o protocolo de DTB tem sido
promovido como um caminho mais eficiente de tratar periodontite cronica.

Em relacdo a eficdcia do uso de agentes antimicrobianos associados a DTB,
Quirynen et al. (2006) em uma analise comparativa entre RAR feita em quadrantes (grupo
controle) e a DTB associada ou ndo ao uso de clorexidina demonstrou que as 3 estratégias
de tratamento resultaram em melhorias significativas para todos os parametros clinicos, no
entanto os pacientes submetidos a DTB reagiram sempre de forma significativamente mais
favoravel que o grupo controle, com uma reduc¢do adicional da PS de +1,5 mm e um ganho
adicional no NCI de + 2 mm para bolsas com 7 mm de PS. Do ponto de vista
microbiologico, tanto os pacientes que fizeram ou nao o uso da clorexidina apresentaram
melhorias adicionais quando comparados ao grupo controle, tanto na redugdao de
espiroquetas e organismos maoveis, como no numero de UFC/ml dos principais patogenos
periodontais, especialmente quando o amostras de placa subgengival foram consideradas.
No entanto, diferencas entre os pacientes que fizeram ou ndo o uso da clorexidina foram
insignificantes sugerindo que os beneficios clinicos e microbiologicos adicionais do
protocolo DTB também podem ser obtidos sem o uso concomitante da clorexidina

(QUIRYNEN et al., 2006).
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O célculo dental ¢ considerado um dos principais fatores retentivos do biofilme
sendo encontrado em cerca de 86% das superficies radiculares (BRAYER et al., 1989).
Segundo Brayer et al. (1989), cerca de pelo menos 10% da superficie radicular dos dentes
acomeditos pela DP estava coberta por calculo cuja extensdo apical pdde muitas vezes ser
encontrada nas profundidades de defeitos intra 6sseos (BRAYER et al., 1989). Waerhaug
1978 demonstrou que em dentes com PS maior que 5 mm, a remog¢do completa foi
alcancada em apenas 11% das superficies avaliadas (WAERHAUG, 1978). Dessa forma, a
remocdo completa do célculo, especialmente através do tratamento periodontal ndo
cirtrgico, ¢ extremamente dificil de executar devido a existéncia de limitagdes de acesso
em areas de furcas, concavidades, sulcos, sitios distais de molares e bolsas profundas.
Nesses casos, o desbridamento cirurgico associado ou nao a terapias regenerativas com
materiais enxertivos e terapias antimicrobianas s3ao propostos como tratamento
complementar. O desbridamento cirtirgico (OFD) garante a visualizagdo completa de toda a
extensdo do defeito 6sseo facilitando a RAR em defeitos dsseos extensos e lesdes de furca.
Em um revisdo sistematica comparando a terapia periodontal ndo cirurgica e o
desbridamento cirtrgico no tratamento da DP demostrou-se que em bolsas profundas (>
6mm), a terapia cirargica resultou em maior reducdo na PS e maior ganho no NCI que a
terapia ndo cirirgica, enquanto em bolsas rasas (1 a 3mm) houve maior perda de insercao
clinica apos a cirurgia em compara¢cdo a RAR convencional (HEITZ-MAYFIELD et al.,
2002). Todavia, o procedimento cirurgico pode provocar desconfortos pos-operatorios ao
paciente e problemas estéticos devido a ocorréncia de recessdo gengival apds a
cicatrizagdo. Dessa forma, devido a morbidade do procedimento cirurgico e o aumento da
resisténcia bacteriana a antibiotico, o surgimento de alternativas para o tratamento

periodontal convencional t€m sido propostas (REN et al., 2017).

2.2 Laser Terapia em Baixa Intensidade

Como discutido previamente, o tratamento periodontal ndo cirargico por meio de
RAR continua a ser a abordagem mais eficaz para eliminar o biofilme aderido na superficie
radicular. Entretanto, como uma abordagem invasiva, a RAR convencional cria uma ferida
no tecido periodontal ja inflamado e a restauragao desse tecido depende em grande parte de
respostas celulares e moleculares favoraveis (REN et al., 2017). Assim, o uso do laser de

alta e baixa poténcia tem sido proposto para fortalecer os efeitos do tratamento periodontal
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ndo cirargico. A palavra “LASER” (amplificagdo de luz por emissdo estimulada de
radiagdo) vem do acromio para “Light Amplification by Stimulated Emission of Radiation” e
consiste em um sistema que usa dispositivos que transfiguram luz de frequéncias variadas
em um unico feixe intenso ¢ ndo divergente (BANSAL et al., 2019). Para que essa luz
produza um efeito clinico ¢ necessaria que a mesma seja absorvida pelo tecido (primeira lei
de fotobiologia de Grotthus-Draper) uma vez que a luz que ¢ refletida, transmitida ou
dispersada ndo produz nenhum efeito bioldgico. Essa energia absorvida ¢ medida em
Joules/cm? e é conhecida como densidade de energia ou fluéncia.

Os lasers de alta intensidade utilizada no tratamento periodontal, incluindo os lasers
de diodo, que tipicamente operam no comprimento de onda de 810 a 980 nandmetros (nm),
os lasers Nd: YAG (800 nm a 1.100 nm), os lasers de erbio: Er: YAG ¢ Er, Cr: YSGG (2940
nm e 2780 nm respectivamente) e os lasers de COz (9.300 nm a 10.600 nm) foram
introduzidos por seus potenciais beneficios na ablac¢do de célculos, debridamento de bolsas e
efeitos bactericidas (LIU et al., 1999; SCHWARZ et al., 2001). No entanto, considerando
que esses lasers térmicos podem causar danos a superficie da raiz durante o corte e ablacao
(COBB et al., 2012), o uso do laser de baixa intensidade (LBI) tem sido recomendado na
terapia periodontal por seu papel fotoquimico anti-inflamatorio, bioestimulador e analgésico.

O LBI atua dentro dos dominios de baixa poténcia (dentro da faixa mW), dosagem
baixa de energia (10 2-102J / cm ?) e comprimentos de onda apropriados (600-1000 nm)
sendo direcionado principalmente para os tecidos moles sem causar mudangas de
temperatura perceptiveis ou efeitos adversos (POSTEN et al., 2005). Além de ser uma
terapia nao invasiva e indolor, pode ser indicada para qualquer tipo de paciente, incluindo
aqueles que ndo podem usar medicamentos corticosteroides, tais como pacientes hipertensos
e diabéticos (ABDULJABBAR et al., 2017). Os tipos mais comuns de LBI sdo o laser
Helium—neon (He-Ne) e os lasers de diodo (laser GaAlAs, laser InGaAIP, etc.) sendo ambos
indicados principalmente para cuidados pos-cirargicos, estimulagdo da remodelagdo 6ssea,
restauragao neural, alivio da dor orofacial e no tratamento da DP (SUN ;TUNER, 2004). Os
lasers de diodo, cada vez mais populares comercialmente, t€ém sido utilizados como
adjuvantes a RAR, mesmo ndo sendo eficazes para a remog¢ao de calculos das superficies
das raizes, devido a seus efeitos bactericidas e desintoxicantes. Dessa forma o laser de diodo
ajuda a reduzir a microbiota subgengival, proporcionando, assim, local para uma nova
insercdo de tecido conjuntivo. Também ajuda na promocdo da hemostase, tem efeitos

desintoxicantes e melhora a cicatrizagao (MORITZ et al., 1997).
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O LBI pode ainda ser aplicado nos tecidos moles da cavidade oral nos casos de
herpes, estomatite aftosa recorrente (afta), ulceragdes traumadticas, sindrome da ardéncia
bucal, prevengdo e tratamento da mucosite (ABDULJABBAR et al., 2017). Além disso, o
laser constitui um método alternativo na terapia de traumatismo dos dentes e tecidos
moles, proporcionando um maior conforto ao paciente num curto espaco de tempo apds o
trauma dental (ABDULJABBAR et al., 2017). A terapia com LBI também produz
beneficio aos pacientes portadores da sindrome de ardéncia bucal, sem apresentar
qualquer efeito colateral indesejavel (KATO et al., 2010). Além disso, o laser apresenta
um bom prognostico no processo de regeneracdo nervosa sendo considerado um
tratamento alternativo eficaz, principalmente para uso pediatrico (LADALARDO et al.,
2004) (FONTANA ;BAGNATO, 2013).

Segundo a lei de Arndt-Schultz, as reagdes bioldgicas desejaveis devem ser
desencadeadas dentro de uma janela terapéutica sendo que doses abaixo dessa faixa nao sio
suficientes para fazer a diferenca, e doses acima dessa faixa podem ter efeitos inibitorios
(HUANG et al., 2009). A camada tecidual a ser atingida depende do tipo de laser, da
poténcia, do comprimento de onda e do tempo de irradiagdo. Quanto menor o comprimento
de onda, maior sua agdo e poder de penetracdo. Sendo assim, lasers com comprimentos de
onda no intervalo do vermelho e infravermelho (comprimentos de onda entre 600 ¢ 1000
nm) exibem menos absor¢do pela dgua e cromoforos teciduais (hemoglobina e melanina),
portanto penetram mais profundamente no tecido (5-10 mm) tornando o uso do LBI uma
estratégia de tratamento promissora para feridas de tecidos moles (WALSH, 1997; HUANG
et al., 2009). Ademais, fornecem uma saida de baixa energia que mantém o tecido em
temperatura abaixo de 36,5°C, ndo provocando efeitos térmicos ou danos aos tecidos como
mutagdes e carcinogénese (GOMES HENRIQUES et al., 2014).

Atuando em nivel celular, o LBI provoca modifica¢cdes bioquimicas, bioelétricas e
bioenergéticas, resultando em aumento do metabolismo, da proliferagdo e maturagao celular.
A absorcdo molecular da luz laser leva a estimulacdo de fotorreceptores na cadeia
respiratoria mitocondrial, aumentando os niveis de adenosinatrifosfato (ATP) celular e
posteriormente, facilitando a proliferacio de fibroblastos, liberacdo de fatores de
crescimento e sintese de coldgeno (SUN ;TUNER, 2004). Dessa forma, o laser age
estimulando a atividade celular, conduzindo a liberacdo de fatores de crescimento por
macréfagos, proliferacdo de queratindcitos, aumento da populagdo e degranulagao de
mastocitos e angiogénese. Esses efeitos podem levar a uma aceleragdo no processo de

cicatrizagdo de feridas devido, em parte, a redugdo na duragdo da inflamacdao aguda,
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resultando numa reparacdo mais rapida. Ademais, a Laserterapia mostrou aumento efetivo
da microcirculagdo local, estimulando a angiogénese (primordial para migragdo celular) e
reduzindo a fase inflamatéria (BRASSOLATTI et al., 2016). O emprego do LBI ainda
auxilia no controle/eliminagdo na dor na primeira aplicacdo devido a possivel liberacao de B3-
endorfina, nas terminagdes nervosas da lesdo, ao mesmo tempo em que promove a
bioestimula¢do dos tecidos, fazendo com que a lesdo se repare num intervalo de tempo mais
rapido (LOPES et al., 2019).

Estudos in vitro e em animais mostraram que o LBI suprime a inflamacdo no tecido
periodontal modulando a resposta imune local e reduzindo a producao e liberagdo de certas
citocinas proinflamatorias, como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina-1p3.
(IL-1B) e prostaglandina E> (SAKURALI et al., 2000; SAFAVI et al., 2008; LIM et al., 2015).
Além disso, constatou-se que o LBI melhora a microcirculagdo local por meio da
angiogénese e vasodilatagdo, aliviando o edema e a inflamacao tecidual (SCHAFFER et al.,
2000). Kreisler et al., 2002 demonstrou ainda que LBI promoveu um consideravel aumento
na proliferacdo de fibroblastos humanos in vitro apds 24 horas da irradiagdo com um
decréscimo da mesma apds 48 e 72 horas (KREISLER et al., 2002).

No entanto, existem diferencas nos resultados dos ensaios clinicos que investigaram
os beneficios adicionais do LBI no tratamento periodontal ndo cirargico. Zare et al. (2014)
em um estudo clinico randomizado incluiu 21 pacientes adultos com periodontite moderada
a grave que foram divididos aleatoriamente em dois grupos: o primeiro recebeu apenas RAR
e o segundo recebeu RAR e a terapia com laser de diodo de 940 nm. Apds 2 meses, todos os
indices periodontais avaliados melhoraram em ambos os grupos nao havendo diferenca entre
0s grupos exceto para o SS, que foi menor no grupo laser (ZARE et al., 2014). Makhlouf et
al. (2012) incluiu 16 pacientes com pelo menos trés dentes em cada quadrante com PS de 4-
6 mm em seu estudo. Apés RAR, os quadrantes foram aleatoriamente designados para 10
sessoes com LBI (830 nm, 100 mW, 3 J/cm 2). Os resultados mostraram que, quando
comparados aos locais tratados somente com RAR, aqueles tratados com LBI apresentaram
maiores redugdes na PS em 5 semanas e 3 meses (curto prazo), mas nao aos 6 meses (longo
prazo). Além disso, os locais tratados com LBI tiveram um aumento estatisticamente
significativo na densidade 6ssea radiografica média ao comparar dados de 6 e 12 meses e
desde o inicio até aos 12 meses. Houve também uma tendéncia para reduzir os niveis de IL-
1B, mas sem diferenca entre os grupos (MAKHLOUF et al., 2012).

Aykol et al. (2011) realizou um estudo clinico com 36 pacientes sistemicamente

saudaveis que foram divididos em dois grupos. O grupo teste (n=18) recebeu terapia com
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laser de diodo GaAlAs (808 nm, 0.25 W) como adjuvante da terapia periodontal ndo
cirirgica e o grupo controle (n=18) recebeu apenas RAR. Ambos os grupos foram
subdivididos em fumante e ndo fumante para investigar os efeitos do cigarro no
tratamento. Em todos os momentos, o grupo LBI mostrou uma melhora significativa no
ISM, NI e PS em comparacdo com o grupo controle. Houve melhorias clinicamente
significativas nos niveis de PS e SS submetidos a terapia com LBI em comparagdo aos
fumantes em que o laser ndo foi aplicado. Os niveis do fator de crescimento
transformador- B1 e a razdo entre os niveis da metaloproteinase de matriz 1 e do inibidor
tecidual de metaloproteinase 1 diminuiram significativamente em ambos os grupos 1, 3 e
6 meses apds a terapia periodontal. Os niveis do fator de crescimento de fibroblastos
diminuiram significativamente em ambos os grupos no primeiro més apos o tratamento e
aumentaram no terceiro ¢ no sexto més (AYKOL et al.,, 2011). Resultados clinicos
satisfatorios também foram observados por Alzoman et al. (2016) em 32 pacientes que
também foram divididos em dois grupos: grupo teste submetido ao LBI (laser diodo
GaAlAs, 685 nm, 800 mW, 1.6J/cm?) e grupo controle submetido a RAR. Melhoras
significativas foram observadas no ISM, PS, NCI e SS para o grupo submetido ao LBI
dois meses apods a terapia. Adicionalmente, a porcentagem de sitios positivos para Pg no
grupo teste diminuiu de 80% para 20% apds a aplicagdo do laser. Para o grupo controle
ndo foram observadas alteragdes em relagdo a presenca de Pg antes e apds a terapia
(ALZOMAN ;DIAB, 2016).

Em um modelo de estudo de boca dividida, Giindogar et al. (2016) incluiu vinte e
cinco adultos sistemicamente saudaveis e ndo fumantes com periodontite cronica que
tinham pelo menos dois pré-molares bilaterais com PS de 7> x > 5. No grupo teste, o LBI
(laser diodo GaAlAs, 980 nm, 7.64J/cm) foi aplicado logo ap6s a RAR, 1, 3 e 7 dias apos
o tratamento. No primeiro més, os niveis de PS eram significativamente menores no grupo
teste. No terceiro e sexto més, PS, NCI e SS também foram significativamente menores
no grupo teste, no entanto ndo foram observadas diferencas entre o grupo controle e
doente entre as citocinas pro e anti-inflamatorias analisadas nesse estudo (GUNDOGAR
et al.,, 2016). Recentemente, Petrovi¢ et al. (2018) investigou o efeito do LBI como
adjuvante no tratamento periodontal em 60 pacientes que foram divididos em dois grupos.
O grupo LBI (980 nm, 0.2 W, 6 J/cm2) apresentou redugdo significativa na PS e SS com
ganho de insercdo clinica apds 30 dias do tratamento. Ademais, uma redug¢ao significativa
nos periodontopatogenos 7f, Td, Pg, Aa e Pi foram observados no grupo submetido ao

LBI (PETROVIC et al., 2018).
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Calderin et al. (2013) avaliou 27 pacientes com periodontite cronica que foram
divididos aleatoriamente em trés grupos de nove pacientes cada, para serem submetidos a
RAR, RAR seguido de uma sessdao LBI ou RAR seguido de aplicagdes repetidas de LBI
(cinco vezes em 2 semanas). Para a sessdao de fototerapia, um laser de diodo (A = 670 nm,
200 mW, 60 s/ dente) foi aplicado no sulco gengival. Diferentemente dos estudos anteriores,
os resultados demonstraram que o uso do LBI utilizado em doses Unicas ou repetidas, ndo
produz redugdo significativa nos parametros clinicos avaliados em comparagao com a RAR
sozinha. Em rela¢do ao niveis de citocinais no fluido, multiplas sessdes de LBI mostraram
uma tendéncia mais rapida e maior de reduzir os mediadores pro-inflamatdrios e a relacao
RANKL/OPG (CALDERIN et al., 2013). Semelhantemente, Lai et al. (2009) incluiu em um
estudo clinico dezesseis pacientes com PS maior ou igual a 5 mm e defeitos Osseos
comparaveis em ambos os lados da boca. Apds RAR, sitios doentes foram selecionados
aleatoriamente e irradiados com um LBI He-Ne (poténcia de saida de 0,2 mW) por 10 min
por um total de oito vezes em um periodo de 3 meses. Os sitios controle ndo receberam
tratamento adicional além da RAR. Apos 12 meses nao houve diferengas estatisticamente
significativas em quaisquer parametros clinicos ou achados radiograficos entre os locais de
teste e controle sugerindo que o uso do laser de baixa poténcia He-Ne como adjuvante da
terapia periodontal ndo-cirurgica em pacientes com DP ndo pareceu proporcionar beneficio
clinico adicional nesse modelo de estudo (LAI et al., 2009). Pamuk et al. (2017) também nao
observou diferengas significativas nos parametros clinicos periodontais apos a aplica¢do do
LBI (diodo laser, 940 nm, 3.41 J/cm2) em comparacao com a RAR sozinha (PAMUK et al.,
2017).

Por fim, uma revisao sist€ématica com meta-analise recente incluindo 8 publicacdes
demonstrou que a RAR associada ao LBI demonstrou beneficios adicionais significativos a
curto prazo em relacdo a RAR sozinha em relacdo a PS e ao nivel de IL-1B no fluido
gengival. No entanto, o LBI ndo apresentou efeitos adicionais significativos a médio prazo
(3 e 6 meses) em termos de parametros clinicos e densidade 6ssea alveolar. Dessa forma,
esses achados indicaram que o LBI apresentou apenas beneficios adicionais a curto prazo
apds a RAR convencional. Seus efeitos a longo prazo permanecem obscuros devido a
fraquezas metodologicas substanciais € um niimero insuficiente de estudos atuais (REN et

al., 2017).

2.3 Terapia Fotodinamica Antimicrobiana
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Atualmente, novas abordagens direcionadas ao desenvolvimento de tratamentos
antimicrobianos que produzam menores efeitos prejudiciais e adversos aos pacientes tém
sido investigadas. A administracdo de medicamentos, tanto sistémica quanto topica pode
levar, entre outras consequéncias, a desordens gastrintestinais e a resisténcia bacteriana
(SIGUSCH et al., 2010). Na verdade, a disseminagdo de bactérias multirresistentes ¢ uma
das maiores ameagas a saide publica e tem aumentado devido ao uso excessivo de
antibidticos. Ademais, a estrutura do biofilme da placa dentdria confere resisténcia
significativa a espécies bacterianas contra antibioticos. Na administracdo sistémica, a
disponibilidade de concentracao insuficiente do farmaco no liquido gengival, a perturbagao
da microflora intestinal e o desenvolvimento de cepas resistentes a antibidticos sdao as
principais desvantagens (AHAD et al., 2016). Nesse contexto, a Terapia Fotodinamica
Antimicrobiana (TFA) (do inglés, photodynamic therapy - PDT) tém sido proposta como
uma modalidade de tratamento alternativa a terapia antimicrobiana convencional. A TFA
consiste em utilizar uma substancia corante foto ativavel ndo toxica, chamada
fotossensibilizador (FS), que ¢ ativada pela luz em um comprimento de onda adequado. Os
FS como o azul de toluidina, o azul de metileno (MB), e o verde malaquita, absorvem a luz
de um comprimento de onda especifico e podem ser aplicados tanto topicamente quanto
sistemicamente (ISSA ;MANELA-AZULAY, 2010). Na presenca de oxigénio, essa ativacao
resulta em uma transferéncia de elétrons as moléculas adjacentes levando a formagdo de
espécies reativas de oxigénio (do inglés, reactive oxygen species — ROS) que sdo capazes de
deteriorar o DNA e a membrana celular e assim induzir a morte celular das bactérias
(SIGUSCH et al.,, 2010). Estas espécies citotoxicas podem danificar as membranas
plasmaticas ¢ DNA, resultando em morte celular. As membranas celulares sao destruidas
por multiplos mecanismos, como peroxidacdo lipidica, inativagdo do sistema de transporte
de membrana e inibi¢do das atividades enzimaticas da membrana plasmatica. Os compostos
fenotiazinicos (por exemplo, azul de toluidina e azul de metileno), que possuem uma carga
positiva, podem se direcionar diretamente as bactérias gram- negativas e positivas.

As moléculas que foram excitadas pela luz podem emitir energia na forma
fluorescente (emissdo de fotons) e retornar ao seu estado original ou podem transformar-se
na espécie reativa triplet, continuando na cadeia de reagdes quimicas. As moléculas em
estado triplet t€m capacidade de reagir com substratos biologicos e formar radicais livres
(reagdo tipo I) ou podem transferir a energia recebida ao oxigénio da célula para a formagao
do oxigénio singleto, que € reativo e causa a morte celular (reacao tipo II) (SILVEIRA et al.,

2007). Os dois processos podem induzir a morte celular e a destruicdo do tecido doente. O
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oxigeénio singleto ¢ uma forma altamente reativa de oxigénio e ¢ considerado o principal
mediador do dano fotoquimico causado aos microrganismos por muitos
fotossensibilizadores (FORMIGA FILHO et al., 2015).

A TFA tem se tornado uma estratégia promissora na odontologia, pois proporciona
um tratamento atraumatico e nao invasivo das lesdes infecciosas, bem como a diminui¢ao do
tempo de reparo e do numero de recidivas das mesmas (ALWAELI et al., 2015). A TFA
apresenta a vantagem de ndo induzir resisténcia microbiana e pode ser utilizada de maneira
associada ou ndo a outras terapias convencionais. Além disso, diminui o nimero de
microrganismos viaveis, com menor incidéncia de efeitos colaterais, e pode ser aplicada em
pacientes resistentes a terapia antimicrobiana, com desordens gastrintestinais ou ainda em
pacientes nao colaboradores (ALWAELI et al., 2015). Assim, a TFA parece reduzir
significativamente a inflamagdo sem antibidticos e sem intervengdo cirdrgica,
proporcionando a méxima seguranca terapéutica. Como a TFA utiliza luz laser a frio para a
ativacao do fotossensibilizador, é seguro para tecidos orais e dentarios. Sendo assim, a
absor¢ao preferencial de fotossensibilizadores por bactérias, a dire¢ao precisa da luz do laser
usando fibras opticas, o efeito de amplo espectro e nenhum desenvolvimento de resisténcia
em aplicagdes repetidas sdo as principais vantagens da TFA no tratamento periodontal
(ALWAELI et al., 2015).

O tratamento do paciente tem como protocolo a administragdo do corante
fotossensivel e apos a concentragdo do corante atingir o maximo possivel no tecido lesado, o
tecido ¢ entdo exposto a radiagdo visivel. Geralmente a irradiagcdo ¢ fornecida por um laser
que atinge o local com comprimento de onda especifico por determinado periodo de tempo
(FORMIGA FILHO et al., 2015). Os requisitos mais importantes para o adequado emprego
da TFA ¢ que luz suficiente atinja os sitios-alvo e que a intensidade da luz seja apropriada
(SIBATA et al., 2000; AZARIPOUR et al., 2018). E importante destacar também que a
morte da célula bacteriana pode ser rapida, ndo sendo necessario manter elevadas
concentracdes do agente quimico sobre as lesdes por longos intervalos, como ocorre com o
uso de antibiodticos. Outro aspecto pertinente ¢ que o uso do corante ou da luz isoladamente
ndo apresenta efeito significativo sobre a viabilidade dos microrganismos, o que significa
que a terapia pode ser delimitada a area da lesdo, por aplicacdo topica cuidadosa do
fotossensibilizador na regido desejada e restri¢do da irradiagdo por meio de técnica de
aplicagdo ponto a ponto (ZANIN et al., 2006).

A TFA tem sido aplicada usando varias combinacdes de lasers e agentes FS. O azul

de metileno (cloreto de 3,7-bis (dimetilamino) fenazationio cloreto de tetrametiltionina) foi
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o corante fotossensibilizante mais vulgarmente utilizado nos ensaios clinicos (BASSIR et
al., 2013). O azul de toluidina e o azul de metileno tém caracteristicas quimicas e fisico-
quimicas semelhantes e foram utilizados anteriormente para detectar tumores da mucosa ou
epitélios atipicos, pois ndo mancham a mucosa normal. Eles sdo os agentes FS de escolha
para TFA devido a sua carga cationica pronunciada que os ajuda a se ligar a membrana
externa das bactérias Gram-negativas e penetrar nas células bacterianas, demonstrando um
alto grau de seletividade para matar microrganismos em comparagdo com células
hospedeiras de mamifero (OLSEN et al., 2017). Estes corantes podem ser utilizados em
varias concentragdes (I mg/mL a 10 mg/mL) com um tempo de permanéncia de 1 a 5
minutos na bolsa periodontal. Ap6s um periodo de residente de 1 a 3 minutos, o excesso de
FS deve ser removido para que ndo atue como um escudo Optico durante a irradiagdo com
laser (BETSY et al., 2014). Em relagdo ao laser, lasers de diodo entre o comprimento de
onda de 635nm e 670 nm sdo os mais comumente usados, embora comprimentos de onda de
808 nm e 940 nm tenham sido usados em alguns estudos. Utilizam-se aplicadores de fibra
Otica com varios diametros, variando de 200 a 750 um. O tempo de aplicacdo do laser
geralmente ¢ de 60s, embora os tempos de aplicacdo de 30s e 150s também tenham sido
relatados. Energia laser entre 3 J/cm2 e 320 J/cm? sdo comumente utilizadas (LUI et al.,
2011).

Na periodontia, a TFA pode ser utilizada como um método adjuvante ao tratamento
convencional das desordens periodontais, uma vez que promove diminui¢do da populacdo
bacteriana presente nas superficies radiculares e nas bolsas periodontais, garantindo maiores
chances de reparo do organismo (DE OLIVEIRA et al., 2007). Estudo in vitro mostrou a
eliminacdo completa de bactérias anaerdbicas, como a Pg, Fn e a Capnocytophaga
gingivalis apos a TFA (PFITZNER et al., 2004). Além disso, outros autores relataram uma
redu¢do na atividade de fatores de viruléncia, como lipopolisacarideos e proteases apoés TFA
(ZANIN et al., 2006). Entretanto, uma revisao sistematica com meta-analise recente com 5
estudos clinicos randomizados (ECRs) incluidos comparando a RAR associada a TFA ou ao
uso de antibidtico sist€émico ndo demonstrou beneficio adicional do uso da TFA em longo
prazo (12 a 48 semanas) (AZARIPOUR et al., 2018). Considerando os efeitos da TFA
adjunta em relacdo a antibioticoterapia notou-se um ganho significativo NCI para a TFA em
comparagdo a antibioticoterapia. Porém, segundo os autores, ainda permanece discutivel se a
TFA ¢ mais efetiva quando comparado a antibioticoterapia adjuvante no tratamento da DP,

dado que a evidéncia cientifica ¢ fraca.
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A eficacia da TFA como adjuvante no tratamento da DP ainda ¢ controverso. Ahad
et al. (2016) comparou os efeitos do uso de TFA associado 8 RAR com a RAR sozinha no
tratamento de bolsas periodontais profundas (< 6mm) no modelo boca dividida em 30
pacientes com DP. Cloreto de fenotiazina foi utilizado como fotossensibiliante juntamente
com aplicacdao de luz laser no comprimento de onda de 660 nm com poténcia maxima de
100 mW/cm?. Os paramentros clinicos periodontais (IP, ISM, PS e NCI) foram coletados e
comparados durante trés meses. Todos os parametros clinicos melhoraram
significativamente em ambos os grupos apds 1 e 3 meses. No intervalo de um més, houve
diferenca estatisticamente significativa entre grupos (P <0,05) em termos de ISM (0,85 +
0,41 no teste vs 0,54 = 0,47 no grupo de controle) e PS (1,77 + 0,86 no teste vs 1,3 + 0,95 no
grupo controle). Aos 3 meses de intervalo, nenhuma diferenca estatisticamente significativa
foi observada entre os grupos teste e controle, exceto em termos de ISM (0,97 + 0,45 no
teste vs 0,73 £ 0,42 no grupo controle) sugerindo que a TFA parece desempenhar um papel
adicional na redugdo da inflamag¢do gengival quando usado juntamente com RAR ndo
cirtirgica de bolsas periodontais profundas (AHAD et al., 2016). De mandeira semelhante,
Mistry et al. (2016) comparou os efeitos do uso de TFA associado a RAR com apenas RAR
em um modelo boca dividida em 30 pacientes com DP. MB 1% associado ao laser diodo (A
= 810 nm) foi utilizado para a TFA. Diferencas significativas foram observadas entre os
grupos apenas para os parametros clinicos periodontais PS e ISM apos 1 e 3 meses. Em
relacdo aos niveis interleucina-17 (IL-17) no fluido gengival crevicular (FGC), uma
diminui¢do significativa nos niveis IL-17 foi observada em ambos os grupos apos 3 meses,
porém sem diferenca significativa entre eles (MISTRY et al., 2016). No ensaio clinico de
Teymouri et al., (2016), trés quadrantes foram estudados em 12 pacientes com DP. Os
parametros clinicos foram gravadas e amostras de FCG foram obtidas. Apos a primeira fase
do tratamento periodontal, um dos trés quadrantes foi determinado como grupo controle, um
foi tratado por laser de diodo (810 nm), e um foi submetido a TFA utilizando azul de
toluidina. Os parametros clinicos foram avaliados apds 2 e 6 semanas. Observou-se uma
reducgdo significativa ao longo do tempo nos niveis de Interleucina-1p (IL-1B) e IL-17 no
FCG, no NI e PS nas trés modalidades de tratamento. Ademais, o laser diodo ¢ a TFA
diminuiram significativamente a média de SS ao longo do tempo nesse estudo em relagdo a
RAR (TEYMOURI et al., 2016).

Berakdar et al. (2012) incluiu um total de 22 pacientes com DP tratados em um

modelo boca dividida em que dois dentes pertenciam ao grupo controle (RAR) e dois

dentes ao grupo teste (RAR e TFA). A TFA foi realizada utilizando azul de metileno
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0.005% ativado com luz laser com comprimento de onda de 670 nm e poténcia maxima
150 mW por 60 segundos. O nimero de dentes com IS diminuiu de maneira significativa
em ambos os grupos. Apos 6 meses observou-se um ganho de inser¢ao e redu¢do na PS
sutil porém significativamente maior no grupo teste em comparagdo ao grupo controle
(BERAKDAR et al., 2012). Resultados semelhantes foram observados por Betsy et al.
(2014) em um ensaio clinico em que 90 pacientes com DP ndo tratada foram
aleatoriamente divididos em um grupo que recebeu RAR e TFA (grupo teste) e somente
RAR (grupo controle). Foi utilizado azul de metileno em uma concentragdo de 10 mg/mL
associado ao laser diodo operando a 655 nm com uma poténcia maxima de 1W. Os
parametros clinicos e halitose foram registrados por 6 meses. A PS e o NI mostraram uma
redugdo estatisticamente significativa no grupo teste na avaliagdo aos 3 meses € 6 meses
em comparacdo com o grupo controle. Uma melhoria estatisticamente significativa no 1G
e IS foi observada para o grupo teste ap6s 2 semanas e 30 dias, enquanto a melhora no IG
e IS aos 3 meses e no IP em 2 semanas foi menor para o grupo teste. Além disso, uma
diferenca significativa foi detectada para o grupo teste apds 30 dias em termos de halitose
que nao persistiu por muito tempo (BETSY et al., 2014). Betsy et al. (2016) avaliou ainda
a percepcao dos pacientes sobre a TFA no tratamento da DP durante seis meses de
avaliagdo. A percepcao dos pacientes em termos de alteragdes no sangramento gengival,
dor nas gengivas durante a mastigacdo, mau halito e gengivas sensiveis juntamente com
dor durante o procedimento e aceitagdo do paciente foram registrados. Nenhuma mudanca
estatisticamente significativa foi observada entre os dois grupos em termos de dor durante
o procedimento e aceitacdo do paciente. Os pacientes perceberam beneficios em curto
prazo de uma Unica sessao de TFA devido a reducdo do sangramento nas gengivas,
halitose e dor durante a mastigacao apds o tratamento (JOSEPH BETSY. J et al., 2016).
Christodoulides et al. (2008) realizou um estudo clinico com 24 pacientes em que 12
pacientes foram submetidos a RAR e 12 pacientes foram submetidos a TFA associada a
RAR. A TFA foi realizada utilizando laser diodo com comprimento de onda em 670 nm e
poténcia maxima 75 mW. Foram avaliados os parametros clinicos periodontais além de uma
analise microbiologica dos periodontopatogenos: Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Treponema
denticola, Parvimonas micra, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus,
Eubacterium nodatum, Eikenella corrodens, e Capnocytophaga spp. Aos 3 e 6 meses apos o
tratamento, nao houve diferencas estatisticamente significantes entre os grupos com relacao

aos parametros clinicos PS e NCI bem como na analise microbioldgica Aos 3 e 6 meses,
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uma melhora significativa no ISM foi observada no grupo de teste (CHRISTODOULIDES
et al., 2008). Talebi et al. (2016) também realizou uma analise microbioldgica em 18
pacientes com DP. Quatro quadrantes por pacientes foram tratados aleatoriamente com
RAR, laser de diodo (810n m de comprimento de onda e poténcia maxima de 1,5 W), RAR
e TFA (com diodo laser 808 nm, 0,5 W) e RAR e laser (com laser de diodo 808 nm, 1 W). A
presencga das espécies bacterianas nas areas tratadas foi avaliada antes do tratamento, 1 e 3
meses depois. Na andlise qualitativa, as espécies de Fusobacterium nucleatum e Treponema
denticola foram eliminados apds 30 dias em todas as modalidades de tratamento. A TFA foi
mais efetiva na diminuicao das espécies Prevotella intermedia do que a RAR, enquanto as
espécies de Tannerella forsythensis aumentaram em todos os tratamentos. Além disso, as
espécies de Actinobacillus actinomycetemcomitans diminuiram em todos os tratamentos ¢ as
espécies de Porphyromonas gingivalis aumentaram em todos os tratamentos apds 1 e 3
meses (TALEBI et al., 2016).

No estudo de Theodoro et al. (2012), 33 pacientes com DP foram alocados
aleatoriamente em um desenho de boca dividida para um grupo de tratamento que recebeu
RAR, um que recebeu ATO (100pg/mL) e outro que recebeu irrigagdo com ATO e
irradiagao de laser de baixa intensidade (laser GaAlAs, com comprimento de onda de 660
nm de poténcia méxima de 30 mW). Os parametros clinicos periodontais foram medidos no
inicio do estudo e apos 60, 90 e 180 dias. Adicionalmente, amostras de placa subgengival
foram coletadas para andlise microbioldégica. A presenga de Aggregatibacter
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythia e Prevotella nigrescens foram analisadas. Todos os grupos de tratamento
mostraram uma melhoria em todos os parametros clinicos, e uma reducao significativa na
propor¢cdo de locais positivos para periodontopatégenos em 60, 90 e 180 dias em
comparagdo com o valor basal. Nenhum dos parametros periodontais apresentou diferenca
significativa entre os grupos. Aos 180 dias, o tratamento com TFA levou a uma redugao
significativa na porcentagem de locais positivos para todas as bactérias em comparagao com
a RAR sozinha. Sendo assim, nesse estudo a TFA como adjuvante do tratamento periodontal
produziu redugdes estatisticamente significativas em alguns dos principais patdogenos
periodontais, mas ndo produziu nenhum beneficio estatisticamente significativo em termos
de desfecho clinico (THEODORO et al., 2012).

Alwaeli et al. (2015) incluiu 136 sitios em 16 pacientes sendo que dois quadrantes
atribuidos aleatoriamente foram tratados com RAR e os outros dois foram tratados com

RAR e TFA (laser diodo, comprimento de onda de 660 nm e poténcia maxima de 100 mW).
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Os parametros clinicos de PS, SS e NCI foram avaliados no inicio e ap6s 3, 6 e 12 meses.
Nao houve diferencas significativas entre os dois grupos no inicio do estudo. Reducdo
significativa na PS e SS e ganho de inser¢do clinica foi observada apds 3, 6 e 12 meses em
ambos os grupos. Além disso, houve reducdo e ganho significativamente maiores para a
RAR associada a TFA em comparacao com a RAR sozinha em todos os trés momentos.
Nenhum efeito adverso de TFA foi observado. Os dados desse estudo demonstram melhora
significativa em todos os parametros clinicos avaliados ha pelo menos um ano e sugerem
que a TFA como terapia adjunta @ RAR representa um conceito terapéutico promissor para a
periodontite persistente (ALWAELI et al., 2015). Por outro lado, Balata et al. (2013) avaliou
vinte e dois pacientes no modelo boca dividida em que o grupo controle foi submetido a
desbridamento ultrassonico de boca completa e o grupo teste recebeu o mesmo tratamento
associado a TFA (azul de metileno a 0,005% e laser de baixa poténcia - AsGaAl com
comprimento de onda 660 nm e poténcia maxima de 100 mW). Os parametros clinicos
periodontais foram coletados antes, 1, 3 € 6 meses apos o tratamento. Observou-se melhora
no SS, PS e NI apos o tratamento, em ambos os grupos, mas sem diferenca entre eles. Apos
6 meses, a PS diminuiu de 5,11 £+ 0,56 mm para 2,83 + 0,47 mm no grupo teste e de 5,15 £
0,46 mm para 2,83 £+ 0,40 mm no grupo controle. O NCI alterou, apds 6 meses, de 5,49 +
0,76 mm para 3,41 + 0,84 mm no grupo teste e de 5,53 £ 0,54 para 3,39 = 0,51 mm no grupo
controle. Dessa forma, nesse estudo, ambas as abordagens resultaram em melhorias clinicas
significativas no tratamento da DP, no entanto a TFA ndo proporcionou nenhum beneficio
adicional aqueles obtidos com o desbridamento ultrassonico de boca completa usado
isoladamente (BALATA et al., 2013).

Muller Campanille et al. (2015) comparou a eficacia clinica de sessdes Unicas e
multiplas de TFA no tratamento de bolsas residuais. Para isso, vinte e oito pacientes
sistemicamente sauddveis em manutencdo periodontal com bolsas residuais (PS > 5 mm,
NCI >2 mm e SS) foram incluidos. Apos o desbridamento ultrassonico, os sitios foram
aleatoriamente divididos para receber TFA duas vezes em 1 semana (grupo A), TFA
administrado apenas uma vez (grupo B) ou tratamento simulado sem ativar o laser (grupo
C). O azul de metileno foi aplicado e irradiado com laser diodo a um comprimento de onda
de 670 nm com poténcia maxima de 280 mW. Andlise microbioldgica também foi realizada
dos microorganismos Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Treponema denticola, Prevotella intermedia e Parvimonas micra. A
PS inicial foi de 5,9 £ 0,9, 6,3 £ 1,3 ¢ 6,3 £ 1,5 mm nos grupos A, B e C, respectivamente,

sendo as diferencas nao significativas. PS foi significativamente reduzida em todos os
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grupos. No 3° més, a PS foi significativamente menor nos grupos A (2,9 + 1,1 mm; p = 0,04)
e B (2,8 £ 1,1 mm; p =0,03) em relacdao ao grupo C (3,5 = 1,2 mm). No més 6, nenhum dos
locais do grupo A tinha bolsas persistentes, enquanto dois locais no grupo B e quatro locais
no grupo C permaneceram nesta categoria. As frequéncias de detec¢do dos microrganismos
estudados em > 1.000 e > 100.000 células/mL nao se alteraram significativamente desde o
inicio até os meses 3 ou 6 em qualquer grupo. Um decréscimo global significativo foi
observado desde o inicio até ao més 6 para a proteina C-reativa, amildide A do soro,
fibrinogénio, procalcitonina e a-2 macroglobulina. Ao olhar para os grupos separadamente,
a proteina C-reativa foi significativamente menor apenas se o laser tivesse sido ativado duas
vezes. Outras diferengas entre os grupos nao foram significativas concluindo que a aplicagao
unica ou multipla da TFA parecem apresentar um desempenho semelhante entre elas porém
superior em relacdo a RAR (MULLER CAMPANILE et al., 2015).

Petelin et al. (2015) comparou (1) o efeito do uso isolado do debridamento com
ultrassom, (2) a RAR isolada com instrumentos manuais e (3) debridamento com ultrassom
seguido de repetidas aplicacoes de TFA (1, 3 e 7° dia apds o debridamento, utilizando
cloreto de fenotiazina ativado com laser de comprimento de onda 660 nm e poténcia
maxima de 60 mW/cm2). A PS, SS e NCI foram monitorados ao longo de 12 meses. A
presenga de cinco patdgenos periodontais (Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia e Treponema
denticola também foram determinadas. Todos os trés tratamentos resultaram em melhora
clinica significativa. Aplicacao adicional de TFA nao resultou em melhorias adicionais em
termos de reducao de PS e NI. No entanto, isso resultou em maior reducao de SS em 3 ¢ 12
meses em comparacao com o ultrassom sozinho ou RAR. A TFA também reduziu
significativamente a propor¢ao de sitios ativos apds 6 meses para Treponema denticola em
comparagdo com o ultrassom e RAR. Além disso, a TFA também resultou em uma maior
redugdo de Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia e Treponema
denticola em bolsas médias (4-6 mm) e de Treponema denticola em bolsas profundas (> 6
mm) em comparagdo com o desbridamento mecanico sozinho (PETELIN et al., 2015).

Um estudo recente realizado por Dalvi et al. (2019) avaliou em 20 individuos, a
eficacia de uma tnica sessdo de TFA usando a combinacdo de laser de diodo (comprimento
de onda de 810 nm e poténcia maxima de 1000 'mW) e o fotossensibilizante verde de
indocianina (1 mg/mL) no tratamento da DP. Os parametros clinicos periodontais foram
avaliados no inicio e apos 3 meses e demonstraram uma melhora clinica significativa para

ambos os grupos. O grupo teste apresentou uma melhora significativa para o ganho de
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inser¢ao clinica, nivel gengival e ISM em comparagdo ao grupo controle (DALVI et al.,
2019).

Ressalta-se que os resultados conflitantes nos estudos avaliando a eficacia da TFA
podem ser justificados devido as diferentes metodologias e protocolos utilizados nos estudos
clinicos. Varios fatores podem influenciar a TFA como uma caracteristica e concentragao do
fotossensibilizador usado, dura¢do da pré-irradiacdo, tempo de irradiacdo, dispositivos de
aplicacdo de luz, comprimentos de onda e poténcia de saida de luz. Assim, essas
discordancias entre os estudos podem influenciar os desfechos clinicos e evitar comparagdes
diretas entre as analises. Para auxiliar na tomada de decisao clinica, Azaripour et al. (2018),
realizou recentemente uma revisdo sistématica com meta-andlise avaliando os efeitos da
TFA adjunto com a RAR em comparagdo com RAR sozinha em pacientes DP. Os resultados
demonstraram que a TFA resulta em beneficios significativos como complemento a RAR
com relacdo a reducdo da PS e ganho de insercdo apos 3 e 6 meses (AZARIPOUR et al.,
2018).
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3 OBJETIVO

O objetivo deste estudo foi comparar os efeitos da aplicagdo da terapia fotodinamica
antimicrobiana e do laser de baixa intensidade nos parametros clinicos periodontais apds o

protocolo de desinfeccao total da boca em um estagio no tratamento da periodontite.
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4 MATERIAL E METODOS

O presente estudo foi um estudo clinico randomizado, cego e de centro tnico, com
duragdo de 3 meses, que utilizou o modelo de boca dividida. Este estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da Universidade Federal de Alfenas (CAAE 77385417.0.0000.51442)
(Anexo A) e foi realizado seguindo os requisitos da Declaragdo da Associacdo Médica
Mundial de Helsinki. Todos os pacientes receberam uma descricao detalhada do tratamento
proposto e assinaram um termo de consentimento antes de sua inclusdo no estudo (Anexo
B). A versdo em inglés do trabalho que foi submetido para publicagdo estd no Apéndice A.
Vinte pacientes (11 mulheres e 9 homens) diagnosticados com periodontite foram incluidos
neste estudo realizado durante um periodo de 1 ano (Fevereiro de 2018 a Fevereiro de 2019)
na clinica de Periodontia do Departamento de Clinica e Cirurgia da Universidade Federal de
Alfenas, Minas Gerais, Brasil. Os pacientes foram recrutados apos um exame de triagem que
incluiu histéria médica e odontologica completa, exame intraoral, sondagem periodontal de
boca toda e radiografias. A varidvel primaria desse estudo foi o NCI nivel clinico de
inser¢do que foi avaliado por meio de andlises clinicas. Foi utilizado os dados do nivel
clinico de inser¢cdo do estudo de Giindogar et al. (2016) (GUNDOGAR et al., 2016) que
avaliou o efeito da LBI sobre o tratamento da periodontite cronica em pacientes saudaveis.
Levando-se em consideragdo a diferenga de 1mm no parametro de NCI como clinicamente
relevante, sabendo-se que o desvio padrdo esperado para esse tipo de analise sera de
aproximadamente 0.45, o tamanho de amostra de 18 pacientes foi determinado suficiente
para obter um poder B do estudo de 0.90 e o poder a de 0.05.

Entre os critérios de inclusdo estavam sujeitos com periodontite moderada ndo
tratada (Fase II, Grau B de acordo com os critérios da classificagdo internacional de 2017
(CATON et al., 2018)) com pelo menos dois dentes unirradiculares contralaterais com PS
> 5 mm, NI > 3 mm e sinais radiograficos de perda 6ssea. Os critérios de exclusao foram
gravidez, tabagismo atual e nos ultimos 10 anos, uso de enxaguantes bucais
antimicrobianos nos ultimos 2 meses, aparelhos ortodonticos, condigdes sistémicas que
pudessem afetar a progressdo da periodontite e uso prolongado medicamentos anti-

inflamatorios e imunossupressores.

4.1 Protocolo de tratamento

Todos os pacientes incluidos no estudo receberam informagdes sobre a etiologia da

doenga periodontal e instru¢des para manter o controle adequado da placa, incluindo



36

limpeza interdental com fio dental e escovas interdentais. Os pacientes foram tratados
com o “protocolo de desinfeccdo de boca cheia em um estigio” (QUIRYNEN et al.,
1995), no qual a RAR foi realizada em uma unica sessdo associada a anti-sépticos. A
RAR foi realizada sob anestesia local, utilizando pontas diamantadas de baixa velocidade
(Periodont, KG Sorensen, Sao Paulo, Brasil) (Figura 1A-D) e instrumentos manuais
periodontais (curetas de Gracey, Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA). Associado a RAR,
escovacdo do dorso da lingua com 1% de gel de clorexidina por 1 min, bochecho com
solucdo de clorexidina a 0,2% por 2 min e irrigagdo subgengival de todos os sitios (3x em
10 min) com gel de clorexidina a 1% (Figura 1E) foram realizados em todos os pacientes.

ApOs esses procedimentos, pelo menos um dente unirradicular, com PS > 5 mm de
acordo com os critérios de inclusdao, em diferentes quadrantes, foi aleatoriamente
designado por sorteio para receber TFA (grupo teste) ou LBI (grupo controle). No grupo
de teste, os sitios periodontais incluidos foram irrigados com 1ml do liquido
fotossensibilizador (corante azul de metileno na concentracao de 0,005%) utilizando uma
agulha romba. A irrigacdo foi realizada a partir da extremidade apical da bolsa movendo-
se coronalmente para evitar o aprisionamento de bolhas de ar (BALATA et al., 2013)
(Figura 1F). Apos trés minutos, todas as bolsas foram cuidadosamente lavadas com
solucdo salina estéril para remover o excesso de fotossensibilizador
(CHRISTODOULIDES et al., 2008). Imediatamente apds o enxague, o laser de diodo
(Therapy - Plus, DMC ®, Sao Carlos, Brasil) vermelho (comprimento de onda de 660 nm,
poténcia de 100 mW, tamanho de ponto 600 um e densidade de energia de 60 J/cm?) e
infravermelho (comprimento de onda de 808 nm, poténcia de 250 mW, densidade de
energia 140 J/cm?) em fluxo continuo foram acionados simultaneamente no interior da
bolsa periodontal. O laser diodo foi equipado com uma ponta de fibra Optica inserida na
base da bolsa periodontal e movimentada circunferencialmente em torno do dente por 1
minuto (seis locais por dente (mesio-facial, médio-facial, disto-facial, mesiolingual,
médio-lingual e disto-lingual) por 10s) (Figura 1G).

No grupo controle, apos a finalizagdo do protocol de DTB, o laser de diodo
(Therapy - Plus, DMC ®, Sao Carlos, Brasil) vermelho (comprimento de onda de 660 nm,
poténcia de 100 mW, tamanho de ponto 600 um e densidade de energia de 60 J / cm?) e
infravermelho (comprimento de onda de 808 nm, poténcia de 250 mW, densidade de
energia 140 J / cm?) foram aplicados no interior da bolsa periodontal simultaneamente. O
laser diodo foi equipado com uma ponta de fibra optica colocada na profundidade da

bolsa e movimentada circunferencialmente em torno do dente por 1 minuto (seis locais
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por dente (mesio-facial, médio-facial, disto-facial, mesiolingual, médio-lingual e disto-
lingual) por 10s). Os pacientes foram instruidos a enxaguar duas vezes ao dia com
clorexidina 0,12% por 15 dias. Apo6s 7 dias do procedimento, a irrigagdo subgengival de

todas as bolsas (3x em 10 min) com gel de clorexidina a 1% foi repetida (Figura 1H).

4.2 Parametros Clinicos Periodontais avaliados

Os parametros clinicos periodontais foram avaliados em seis sitios (mesio-facial,
médio-facial, disto-facial, mesiolingual, médio-lingual e disto-lingual) de cada dente
incluidos na andlise no baseline (imediatamente antes das terapias), 4 e 12 semanas apds
as terapias por um experiente periodontista mascarado (AENF) que ndo esteve envolvido
na fase de tratamento. Todos os parametros foram medidos usando uma sonda periodontal
UNC-15 (Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA). Avaliaram-se os seguintes parametros clinicos:
nivel da margem gengival (NMG); medida da juncdo amelocementdria a margem
gengival livre); PS (medida da margem gengival livre ao fundo da bolsa periodontal), NCI
(medida da parte inferior da bolsa periodontal até a jun¢do cemento esmalte) e SS. O SS
foi determinado em termos da presenga (+) ou auséncia (-) de sangramento durante os 15s

apos a inser¢ao da primeira sonda na bolsa.

4.3 Analise estatistica

Os dados dos parametros clinicos periodontais incluindo nimero de sitios positivos
ao SS, PS, NMG e NCI foram submetidos ao teste de normalidade de Shapiro-Wilk que
confirmou a adesao dos dados ao teorema da distribui¢ao central em rela¢do ao SS, a PS ¢ ao
NCI e rejeitou essa adesdo em relagao ao parametro do NMG. Em relagdo a analise de SS,
PS e do NCI, a comparacdo entre os grupos foi executada por meio do teste t-pareado
enquanto que a comparagdo dentro de cada grupo variando-se os periodos experimentais foi
executado por meio do teste paramétrico de anova para amostras repetidas complementado
pelo teste de Tukey. Em relacdo a analise do NMG, a comparagdo entre os grupos foi
executada por meio do teste de Wilcoxon, enquanto que a comparagao dentro de cada grupo
variando-se os periodos experimentais executada por meio da aplicacdo do teste ndo-
paramétrico de Friedman complementado pelo teste de Dunn. O software GraphPadPrism 6
(San Diego, CA, USA) foi utilizado para analise estatistica desse estudo e todos os testes

estatistico foram aplicados ao nivel de significancia de 5%.



Figura 1 - Sequéncia terapéutica no grupo teste. A: Profundidade de sondagem inicial na
mesial do dente 21; B-D: Raspagem e alisamento radicular utilizando brocas de diamante
em baixa velocidade; E: Irrigacdo subgengival com gel de clorexidina a 1%; F: Aplicacdo
do fotossensibilizador (azul de metileno a 0,005%) na bolsa, utilizando uma agulha
romba; G: Aplicagdo do laser de diodo no interior da bolsa periodontal; H: Aspecto
clinico ap6s 7 dias do procedimento clinico.

Fonte: da autora

38



39

5 RESULTADOS

Nenhum dos pacientes participantes da pesquisa foram excluidos do estudo.
Portanto, a amostra foi composta de 11 mulheres e 9 homens, totalizando 20 pacientes com
média de idade de 52.30 (+ 9.43) anos. Na figura 2 foram demonstrados a média e o desvio
padrdo da PS no baseline e ap6s 30 e 90 dias em ambos os grupos teste e controle. Em
relacdo a PS, foi observado uma reducdo significativa na PS entre o baseline e apos 90 dias
do tratamento para ambos os grupos LBI (2.96 £0.90 3.00 £0.91 e 1.81 £0.50 ); TFA( 2.62
+0.38; 2.52 £0.53 ¢ 1.97 £0.67). Ademais, no grupo controle, também foi observado uma

redugdo significativa entre os periodos de 30 e 90 dias.

5-
3 Baseline
4- B 30 dias
. Bl 90 dias
€ 3-
E
2 2
1-
0

Controle Teste

Figura 2 — Dados de media e desvio padrao da profundidade de sondagem de to
dos os grupos e periodos de avaliagdo. **p<0.01; ***p<0.001 — Teste
de Anova para amostras repetidas complementado pelo teste de Tukey.
Fonte: da autora

Na figura 3 foram demonstrados a média e o desvio padrao do numero de sitios

com presenga de sangramento a sondagem no baseline e apos 30 e 90 dias em ambos os
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grupos teste e controle. Em relagdo ao SS, foi observado uma reducdo significativa no SS
entre o baseline e apds 30 e 90 dias do tratamento para ambos os grupos (Controle: 20.30+
11.38 (Baseline); 7.90 +£8.36 (30 dias) e 2.00 +£3.26 (90 dias); Teste: 18.80 +11.25
(Baseline); 8.65 £9.76 (30 dias) e 4.15 £4.73 (90 dias)).
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Figura 3 — Dados de média e desvio padrao do numero de sitios com presenga
de sangramento a sondagem em todos os grupos e periodos de ava
liagdo. **p<0.01; ***p<0.001 — Teste de Anova para amostras repe
tidas complementado pelo Teste de Tukey.

Fonte: Software GraphPadPrism 6

Na figura 4 foram demonstrados os dados da mediana e dos quartis 1 e 3 do
NMG em todos os grupos e periodos de avaliagdo. Nao houve diferenca significativa entre

os grupos ou periodos analisados para esse parametro clinico (Controle: 0.80 (0.63) +0.68
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(Baseline); 0.80(0.62) £0.57 (30 dias) ¢ 0.99 (0.89) +0.68 (90 dias); Teste: 1.33 (1.00) £1.11
(Baseline); 1.33 (1.03) £0.86 (30 dias) e 1.13 (0.90) +1.07 (90 dias)).

6-
3 Baseline
T 3 30 dias
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L = — L *

Controle Teste

Figura 4 — Dados da mediana e dos quartis 1 e 3 do tipo box-plot do nivel da
margem gengival gengival em todos os grupos e periodos de ava
liagao.

Fonte: Software GraphPadPrism 6
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Na figura 5 foram demonstrados a média e o desvio padrdo do NCI no baseline e
apods 30 e 90 dias em ambos os grupos teste e controle. Houve uma diminui¢do minima
porém gradativa do NCI ao longo dos periodos em ambos os grupos, no entanto sem
diferenca estatistica entre os periodos analisados e os grupos (Controle: 3.74 +1.31
(Baseline); 3.83 £1.28 (30 dias) e 2.78 +0.88 (90 dias); Teste: 3.35 £0.93 (Baseline); 3.60
+1.17 (30 dias) e 3.05 +£1.33 (90 dias))

6-
3 Baseline
B 30 dias
— 4- Bl 20 dias
£
E
o
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Figura 5 — Dados de média e desvio padrao do nivel clinico de inser¢do em
todos os grupos e periodos de avaliacdo
Fonte: Software GraphPadPrism 6
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste estudo foi comparar o uso de TFA ou LBI adjunto ao protocolo de
desinfeccdo total da boca em uma uUnica sessdo em dentes unirradiculares utilizando o
modelo de estudo boca dividida. O desenho de boca dividida foi utilizado neste estudo para
eliminar a variancia intersubjetiva que ¢ um desafio no modelo de estudo paralelo, mesmo
com correspondéncia perfeita entre os individuos de ambos os grupos analisados (REN et
al., 2017). Outra vantagem ¢ que, no modelo boca dividida, um tamanho de amostra menor
costuma ser necessario para obter o mesmo poder estatistico, facilitando assim sua execugao
(ANTCZAK-BOUCKOMS et al., 1990). Além disso, as duas terapias testadas neste estudo
foram aplicadas somente em dentes unirradiculares visando eliminar fatores relacionados ao
dente que possam interferir no processo de cicatrizagdo tecidual durante o tratamento
periodontal ndo cirargico (CAMPOS et al., 2013). E sabido que as bolsas periodontais em
dentes multi-radiculares com / sem envolvimento de furca responderam de forma menos
favoravel a RAR do que as bolsas em dentes unirradiculares (PIHLSTROM et al., 1984).

Até onde sabemos, nenhum estudo publicado avaliou o uso de TFA ou LBI
associado ao protocolo DTB. O DTB foi proposto por Quirynen et al. (1995) visando a
supressao dos periopatégenos em um periodo muito curto de tempo de todos os habitats da
orofaringe (membranas mucosas, lingua, amigdalas, saliva) (QUIRYNEN et al., 1995).
Neste protocolo, a RAR de todos os quadrantes dentro em uma unica sessdo foi
recomendada em conjunto com o uso de anti-sépticos. Deste modo, o DTB pode prevenir /
retardar a contaminagao cruzada das bolsas periodontais tratadas por bactérias presentes em
habitats ndo tratados. Fang et al. (2016) em uma revisdo sistematica com metanalise,
mostraram que a DTB traz beneficios clinicos modestos adicionais na redugao do PS e no NI
em relagdo a realizagdo da RAR em quadrantes (FANG et al., 2016). Além disso, menos
tempo foi necessario para completar o tratamento no protocolo DTB aumentando a aceitagao
do paciente ao tratamento periodontal ndo cirtrgico. Com base nessas vantagens, o
protocolo DTB, incluindo a aplicacdo de clorexidina a todos os habitats orais, foi utilizado
neste estudo para a realizagao do tratamento periodontal nao cirurgico.

Os resultados do presente estudo mostraram melhorias na PS e SS em ambos os
grupos de tratamentos ap6s 30 e 90 dias, no entanto ndo houve diferenca entre os grupos de
TFA ou LBI em nenhum dos parametros clinicos avaliados. E sugerido que o uso do
fotossensibilizante (corante azul de metileno a 0,005%) ndo parece promover ganhos

adicionais nos parametros clinicos periodontais em relacdo ao uso de LBI sozinho. Os
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resultados apresentados por Teymouri et al. (2016) suportam os resultados obtidos neste
estudo, mostrando uma melhora nos trés grupos de tratamento (TFA, LBI e RAR sozinho)
nos parametros clinicos PS e NCI, sem diferencgas estatisticamente significantes na analise
intergrupo. Além disso, o LBI e a TFA associados a RAR diminuiram significativamente a
média do SS em comparacdo com o RAR sozinho, mas sem diferencas entre eles
(TEYMOURI et al., 2016). Além disso, varios estudos clinicos ndo encontraram nenhum
beneficio estatisticamente significativo na PS e NCI que favorecga o grupo submetido a RAR
com a TFA em comparagdo com a RAR sozinha (THEODORO et al., 2012; BALATA et al.,
2013; AHAD et al., 2016; MISTRY et al., 2016). Os efeitos da RAR isolada no tratamento
da periodontite foram bem documentados e incluem redugao clinica da inflamacao, redugao
da DP, ganho de inser¢ao clinica ¢ mudancas microbianas para uma flora subgengival
menos patogénica (BADERSTEN et al., 1984; BADERSTEN et al., 1987).

Por outro lado, outros estudos que avaliaram a eficiéncia da TFA como um
adjuvante a RAR mostraram maiores redu¢des da PS e ganhos significativos de insercao
clinica em comparacao com a RAR sozinha no tratamento da periodontite (BERAKDAR et
al., 2012; CAMPOS et al., 2013; CORREA et al., 2016). De fato, Campos et al. (2013)
durante o tratamento de bolsas residuais em dentes unirradiculares utilizando laser de diodo
(comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 60 mW e densidade de energia de 129
J/cm2), juntamente com azul de metileno como fotossensibilizador (10 mg / ml) resultou em
maior reducdo na PS e ganho de NCI no grupo TFA associado a RAR em comparacgdo com a
RAR sozinha ap6s 3 meses de acompanhamento. Além disso, os locais tratados pela
abordagem combinada resultaram em uma reducgdo significativa no nimero de bolsas com
PS <5 mm sem SS em comparagdo com os locais tratados apenas por RAR (CAMPOS et al.,
2013). Em uma abordagem semelhante, Correa et al. (2016) mostraram maior redu¢do na
PS, ganho de NCI e uma reducdo estatisticamente significativa nos niveis de 4.a na TFA
associada RAR em comparagao com a RAR sozinha (CORREA et al., 2016). Berakdar et al.
(2012) compararam a TFA (laser diodo em um comprimento de onda de 670 nm e uma
poténcia maxima de 150 mW e azul de metileno (0,005%)) com RAR isolada no tratamento
periodontal inicial € mostraram que uma maior redu¢do na PS foi obtida na RAR com TFA
apos seis meses (BERAKDAR et al., 2012).

Provavelmente, esse efeito benéfico da TFA como adjuvante & RAR ¢ resultado
dos efeitos fotodestrutivos das espécies reativas de oxigénio associadas a agao de modulacao
da LBI (THEODORO et al., 2017). Essas espécies citotoxicas podem danificar as

membranas plasmaticas ¢ 0 DNA, resultando na morte celular (AHAD et al., 2016). O azul
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de metileno, comumente utilizado como fotossensibilizador, tem uma carga cationica
pronunciada que o ajuda a se ligar @ membrana das bactérias Gram-negativas com um alto
grau de seletividade (JOSEPH et al., 2017). Estudos in vitro mostraram remo¢ao completa
de bactérias anaerobias e reducdo na atividade de lipopolissacarideos e proteases apos a
aplicacdo de TFA (KOMERIK et al., 2000; PFITZNER et al., 2004). Além disso, estudos
clinicos demonstraram uma reducdo dos periodontopatogenos apds a terapia com TFA
(THEODORO et al., 2012; KOLBE et al., 2014). Por conseguinte, a abordagem da TFA esta
indicada para o tratamento de bolsas profundas e lesdes de furca que sdo menos acessiveis
para o debridamento mecanico e apresentam microorganismos mais anaerobicos em
comparacao com bolsas rasas (AHAD et al., 2016). No entanto, o uso de azul de metileno
em associagcdo com laser vermelho e infravermelho em uma Unica aplicagdo ndo promoveu
ganhos periodontais adicionais no presente estudo. Sugere-se que o curto tempo de
exposi¢cao a luz pode ser uma das razdes para a falta de efeito da TFA no presente estudo,
uma vez que alguns autores sugeriram que a aplicacdo multipla da TFA ¢ mais eficaz do que
um unico tratamento (LULIC et al.,, 2009; MULLER CAMPANILE et al.,, 2015;
THEODORO et al., 2017).

A aplicacao simultanea do laser vermelho e infravermelho durante a TFA proposto
neste estudo visa nao sO ativar o fotossensibilizador utilizando o laser vermelho, mas
também aumentar a reparacdo tecidual pela a¢do do laser infravermelho. A curetagem com
laser infravermelho garante a remog¢do completa do epitélio da bolsa, sem necrose tecidual
(ROMANOS et al., 2004). Além disso, o LBI pode promover a cicatrizacdo de feridas
acelerando a sintese de coldgeno, aumentando os niveis de citocinas antiinflamatoérias, a
sintese de ATP e a proliferagao de fibroblastos (ENWEMEKA et al., 2004). Aikol et al.
(2011) avaliaram a eficécia da terapia com laser de diodo (comprimento de onda de 808 nm
e densidade de energia 4 J/cm?) como adjuvante 8 RAR e demonstraram que o grupo LBI
apresentou significativamente mais melhora nos indices de sangramento marginal (SM),
NCI e PS em comparagao com a RAR sozinha (AYKOL et al., 2011). Da mesma forma,
Alzoman et al. (2016) observaram que a irradiagdo com laser de diodo (685 nm e 1,6 J/cm?)
de bolsas periodontais ativas promoveu melhorias estatisticamente significativas na PS, NCI
e ISM em comparagdo com a RAR sozinha. Além disso, a porcentagem de sitios positivos
para P. gingivalis no grupo LBI diminuiu de 80% (12/15) para 20% (3/15) ap0s a irradiagao
com laser, enquanto nenhuma alteracao significante foi observada no grupo RAR isolada
(ALZOMAN ;DIAB, 2016). Gilindogar et al. (2016) testaram aplicagdes mutiplas do LBI

(980 nm de comprimento de onda e 7,64 J/cm2) em pré-molares com bolsas profundas e
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também mostraram que NCI, PS e ISM foram significativamente menores no grupo RAR +
LBI do que no grupo RAR no terceiro e sexto meses (GUNDOGAR et al., 2016). No
entanto, outros estudos demonstraram ndo haver vantagens no uso da LBI associada a RAR
(DUKIC et al., 2013; PAMUK et al., 2017). Uma meta-analise recente concluiu que a RAR
associada ao LBI demonstrou beneficios significativos a curto prazo em relagcdo a
monoterapia com RAR na melhoria da PS e o nivel de interleucina-1f no fluido crevicular
gengival. No entanto, a LBI ndo apresentou efeitos adicionais significativos em médio prazo
(3 e 6 meses) em termos de parametros clinicos e densidade 6ssea alveolar (REN et al.,
2017).

O presente estudo apresenta algumas limitacdes metodoldgicas. Os dados
contraditorios relatados em diferentes ensaios clinicos envolvendo TFA e LBI estdo
associados aos diferentes pardmetros de laser utilizados no protocolo de estudos que
resultam em diferentes niveis de densidade de energia e, consequentemente, diferentes graus
de efeito no tecido alvo (PAMUK et al., 2017). Devido a falta de estudos adequados, ndo ha
concordancia quanto aos parametros adequados de tratamento para a terapia a laser. Assim,
nos testamos neste estudo a aplicagao do laser vermelho e infravermelho simultaneamente
para avaliar sua eficiéncia. Além disso, a auséncia de um grupo isolado de RAR e um curto
periodo de acompanhamento (90 dias) também foram consideradas limitacdes do presente

estudo.
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7 CONCLUSAO

Dentro das limita¢des deste estudo, pode-se concluir que a TFA e LBI promoveu
melhorias nos parametros clinicos periodontais apos o protocolo de DTB; entretanto, nao
foram encontradas diferencas distintas entre as duas modalidades de tratamento em relagao
ao ganho de insercdo clinica, o controle da inflamacdo e a eliminagcdo das bolsas

periodontais.
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ABSTRACT

Periodontitis is a chronic and polymicrobial inflammatory disease characterized by
gingival inflammation, pocket formation and/or gingival recession and alveolar bone
destruction. The periodontitis therapy is focused in the reduction or elimination of the
supragingival and subgingival microbial biofilm to prevent the disease progression. The
scaling and root planing (SRP) effectiveness can be compromised by the presence of pocket
depth and furcation involvement that difficult the instruments access to completely remove
the biofilms deposits from the root surface. In this context, alternative antibacterial
therapeutic modalities such as antimicrobial photodynamic therapy (aPDT) and low laser
level therapy (LLLT) have been proposed to improve the effectiveness of periodontal
treatment. However, clinical studies evaluation the efficiency of both treatment showed
nondefinitive and in part contradictory results with regards its clinical and microbiological
effects. Based on that, the aim of this study was evaluate the clinical effects of aPDT and
LLLT after the one-stage full-mouth disinfection protocol in the periodontitis treatment. A
split-mouth, randomized controlled clinical trial was conducted in 20 patients presenting at
least two contralateral single-rooted teeth with probing pocket depth (PD) >5 mm with
bleeding on probing (BOP) in single-rooted teeth. All patients were submmited to one-stage
full-mouth disinfection protocol (OSFMD) wherein SRP were completed in once session
associated with antiseptics. After that, the selected sites randomly received: (1) aPDT
(methylene blue as a photosensitizer activated by red and infrared diodo laser), or (2) LLLT
(red and infrared diodo laser). Clinical parameters were assessed at baseline and 3 months
post-therapies. Both treatment groups promoted a significant reduction of SS and PS after 3
months of periodontal therapy, however, no differences were observed between the groups
in regard to the clinical parameters evaluated. In conclusion, aPDT and LLLT therapy
promoted improvements in periodontal clinical parameters after OSFMD protocol; however
no distinct differences were found between both treatment modalities in this study.

Keywords: Periodontitis; Photodynamic Therapy; Low-Level Light Therapy.
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INTRODUCTION

Periodontitis is a chronic, multifactorial and polymicrobial inflammatory disease
which is characterized by periodontal ligament and alveolar bone destruction, associated
with gingival inflammation, pocket formation and/or gingival recession [1]. The main
etiological factor of periodontitis is the presence of anaerobic gram-negative bacilli residing
in the biofilm adhered to the tooth surface [2]. The presence of periodontopathogenic
bacteria such as Aggregatibacter actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis
(Pg), Treponema denticola (Td) and Tannerella forsythia (Tf) causes disturbed hemostasis
and destructive immunological host responses that causes periodontal breakdown and
eventually tooth loss [3]. Associated with that, various host risk factors can influence the
initiation, progression and extension of periodontitis including age, cigarette smoking,
systemic diseases, immune system disorders and hormonal changes [4].

Based on that, the periodontitis therapy is focused in the reduction or elimination of
the supragingival and subgingival microbial biofilm, as well as eliminating the factors that
favour its deposition, to prevent the disease progression [5]. An reduction of the subgingival
biofilm can be achieved by the scaling and root planing (SRP) where root surface is
debrided with hand instruments that allows the sufficient cleaning of the periodontal pockets
and facilitates periodontal reattachment [6]. However, the SRP effectiveness can be
compromised by the presence of pocket depth, furcation involvement, and presence of root
curvatures and invaginatus that difficult the instruments access to completely remove the
biofilms and calculus deposits from the root surface [7]. Additionally, periodontal pathogens
have the ability to invade the surrounding soft tissues and cannot be eliminated by
mechanical instrumentation [8]. In this way, even with therapy, some patients still have
attachment loss probably associated with the persistence of pathogens in the periodontal site
[9].

Several treatment options are available to support the efficacy of SRP including the
use of systemic antibiotics, however the antibiotic-resistant strains make the adjunct use of
antibiotics controversial and should be saved for cases of severe periodontitis [10,11].
Therefore, alternative antibacterial therapeutic modalities such as antimicrobial
photodynamic therapy (aPDT) have been suggested to improve the effectiveness of
periodontal treatment. The aPDT mechanism consisting in the use of a photosensitizers (e.g.
toluidine blue O, methylene blue and malachite green) that directly target in both gram-

negative and gram-positive bacteria without affect host cells[12]. This photosensitizer is
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activated by light of a specific wavelength and reacts with oxygen producing a highly
reactive state of oxygen, known as singlet oxygen, which are cytotoxic to microorganisms
[13]. In this way, the aPDT ensured reduction in microbial challenge which remains even
after the RAR in difficult access sites. Moreover, aPDT has other advantages including easy
application, absence of collateral effect and no selection of resistant bacterial on repeated
application [8]. In vitro studies showed complete removal of anaerobic bacteria and a
reduction in the lipopolysaccharides and proteases activity after aPDT [14,15]. Additionally,
there are several studies in animals that have also demonstrated that aPDT is effective in
reducing bone loss in periodontitis [16-18]. In regard to clinical studies, some studies have
shown a reduction in the percentage of bleeding on probing (BOP) and PD in sites treated
with aPDT [8,19,5] whereas other studies have not shown clinical advantages with the use
of aPDT [20-22]. Recently, Azaripour et al. [12] in a systematic review with meta-analysis
showed that aPDT adjunct to SRP provides a modest but significant effect in PD reduction
and CAL gain in treatment of chronic periodontitis.

The isolated use of low level laser therapy (LLLT) as an adjunctive to mechanical
approach has also been proposed in the periodontal therapy [23,24]. Different types of
infrared lasers, including neodymium:yttrium-aluminum-garnet (Nd:YAGQG), erbium:yttrium-
aluminum-garnet (Er:YAG), carbon dioxide (CO2) and diode lasers have been used in the
periodontal diseases treatment [25]. The use of infrared lasers adjunct to the RAR is
recommended based on its pain-reducing, anti-inflammatory effects and wound healing
promoter [23]. The infrared laser can accelerate the wound healing by estimulate collagen
synthesis, angiogenesis and growth factor release [26,27]. Its suggested that infrared lasers
accelerate periodontal wound healing and regeneration by promoting the debridement and
decontamination of diseased tissues [28]. Addictionaly, the bactericidal and detoxifying
effects of the diode laser during non-surgical periodontal treatment have been documented
[29,30]. Aykol et al.[23] showed that the use of diodo laser adjunct to SRP resulted in a
significantly more improvement in sulcus bleeding index, clinical attachment level (CAL),
and probing depth (PD) levels compared to the SRP alone. Similarly, Crispino et al. [24]
observed that both RAR with diodo laser or SRP alone were effective in improving gingival
index (GI), plaque index (PI) and PD but the diode laser use promoted more evident clinical
results. However, others studies did not demonstrate significant superiority of the
association with diodo laser and SRP over SRP alone in terms of gingival inflammation and

microbiologic parameters [31,32].
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The aim of this study was evaluate the clinical effects of aPDT and LLLT after the

one-stage full-mouth disinfection protocol in the periodontitis treatment.

MATERIAL AND METHODS
Study population

The present study was a single center, blinded, randomized clinical trial of 3 months
in duration which used a split-mouth design. This study was approved by the Ethical
Committee of Alfenas Federal University (CAAE 77385417.0.0000.51442) and performed
following the requirements of the World Medical Association Declaration of Helsinki. All
patients received a detailed description of the proposed treatment and signed a consent form
in advance of their inclusion in the study. Twenty patients (11 females and 9 males)
diagnosed with chronic periodontitis were included in this study conducted over a period of
1 year (February 2018— February 2019) at outpatient unit of Departament of Clinic and
Surgery, Alfenas Federal University, Minas Gerais, Brazil. The patients were recruted after a
screening examination that included a full medical and dental history, intraoral examination,
full-mouth periodontal probing and radiographs. The primary variable of this study was the
CAL that was assessed by clinical analysis. Data from the CAL of the study by Gilindogar et
al. (2016) (GUNDOGAR et al., 2016) that evaluated the effect of LLLT on the treatment of
chronic periodontitis in healthy patients was utilized to power calculation. Taking into
account the difference of 1mm in the CAL as clinically relevant and knowing that the
expected standard deviation for this type of analysis will be approximately 0.45, the sample
size of 18 patients was determined sufficient to obtain a  power study of 0.90 and the o
power of 0.05.

Among inclusion criteria were subject with untreated moderate periodontitis (Stage
I1, Grade B according to the criteria of the 2017 international classification[33]) with at least
two contralateral single-rooted teeth with PD >5 mm, CAL >3 mm, BOP and radiographic
signs of bone loss. Exclusion criteria were pregnancy, current smoking and smoking within
the past 10 years, use of mouth rinses containing antimicrobials in the preceding 2 months,
orthodontic appliances, systemic conditions that could affect the progression of
periodontitis, orthodontic appliances, and use of long-term administration of anti-

inflammatory and immunosuppressive medications.
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Treatment protocol

All the patients included in the study received information about the etiology of
periodontal disease and instructions for maintaining adequate plaque control, including
interdental cleaning with dental floss and interdental toothbrushes. The patients were treated
using the one-stage full-mouth disinfection protocol (OSFMD) [34] wherein SRP were
completed in once session associated with antiseptics. SRP was performed under local
anaesthesia using low speed diamond tips (Periodont, KG Sorensen, Sdo Paulo, Brazil)
(Figure 1A-D) and periodontal hand instruments (Gracey curettes, Hu-Friedy, Chicago, IL,
USA). Associated with SRP, tongue brushing with 1% chlorhexidine gel for 1 min, mouth
rinsing with 0.2% chlorhexidine solution for 2 min and subgingival irrigation of all pockets
(3x in 10 min) with 1% chlorhexidine gel (Figure 1E) were performed in all included
patients.

After these procedures, at least one single-rooted teeth, with PD >5 mm according to
the inclusion criteria in different quadrants, were randomly assigned by coin toss to receive
aPDT + SRP (test grup) or LLLT + SRP (control group). In the test group, the periodontal
included sites were irrigated with 1ml of the photosensitizer liquid (0.005% methylene blue
dye) using a blunt needle, starting from the apical end of the pocket and moving coronally to
avoid entrapment of air bubbles [35] (Figure 1F). Three minutes later all pockets were
thoroughly rinsed with sterile saline to remove the excess photosensitizer [36]. Immediately
after rinsing, the diode laser (Therapy — Plus, DMC®, Sio Carlos, Brazil) red (wavelength of
660 nm, power 100 mW, spot size 600 um and and energy density of 60 J/cm?) and infrared
(wavelength of 808 nm, power 2500 mW, spot size 600 um and energy density of 140
J/cm?) were applied simultaneously inside the periodontal pocket. The laser was equipped
with a probe tip that was placed at the pocket depth and moved circumferentially around the
tooth for 1 minute (six site per tooth (mesio-facial, mid-facial, disto-facial, mesiolingual,
mid-lingual, and disto-lingual) for 10s) (Figure 1G) [36]. In the control group, only the
diode laser (Therapy — Plus, DMC®, Sio Carlos, Brazil) red (wavelength of 660 nm, power
100 mW, spot size 600 um and and energy density of 60 J/cm?) and infrared (wavelength of
808 nm, power 2500 mW, spot size 600 um and energy density of 140 J/cm?) were applied
simultaneously inside the periodontal pocket after the FMD protocol. Finally, the patients
were instructed to rinse 2x daily with 0.12% chlorhexidine for 15 days After 7 days of the
procedure, the subgingival irrigation of all pockets (3x in 10 min) with 1% chlorhexidine gel

was repeated (Figure 1H).
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Clinical Measurements

Clinical findings were taken on six sites (mesio-facial, mid-facial, disto-facial,
mesiolingual, mid-lingual, and disto-lingual) of each tooth included in the analysis at the
baseline visit (immediately before the therapies), 4 and 12 weeks after the therapies by an
experienced masked periodontist (AENF) who was not involved in the treatment phase. All
parameters were measured using a UNC-15 periodontal probe (Hu-Friedy, Chicago, IL,
USA). The following clinical parameters were evaluated: gingival level (GL; measured from
cementoenamel junction to free gingival margin), PD (measured from free gingival margin
to the bottom of periodontal pocket), CAL (measured from the bottom of periodontal pocket
to the cemento-enamel junction) and BOP. BOP was determined in terms of the presence (+)

or absence (—) of bleeding during the 15s after the first probe insertion in the pocket.

Statistical analysis

The periodontal clinical parameters data including BOP positive sites, PD, CAL and
GL were submitted to the Shapiro-Wilk normality test, which confirmed the adhesion of the
data to the central distribution theorem in relation to BOP, PD and CAL and rejected this
adherence to the GL parameter. Regarding BOP, PD and CAL analysis, the comparison
between the groups was performed using the t-paired test while the comparison within each
group in the different experimental periods was performed using the ANOVA parametric
test for repeated samples supplemented by the Tukey test. Regarding the GL analysis, the
comparison between the groups was performed using the Wilcoxon test, whereas the
comparison within each group, varying the experimental periods, was performed by
applying the non-parametric Friedman test complemented by the Dunn test.
TheGraphPadPrism 6 software (San Diego, CA, USA) was used for statistical analysis of

this study and all statistical tests were applied at a significance level of 5%.

RESULTS

No patients were excluded from the study. Thus, the sample was composed of 14
women and 9 men, totaling 20 patients with a mean age of 52.30 (x 9.43). In relation to PD,
a significant reduction was observed between the baseline and after 90 days of treatment for
both groups (Control: 2.96 + 0.90 (Baseline), 3.00 = 0.91 (30 days) and 1.81 + 0.50 (90
days) ; Test: 2.62 + 0.38 (Baseline), 2.52 = 0.53 (30 days) and 1.97 = 0.67 (90 days)) (Figure

2). In addition, in the control group, a significant reduction was also observed between the
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periods of 30 and 90 days. Similarly, a significant reduction in BOP was observed between
baseline and after 30 and 90 days of treatment for both groups (Control: 20.30 = 11.38
(Baseline), 7.90 £ 8.36 (30 days) and 2.00 £+ 3.26 (90 days); Test: 18.80 = 11.25 (Baseline);
8.65 £ 9.76 (30 days) and 4.15 + 4.73 (90 days)) (Figure 3). On the other hand, no
significant difference between the groups and periods analyzed for GL parameter (Control:
0.80 (0.63) = 0.68 (Baseline); 0.80 (0.62) + 0.57 (30 days) and 0.99 (0.89) £ 0.68 (90 days);
: 1.33 (1.00) A + 1.11 (Baseline), 1.33 (1.03) A + 0.86 (30 days) and 1.13 (0.90) A + 1.07
(90 days)) (Figure 4). For CAL, a minimal but gradual decrease of the CAL was observed
over the periods in both groups, however, with no statistical difference between them
(Control: 3.74 £ 1.31 (Baseline), 3.83 + 1.28 (30 days) and 2.78 + 0.88 (90 days) Test 3.35 +
0.93 (Baseline) 3.60 + 1.17 (30 days) and 3.05 + 1.33 (90 days)) (Figure 5).

DISCUSSION

The aim of this study was compare the use of aPDT or LLLT as an adjunct to one-
stage full-mouth disinfection protocol in single-rooted teeth using a split-mouth design. The
split-mouth design was used in this study to eliminate intersubject variance that is a
challenging in parallel design even with perfect matching [37]. A smaller sample size is also
required to achieve equal test power in split-mouth design facilitating its execution [38]. In
addition, the both therapies tested in this study were applied only in single-rooted teeth
aiming at eliminated tooth related factors that may interfere in the tissue healing process
during non-surgical periodontal treatment [39]. Its known that periodontal pockets in multi-
rooted teeth with/without furcation involvements responded less favorably to SRP than
pockets at non-molar teeth [40].

To the best of our knowledge, no published study has evaluated the use of aPDT or
LLLT associated with OSFMD protocol. The OSFMD was proposed by Quirynen et al. [41]
aiming at periopathogens suppression in a very short time span from all oropharyngeal
habitats (mucous membranes, tongue, tonsils, saliva). In this protocol, the completion of all
debridement within a short time frame was recommended together with the use of a strong
antiseptic. In this way, the OSFMD can prevent/retard a cross-contamination of the treated
periodontal pockets by bacteria from untreated habitats. Fang et al. [42] in a sistematic
review with meta-analysis showed that OSFMD provides modest additional clinical benefits
over perform scaling and root planing according to jaw quadrant in PS reduction and CAL

gain. Moreover, less time was required to complete treatment in OSFMD protocol
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increasing patient acceptance to the non-surgical periodontal treatment. Based on these
advantages, the OSFMD protocol, including the application of chlorhexidine to all oral
habitats, was used in this study to performed the non-surgical periodontal treatment.

The results of the present study showed improvements in BOP and PD after both
treatments, but there was no difference between aPDT or LLLT groups in any of the clinical
parameters assessed. Its suggested that the use of photosensitizer liquid (0.005% methylene
blue dye) did not seem to promote additional gains in clinical periodontal parameters in
regard to LLLT use alone. The results showed by Teymouri et al. [43] support the results
obtained in this study, showing an improvement in the three treatment groups (aPDT, LLLT
and SRP alone) in PS and CAL clinical parameters without statistically significant
differences in intergroup analysis. Moreover, LLLT and aPDT significantly decreased the
BOP average in comparison to SRP alone but without differences between them.
Additionally, various clinical studies [8,35,44,20] did not find any statistically significant
benefit in PD and CAL changes, favoring the group submitted to SRP with aPDT in
comparison to SRP alone. The effects SRP alone in the treatment of periodontitis have been
well documented and include clinical inflammation reduction, PD reduction, clinical
attachment gain and microbial shifts to a less pathogenic subgingival flora [45,46].

On the other hand, others studies evaluating the aPDT efficiency as an adjuvant to
SRP have shown greater PD reductions and significant clinical insertion gains compared to
SRP alone in periodontitis treatment [39,47,5]. In fact, Campos et al. [39] during residual
pockets treatment in single-rooted teeth using diode laser with a 660 nm wavelength, 60 mW
power, and 129 J/cm2 energy density, together with methylene blue as a photosensitizer (10
mg/ml) showed higher PD depth reduction and CAL gain in the aPDT plus SRP group at 3
months in comparison to SRP alone. Furthermore, sites treated by the combined approach
resulted in a significant reduction in the number of sites with PD <5 mm without BOP after
3 months compared to sites treated by SRP alone. In a similar approach, Correa et al. [47]
showed higher PD depth reduction and CAL gain in the aPDT plus SRP group associated
with a statistically significant reduction in the A4.a levels on the 3rd and 7th days after
therapy in comparison to SRP alone. Berakdar et al. [5] compared the aPDT (using diodo
laser at a wavelength of 670 nm and a maximum power of 150 mW and 0.005% methylene
blue) with SRP alone in initial periodontal treatment and showed that a greater reduction of
the PD, achieved by a combination of SRP and aPDT, was statistically significant after six

months.
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Its probably that these beneficial effect of aPDT as an adjunct to SRP are result of
the photodestructive effects of oxygen-reactive species associated with the modulation
action of the LLL [1]. These cytotoxic species can damage plasma membranes and DNA,
resulting in cell death [8]. The methylene blue, commonly used as photosensitizer, have a
pronounced cationic charge that helps them bind to the Gram-negative bacteria membrane
with a high degree of selectivity for killing microorganisms [48]. In vitro studies showed
complete removal of anaerobic bacteria and a reduction in the lipopolysaccharides and
proteases activity after aPDT [14,15]. Furthermore, clinical studies have been showed a
reduction in periodontopathogens after aPDT therapy [20,49]. Therefore, the aPDT approach
have been indicated in deeper sites that are less accessible for mechanical debridement with
a more anaerobic microorganisms in comparison to shallow pockets [8]. However, the use of
methylene blue in association with red and infrared lasers in a single application do not
promote additional periodontal gains in the present study. Its suggested that that the short
time of exposure to light can be one reason for aPDT’s lack of effect in the present study
once some authors suggested that the multiple aPDT section is more effective than a single
treatment [1,50,51].

The simultaneous application of red and infrared laser during aPDT proposed in this
study aiming not only activate the photosensitizer using the red laser but also increase tissue
repair by the infrared laser action. Curettage with infrared laser guarantee complete removal
of the pocket epithelium without tissue necrosis [52]. Moreover, the LLLT can promotes
wound healing by accelerating collagen synthesis, increase anti-inflammatory cytokine
levels, ATP synthesis and fibroblast proliferation [53]. Aikol et al. [23] evaluated the
efficiency of diode laser therapy (808 nm wavelength and 4 J/cm? energy density) as an
adjunct to SRP and demonstrated LLLT group showed significantly more improvement in
sulcus bleeding index (SBI), CAL, and PD levels compared to the SRP alone. Similarly,
Alzoman et al. [54] observed that diode laser irradiation of diseased periodontal pockets at
685 nm and 1.6 J cm? promoted a statistically significant improvements in gingival index
(GI), PD, CAL and SBI compared to SRP alone. Additionally, the percentage of P.
gingivalis-positive sites in the LLLT group decreased from 80% (12/15) to 20% (3/15) after
laser irradiation while no significant changes were noted in the SRP alone group. Giindogar
et al. [55] tested multiple LLLT therapy (980-nm wavelength and 7.64 J/cm?) in premolar
teeth with deep pockets and also showed that CAL, PD, and GI were significantly lower in
the SRP + LLLT group than in the SRP group at the third and sixth months. However, other

studies have been demonstrated no advantages in the use of LLLT associated with SRP
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[32,56]. A recent meta-analysis concluded that LLLT-mediated SRP demonstrated
significant short-term benefits over SRP monotherapy in the improvement of the PD and the
level of interleukin-1p in the gingival crevicular fluid. Nevertheless, LLLT failed to show
significant additional intermediate term (3 and 6 months) effects in terms of clinical
parameters and alveolar bone density [37].

The present study has some methodological limitations. The conflicting data
reported in different clinical trials involving aPDT and LLLT are associated with different
laser parameters used in the studies protocol that results in different level of energy density
and consequently different degrees of change in the target tissue [56]. Due to the lack of
adequate studies, there is no agreement in regard to optimal treatment parameters for laser
therapy. Then, we tested in this study the application of red and infrared laser
simultaneously to evaluated its efficiency. Moreover, the absence of a SRP alone group and
a short time follow up (90 days) were also considered limitations of the present study.

Within the limitations of this study, it may be concluded that aPDT and LLLT
therapy promoted improvements in periodontal clinical parameters after OSFMD protocol;
however no distinct differences were found between both treatment modalities regarding
gain of clinical insertion, the control of inflammation and the elimination of residual

pockets.
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Legends

Figure 1: Therapy sequence in test group. A: Initial probing depth in the mesial of 21 tooth;
B-D: Ccaling and root planing using low speed diamond tips; E: Subgingival irrigation with
1% chlorhexidine gel; F: Photosensitizer liquid (0.005% methylene blue dye) application in
the pocket using a blunt needlel; G: Diode laser application in the depth of the pocket using
a probe tip; H: Clinical aspect after 7 days of the clinical procedure.

Figure 2: Mean and standard deviation data of the probing depth of all groups and
evaluation periods. **p <0.01; ***p <0.001 - Anova test for repeated samples
complemented by the Tukey test.

Figure 3: Mean and standard deviation data of the number of sites with bleeding on probing
in all groups and evaluation periods. **p <0.01; ***p <0.001 - Anova test for repeated
samples complemented by the Tukey test.

Figure 4: Data from the median and quartiles 1 and 3 in a box-type plot of the gingival
margin level in all groups and evaluation periods.

Figure 5: Mean and standard deviation data of the clinical level of insertion in all groups

and evaluation periods.
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Numero do Parecer: 2.668.654

Apresentagdo do Projeto:

Trata-se de um projeto de meetrado, de financiamento proprio @ 2em conflito de interesse.
Objetivo da Peequisa:

*O objetivo desze estudo & avaliar o efeito da combinagao da terapia fotodinamica antimicrobiana e da
lasarterapia de baixa poténcia em complemento ao protocolo de deeinfecgdo de boca toda no tratamento de
periodontite cronica.”
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b. os beneficios oriundos da execugio do projeto justificam oe riecoe corridos;

c.Foi apresentada medida minimizadora/corretiva para oe riecoe descritos.

Comentarios e Consideragoee sobre a Peequisa:

a. Metodologia da peequisa — adequada aos objetivos do projeto e atualizada.
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ConsideragGes sobre os Termos de apresentagao obrigatoria:

a. Termo de Consentimento Livre e Eaclarecido (TCLE) — Presente e adequado.
b. Termo de Assentimento (TA) — Nao 2e aplica.

c. Termo de Aszentimento Eaclarecido (TAE) — Nao e aplica.

d. Termo de Compromigeo para Utiizagao de Dados e Prontuarioe (TCUD) — preeente e adequado.
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f. Folha de rosto - Presente e adequada.

g. Projeto de peaquisa completo e detalhado - Presente e adequado.
Recomendagoes:
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Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagoes:
Recomendagio de aprovagao do projeto.
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O Colegiado do CEP acata o parecer do relator.
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ANEXO B

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO (TCLE)

Vocé esta sendo convidado (a) a participar, como voluntario(a), da pesquisa —
UTILIZACAO DE TERAPIA FOTODINAMICA E LASERTERAPIA NO
TRATAMENTO DE PERIODONTITE CRONICA: ESTUDO CLINICO, no caso de vocé
concordar em participar, favor assinar ao final do documento. Sua participacdo ndo ¢
obrigatoria, e, a qualquer momento, vocé poderd desistir de participar e retirar seu
consentimento. Sua recusa nao trard nenhum prejuizo em sua relagdo com o pesquisador (a)
ou com a instituicdo. Vocé receberd uma copia deste termo onde consta o telefone e
endereco do pesquisador (a) principal, podendo tirar dividas do projeto e de sua
participagao.

TITULO DA PESQUISA: UTILIZACAO DE TERAPIA FOTODINAMICA E
LASERTERAPIA NO TRATAMENTO DE PERIODONTITE CRONICA: ESTUDO
CLINICO
PESQUISADOR (A) RESPONSAVEL: Prof. Dr. Noé Vital Ribeiro Junior
PESQUISADORA PARTICIPANTE: Mestranda Alice Engel Naves Freire
ENDERECO: Rua Gabriel Monteiro da Silva, 700 — Centro — Alfenas/MG
TELEFONE: (35) 3701-9416

OBJETIVOS: O objetivo desse estudo ¢ avaliar o efeito da combinagdao de dois
tratamentos utilizando o laser, chamados de terapia fotodindmica antimicrobiana e de
laserterapia de baixa poténcia, associados ao tratamento convencional utilizado para tratar a
periodontite cronica. A periodontite cronica ¢ uma doenca inflamatoria dos tecidos de
suporte dos dentes, causada por microrganismos, resultando em uma destruicao progressiva
desses tecidos e do 0sso que suporta os dentes.

JUSTIFICATIVA: Uma grande parte da populagao ¢ acometida pela periodontite
cronica e os tratamentos convencionais possuem certas limitagdes como resisténcia
bacteriana pelo uso sistémico de antibidtico e a limitagdo ao acesso a certas regides de
dentes para realizar a desinfeccdo. Sendo assim mais estudos e tratamentos alternativos se
fazem necessarios. Assim, este projeto se propde a avaliar se o tratamento convencional
combinado a laserterapia de baixa poténcia e terapia fotodinamica antimicrobiana podem

melhorar os aspectos da doenga.
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PROCEDIMENTOS DO ESTUDO: Sera realizada raspagem em todos os dentes
com anestesia local, em seguida, sera realizada a terapia fotodindmica, utilizando a aplicagao
de um corante nos tecidos ao redor dos dentes e aplicagdo do laser. Apds essa terapia, sera
aplicado somente o laser nos tecidos ao redor dos dentes. Os pacientes serdao avaliados antes
do tratamento e 7, 15, 30 e 90 dias apds o término do tratamento.

RISCOS E DESCONFORTOS: Os riscos e desconfortos que podem ocorrer sao: dor
durante a realizacdo de anestesia local, e hematomas provenientes da aplicagdo de anestésico
local. Sobre o tratamento convencional de raspagem dos dentes, a gengiva pode se
apresentar um pouco avermelhada, dolorosa e com sangramento espontaneo logo apds a
realizagdo do procedimento, mas esses sinais tendem a regredir em poucos dias. Sobre os
tratamentos com o laser, ndo ha riscos e desconfortos. Para minimizar o possivel trauma
causado pelo tratamento periodontal convencional, serd feita a aplicagdo de Laser de
Baixa Intensidade, para diminuir a dor e a inflamagao ap6s tratamento.

BENEFICIOS: Os pacientes serdo beneficiados com o tratamento periodontal, com o
objetivo de eliminar a periodontite cronica. O laser pode trazer muitos beneficios adicionais,
como reducdo da dor pods-tratamento, reparo mais rapido, diminui¢do da inflamagao,
eliminagdo das bactérias mais eficiente, contribuindo para a resolu¢ao da doenca de forma
mais eficaz.

CUSTO/REEMBOLSO PARA O PARTICIPANTE: Nao havera nenhum gasto com
sua participacdo. As consultas, exames, tratamentos serdo totalmente gratuitos, ndo
recebendo nenhuma cobranga com o que seré realizado. Vocé também nio receberd nenhum
pagamento com a sua participacao.

CONFIDENCIALIDADE DA PESQUISA: os pesquisadores garantem o sigilo que
assegure a privacidade dos participantes quanto aos dados confidenciais envolvidos na

pesquisa, os dados que possam identificar os participantes ndo serdo divulgados.

Assinatura do Pesquisador Responsavel:

Eu, , declaro

que li as informagdes contidas nesse documento, fui devidamente informado(a) pelo

pesquisador — Prof. Dr. Noé¢ Vital Ribeiro Junior — dos procedimentos que serdo utilizados,
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riscos e desconfortos, beneficios, custo/reembolso dos participantes, confidencialidade da
pesquisa, concordando ainda em participar da pesquisa.

Foi-me garantido que posso retirar o consentimento a qualquer momento, sem
qualquer penalidade ou interrupcdo de meu acompanhamento/assisténcia/tratamento.
Declaro ainda que recebi uma copia desse Termo de Consentimento.

Poderei consultar o pesquisador responsavel (acima identificado) ou o CEP-
UNIFAL-MG, com endereco na Universidade Federal de Alfenas, Rua Gabriel Monteiro da
Silva, 700, Centro, Cep - 37130-000, Fone: (35) 3299-1318, no e-mail: comite.etica@unifal-
mg.edu.br sempre que entender necessario obter informagdes ou esclarecimentos sobre o
projeto de pesquisa € minha participagdo no mesmo.

Os resultados obtidos durante este estudo serdo mantidos em sigilo, mas
concordo que sejam divulgados em publicagdes cientificas, desde que meus dados pessoais

ndo sejam mencionados.

Alfenas, de de20 .

(Nome por extenso) (Assinatura)

(NOME E ASSINATURA DO SUJEITO OU RESPONSAVEL (se menor de 21 anos))



