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LOPES B M V. Avaliagéo do efeito do laser de Er:YAG no tratamento da doenca
periodontal crénica em humanos. Analises clinica, imunolédgica e microbioldgica
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

Resumo

Introducdo: O objetivo do presente estudo foi de comparar o efeito do laser de
Er:'YAG (100mJ/pulso, 10Hz, 12,9J/cm?), associado ou n3o, & raspagem e
alisamento radicular (RAR), com a RAR sozinha no tratamento de pacientes com
doenca periodontal cronica, por meio de pardmetros clinicos, imunolégico e
microbiologico.

Metodologia: Vinte e um pacientes apresentando 4 bolsas entre 5 e 9 mm, em
sitios ndo vizinhos foram selecionados. Em um estudo de boca dividida, cada sitio
foi randomizado e divididos nos grupos: 1)RARL - RAR e Laser; 2)L - Laser
somente; 3)RAR - RAR somente e 4)C - sem tratamento algum. Os indices de
placa (IP) e gengival (IG), sangramento a sondagem (SS), niveis de interleucina 1
Beta (IL-1p — pelo teste ELISA) e a presenca de bactérias (Aa, Pg, Pi, Pn e Tf pela
técnica PCR) foram avaliados no inicial 12, 30, 90 e 180 dias pds-tratamentos,
enquanto profundidade de sondagem (PS), recessdo gengival (RG) e nivel de
insercdo (NI) foram avaliados antes, 30, 90 e 180 dias apds os tratamentos.
Analise estatistica dos dados foi realizada (p<0,05) intra e inter grupos.
Resultados: Doze dias apds os tratamentos, IP reduziu para RARL e RAR
(p<0,05); IG aumentou em L, RAR e C (p<0,05) e SS reduziu para RARL, L e
RAR (p<0,05). Aos 30 dias, o IP reduziu RARL e RAR (p<0,05), o IG reduziu
para RARL (p<0,05) e aumentou para C (p<0,05). Os grupos RARL, L e RAR
apresentaram reducdo no SS e ainda, reduziram significantemente o SS quando
comparados ao C (p<0,05). A PS reduziu para os grupos RARL, L e RAR
(p<0,05), o NI aumentou para RAR (p<0,05) e RG aumentou para RARL e L
(p<0,05). Apos 90 dias, o IP reduziu para todos os grupos do estudo (p<0,05); o
IG reduziu para o grupo RARL e RAR (p<0,05); o SS reduziu para todos 0s
grupos do estudo (p<0,05). A PS reduziu para os grupos RARL, L e RAR



(p<0,05), o NI aumentou para RARL, L e RAR (p<0,05) e RG aumentou para
RARL e L (p<0,05).Aos 180 dias, IP reduziu para RARL, L e RAR (p<0,05); IG
reduziu para RARL e RAR (p<0,05); SS reduziu para todos os grupos do estudo
(p<0,05). A PS reduziu, NI e RG aumentaram para os grupos RARL, L e RAR
(p<0,05). Em todos os periodos, os grupos tratados RARL e L demonstraram
reducdo significante na porcentagem de sitios com presenca de alguma bactéria
(p<0,05), j& o grupo RAR demonstrou essa reducdo somente até os 30 dias
(p<0,05). O grupo RARL foi 0 que apresentou menor prevaléncia de bactérias
presentes quando comparadas as diferencas entre 0s grupos. Os niveis de IL-1p
observados no estudo ndo demonstraram diferencas significantes (p>0,05) intra e
inter grupos em todos os periodos do estudo.

Conclusado: A irradiacdo com o laser de Er:YAG, associado ou ndo a raspagem,
como alternativa para o tratamento de bolsas periodontais promove beneficios
microbioldgicos sem contudo apresentar alteracGes clinicas e imunoldgicas

significativas.

Palavras Chave: lasers; raspagem dentaria; aplainamento radicular; doencas
periodontais; interleucina-1; reacdo em cadeia da polimerase; estudo comparativo;
laser de Er:-YAG.



LOPES B M V. Effects of scaling and root planning with Er:YAG laser in chronic
periodontitis. A controlled clinical, immune and microbiological human study.
[Tese de Doutorado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia da UNESP; 2008.

Abstract

Background: The Er:YAG laser has recently been used for periodontal therapy.
This study compared Er:YAG laser irradiation (100 mJ/pulse, 10 Hz, 12.9 J/cm?)
with or without conventional scaling and root planing (SRP), versus SRP only for
treatment of periodontal pockets affected with chronic periodontitis.

Methods: Twenty-one patients, with pockets from 5 to 9 mm in non-adjacent
sites, were studied. In a split-mouth design, each site was randomly allocated to a
treatment group: 1) SRPL - SRP and laser; 2) L - laser only; 3) SRP - only SRP;
4) C - no treatment. Plaque index (PI), gingival index (Gl), bleeding on probing
(BOP), and interleukin-1f3 levels in crevicular fluid (IL-1B) were evaluated at
baseline, 12, 30, 90 and 180 postoperatively, while probing depth (PD), gingival
recession (GR), and clinical attachment level (CAL) were evaluated at baseline,
30, 90 e 180 days after treatment. Statistical analysis was conducted (p<0.05) inter
and intra groups.

Results: Twelve days postoperatively, Pl decreased for SRPL and SRP (p<0,05);
Gl increased for L, SRP and C (p<0,05) and BOP reduces for SRPL, L and SRP
(p<0,05). Thirty days after treatments, P1 decreased for SRPL and SRP (p<0,05),
Gl decreased for SRPL (p<0,05) and increased for C (p<0,05). BOP decreased for
SRPL, L and SRP groups and data showed BOP reduction when compared the C
(p<0,05). Values of PD decreased in SRPL, L and SRP groups (p<0,05), CAL
gain showed an improvement for SRP (p<0,05) and GR increased for SRPL and L
(p<0,05). Ninety days postoperatively, Pl decreased for all treated groups
(p<0,05); Gl reduced for SRPL and SRP (p<0,05); BOP decreased for all treated
groups (p<0,05). Data of PD showed a reduction for SRPL, L and SRP groups
(p<0,05); CAL gain was significant for SRPL, L and SRP groups (p<0,05); GR



values increased for SRPL and L groups (p<0,05). Six months after treatments, Pl
decreased for all treated groups (p<0,05); Gl reduced for SRPL and SRP (p<0,05);
BOP decreased for all treated groups (p<0,05). Values of PD decreased and values
of NI and GR increased for SRPL, L and SRP groups (p<0,05). In all periods,
SRPL and L groups demonstrated a significant reduction on percentage of sites
with presence of bacteria (p<0,05), already SPR group demonstrated
microbiological improvements only 30 days postoperatively (p<0,05). SRPL
group was presented smaller prevalence of bacteria than others groups. No
difference was detected for IL-1p among groups and periods.

Conclusions: Results indicated that Er:YAG laser irradiation, with or without
conventional scaling and root planning, may be used and as an adjunctive aid for
treatment of periodontal pockets, and promoves microbiological benefits, however

no demonstrated clinical and immunological significants changes.

Keywords: lasers; scaling dental; root planing; periodontal diseases; interleukin-

1; polymerase chain reaction; comparative study; Er:YAG. laser



1 Introducao

As doencas periodontais sdo infecgdes multifatoriais iniciadas por um
complexo de espécies bacterianas que interage com os tecidos e as células do
hospedeiro causando a liberacgdo de um grande conjunto de citocinas
inflamatdrias, quimiocinas e mediadores, alguns dos quais levam a destruicdo de
estruturas periodontais, incluindo os tecidos de suporte dental, 0 0sso alveolar e o
ligamento periodontal.®#%

O estimulo para o inicio da doenca € a presenca de biofilmes microbianos
complexos que colonizam as regides do sulco entre a superficie dental e a margem
gengival por meio de interacOes especificas de aderéncia e acimulo decorrentes
de alteracdes arquitetdnicas no sulco (perda de insercdo e formacéo de bolsa).**

Os microrganismos mais frequentemente relacionados a ocorréncia desta
doenca sdo Agregatibacter actinomycetencomitans (Aa), Tanerrella forsythia (Tf),
Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi), Prevotella nigrescens
(Pn) e Treponema denticola (Td).*> A presenca de endotoxinas liberadas por estes
microrganismos dentro do fluido crevicular, leva a producdo e a liberacdo de
citocinas, pelas células inflamatérias, atuando como reguladoras da resposta
imune.®

Dentre os varios mediadores presentes neste processo, destacam-se a
Interleucina 1Beta (IL-1B), que é produzida por macréfagos e mondcitos em
resposta, principalmente, a endotoxinas bacterianas e esta diretamente relacionada

a fendmenos de reabsorcdo dssea 23149%

2,22

podendo ser quantificavel por meio de
testes enzimaticos.

Clinicamente, a remogéo dos agentes etiologicos locais € realizada através
do procedimento de raspagem e alisamento radicular (RAR), por meio de
instrumentos manuais, rotatérios e ultra-sénicos. Hoje, ha evidéncia que
demonstra que a raspagem e alisamento radicular (RAR) € o procedimento mais
usado para tratamento da doenca periodontal e que tem mostrado os melhores

resultados. **° No entanto, o tratamento radicular requer habilidades clinicas e as



vezes, ainda, apresenta algumas limitacdes que dificultam a sua realizacéo.
Existem diversos fatores que podem limitar o sucesso da RAR convencional por
tornarem restrito o acesso a bolsa periodontal com os instrumentos manuais.®
Dentre eles, podemos citar a anatomia da raiz, local e posicdo do dente, areas com
concavidades, furcas e bolsas periodontais com profundidade iguais ou superiores
a 6mm.36’13’6°

Alguns estudos, ainda, sugerem que a instrumentacdo mecanica resulta em
uma mudanca modesta e transitoria na composicdo da microbiota patogénica

I 70,12,53 42,70
H

periodonta especialmente em sitios profundos.

Desde a elaboracdo do primeiro equipamento laser, o qual tinha como

6,15

meio ativo um cristal de rubi *, varios estudos tém demonstrado o efeito

destes lasers na Medicina, bem como na Odontologia, principalmente em
superficies radiculares.*#"283457.66-69.7L,72

Recentemente, a terapia com Laser tem sido investigada para um largo
campo de aplicacdes na Periodontia *°. Existem dois grupos de lasers utilizados
em Odontologia, classificados de acordo com o0 mecanismo de interagdo com 0s
tecidos. Os lasers de baixa intensidade promovem reducdo bacteriana, por meio de
fotossensibilizacdo, além de apresentarem propriedades analgésicas,
antiinflamatdrias, e de bioestimulacdo. Ja os lasers de alta intensidade promovem
uma interacéo fototérmica ou fotomecanica com os tecidos,'%728:3456.66-69.71,72
Os lasers de alta intensidade tém sido utilizados em periodontia para

11,52,3

promover reducdo bacteriana em bolsas periodontais e alguns autores tém

avaliado o efeito desta irradiagdo em procedimentos de raspagem e alisamento
radicular.*328:27

Dentre os lasers de alta intensidade, o laser de Er:YAG € o mais ressonante
as superficies mineralizadas e tem demonstrado bons resultados quando utilizados
para substituir os instrumentos manuais nos procedimentos de RAR.*>131517.2>
28,33,34,54-3866-697172 T3 fato se deve ao alto grau de absorcdo da agua pelo seu
comprimento de onda (2,94 pum) promovendo micro-explosdes por meio de
absorcdo da &gua e ejecdo dos tecidos (ablagdo explosiva), ocorrendo

conseqlientemente menores danos térmicos nas superficies irradiadas.



A partir das pesquisas que foram realizadas com este laser em tecidos
mineralizados, surgiu uma nova perspectiva do uso destes lasers no tratamento
periodontal como substituto de instrumentos manuais para realizacdo de raspagem

e alisamento radicular e ou como técnica coadjuvante a este procedimento.*>2"?:

34,71,72

Vérios estudos tém avaliado o efeito de superficies radiculares irradiadas
com o laser de Er:YAG. Estudos in vitro tém demonstrado que apesar desta
irradiacdo ndo provocar carbonizacdo, crateras e trincas, pode promover a
formacdo de uma superficie irregular e rugosa decorrente do processo de ablacdo
explosiva.**>?%%% Qutros trabalhos demonstraram bons resultados em relagdo a
biocompatibilidade das superficies irradiadas pelo laser de Er:YAG por meio de

10,16,23,54,66-68 ; 17,20,55,57-58,69

adesdo de células in vitro, in situ % e in vivo.

Feist et al.?®

em 2003 analisaram in vitro, por meio de MEV, a adeséo e a
proliferacdo de fibroblastos de gengiva humana sobre superficies radiculares
irradiadas com laser de Er:YAG ou instrumento manual. Observaram, no estudo,
que houve um aumento significante da adesdo e na proliferagédo fibroblastica em
superficies irradiadas com laser de Er:YAG, através de 2 irradiacdes de 10
segundos com 60mJ/10Hz (3J/cm?), comparado ao grupo que ndo foi irradiado
com laser (controle) e ao irradiado com o mesmo laser, com 100mJ/10Hz
(5J/cm?). Ainda com relacdo ao efeito do laser de Er:YAG, na adesdo de

fibroblastos, Schoop et al.**

(2002) utilizando fibroblastos originados de ratos,
verificaram que o laser de Er:YAG utilizado nos parametros de 100mJ/15Hz
(5,98J/cm?) com angulacio de 45°, com 5 irradiacdes de 5 segundos e intervalos
de 15 segundos de duragdo entre as irradia¢cdes, combinado ou ndo a raspagem e
alisamento radicular oferece melhores condi¢des de aderéncia de fibroblastos que
superficies radiculares, tratadas apenas com raspagem e alisamento radicular.
Com o objetivo de analisar a profundidade de penetracdo do laser de

Er:-YAG na superficie radicular, Folwaczny et al.?’

(2000) analisaram, in vitro, a
remocao de substancias radiculares apds irradiacdo com laser de Er:YAG, com
energias variando de 60 a 150mJ, e freqiiéncia de 15Hz, com total de 300 pulsos.

Na anélise, por meio de MEV, os resultados demonstraram que a remocao das



estruturas radiculares com o Er:YAG, em baixas energias, sdo semelhantes as
removidas com instrumentacdo manual, com curetas, e que a remocao de
estruturas cementarias dependiam do nivel de energia aplicado e da presenca de
calculo.

Para analisar o efeito de diferentes angulacdes da ponta de saida do laser

com as superficies radiculares, Folwaczny et al.?

(2001) realizaram estudo in
vitro determinando a quantidade de remocdo de cemento e ou dentina de
superficies irradiadas com laser de Er:YAG (10Hz), utilizando diferentes
angulacdes da ponta de saida do feixe. Utilizaram 150 dentes extraidos, que foram
divididos em trés grupos, de acordo com a energia utilizada: 60mJ (Grupo A),
100mJ (grupo B), 180mJ (Grupo C). Em cada grupo, 10 amostras foram
irradiadas nas angulacgdes de 15°, 30°, 45°, 60° e 90° entre a ponta de saida e a
superficie radicular. Os resultados demonstraram no grupo A profundidade de
defeitos de 41,39 (£32,55)um com 15° de angulagéo, a 181,39 (£74,42)um com
angulacdo de 90°. No grupo B a profundidade dos defeitos variou de 51,96
(x26,86)um com 15° a 306,64 (x62,44)um com 90°. No grupo C as
profundidades dos defeitos variaram de 64,73 (£27,73)um com 15° a 639,89 (x
47,28)um com 90°. Os autores concluiram que, dentre os pardmetros fisicos de
radiacdo, a angulacéo clinica da aplicacdo do feixe laser de Er:YAG influencia
fortemente na remocdo de substancias de superficies radiculares e que uma
angulagéo por volta de 30° seria a mais adequada para minimizar os danos
térmicos que o laser pode provocar.

Com o objetivo de demonstrar os efeitos do laser sobre a reducdo de
bactérias periodontopatogénicas, Ando et al.®> (1996), realizaram um estudo in
vitro para observar o efeito bactericida do laser de Er:YAG sobre Porphyromonas
gingivalis (Pg) e Agregatibacter actinomicetemcomitans (Aa). Com uma
densidade de energia de 10,6J/cm?, apropriada para a remocéo de calculo, houve
uma reducéo de coldnias de Pg de 17,2% e para Aa de 26,5% Concluiram que o
laser de Er:YAG teve efeito bactericida com baixas energias, tanto para Pg como

para Aa.



Entretanto na literatura ainda sdo escassos 0s estudos clinicos controlados
em humanos que demonstram os efeitos da utilizacdo do laser de Er:YAG em
superficies radiculares, como coadjuvante do tratamento periodontal néo
CiI’l]rgiCO.17’20’55'57-58'69

Schwarz et al.>®

(2001) compararam a efetividade do laser de Er:YAG a
raspagem e alisamento radicular no tratamento periodontal ndo cirdrgico. Vinte
pacientes foram tratados em um estudo de boca dividida, aleatério, comparando a
irradiacdo de superficies radiculares com laser de Er:YAG com 160mJ/pulso e
freqiiéncia de 10Hz (32J/cm?), com raspagem e aplainamento radicular com
instrumentos manuais. Os parametros clinicos utilizados para avaliacdo foram
indice de placa, indice gengival, sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem, recessdao gengival e nivel de insercdo clinica no inicio, 3 e 6 meses,
com auxilio de sonda periodontal manual, realizados por um Unico examinador
calibrado, que ndo foi o mesmo que realizou os tratamentos. Foram coletadas
amostras de placa subgengival e analisadas em microscopia de campo escuro para
verificar a presenca de cocos, bastonetes e espiroquetas. Os resultados clinicos
demonstraram que ambos os tratamentos foram efetivos e que houve maior
reducdo de sangramento a sondagem e melhora no nivel de insercdo clinica no
grupo tratado com laser quando comparado com o grupo controle nos 3 e 6 meses
(p<0,05). Ambos os grupos demonstraram significante aumento no ndmero de
cocos e bastonetes imoveis e diminuicdo nos bastonetes mdveis e espiroquetas.
Diante dos resultados, os autores concluiram que o laser de Er:YAG pode
representar um tratamento alternativo para terapia periodontal ndo cirurgica.

Apbs dois anos de acompanhamento dos pacientes do estudo anterior >
com controle de placa supragengival realizados aos 12, 18 e 24 meses apds 0S
tratamentos, Schwarz et al.”® demonstraram que ambos os tratamentos foram
efetivos. No entanto, observaram aos 12 e 24 meses, quando se comparou 0 grupo
tratado com laser com o grupo RAR, maior reducdo de sangramento a sondagem
(p<0,05), melhora na profundidade de sondagem (p<0,01), maior reducdo da
recessdo gengival (p<0,001) e melhora no nivel de insercdo clinica (p<0,001).

Ambos o0s grupos demonstraram significante aumento no numero de cocos e



bastonetes imoveis e diminuicdo nos bastonetes moveis e espiroquetas. Devido a
estes resultados, os autores concluiram que o ganho de inserc¢do clinico obtido
para ambos os tratamentos laser de Er:YAG e RAR pode ser mantido por um
periodo de 2 anos.

Os mesmos autores anteriormente citados em um outro estudo de 2003
compararam o efeito da irradiacdo com laser de Er:YAG combinado com a RAR
com instrumentos manuais ao laser de Er:YAG utilizado isoladamente no
tratamento periodontal ndo cirGrgico®’. Vinte pacientes com doenca periodontal de
avancada a moderada foram tratados em um estudo de boca dividida, aleatorio,
comparando a irradiacdo de superficies radiculares com laser de Er:YAG
(160mJ/pulso; 10Hz) associado a RAR com instrumentos manuais (grupo teste) e
laser de Er:YAG (160mJ/pulso; 10Hz) (grupo controle). Os parametros clinicos
utilizados para avaliacdo foram indice de placa, indice gengival, sangramento a
sondagem, profundidade de sondagem, recessdo gengival e nivel de insercdo
clinica no inicio, 3, 6 e 12 meses, com auxilio de sonda periodontal manual,
realizados por um unico examinador calibrado que ndo foi 0 mesmo que realizou
os tratamentos, além de analise microbioldgica. Foram coletadas amostras de
placa subgengival e analisadas em microscopia de campo escuro para verificar a
presenca de cocos, bastonetes e espiroquetas. Os resultados clinicos demonstraram
que ambos os tratamentos foram efetivos no tratamento periodontal. Uma
significante reducdo no indice gengival, no sangramento a sondagem, na média de
reducdo da profundidade de sondagem e na média do ganho de insercdo clinico
pdde ser observada em ambos 0s grupos apds 3, 6 e 12 meses (p<0,05), porém,
sem diferenca estatisticamente significante entre os grupos tratados. Ambos os
grupos demonstraram significante aumento no namero de cocos e bastonetes
imoveis e diminuicdo nos bastonetes moveis e espiroquetas. De acordo com 0s
resultados, os autores concluiram que tanto o laser de Er:YAG combinado a RAR
quanto o laser de Er:YAG isoladamente, puderam demonstrar uma melhora
significante para todos os parametros avaliados e, ainda, que a combinacdo do
laser de Er:YAG com a RAR ndo demonstrou beneficios adicionais na terapia

periodontal, quando comparado ao laser de Er:YAG isoladamente.



Estudo de Crespi et al.'® (2006) demonstrou que o laser de Er:YAG pode
ser usado em dentes com envolvimento periodontal em combinagdo com a terapia
convencional, de raspagem e alisamento radicular com instrumentos manuais, a
fim de melhorar a eficacia da instrumentacdo da raiz. Foi relatado que a camada
superficial da superficie irradiada com o laser pareceu lisa e derretida, porém sem
alteracdes.

Nessa mesma linha de pesquisa, outro estudo de Crespi et al.}” (2007)
observou os efeitos histoldgicos do laser de Er:YAG quando usado para tratar
superficies de raizes com envolvimento periodontal. Os resultados do estudo
demonstraram que o uso clinico do laser de Er:YAG consegue remover o biofilme
e o calculo presentes na raiz.

A maioria dos estudos in vitro e in vivo sobre o laser de ErYAG
evidenciam como uma das maiores vantagens da sua utilizagdo uma significante
reducdo microbiana subgengival sem a necessidade de uma superficie lisa, 2069

Os estudos clinicos controlados em humanos que avaliaram os efeitos do
laser s&o escassos. A importancia de realizar novos estudos clinicos onde sejam
analisados parametros clinicos, microbioldgicos e imunoldgicos se faz necessario
na tentativa de estabelecer um padrdo nos parametros de uso do laser para

tratamento das bolsas periodontais.



2 Proposicao

Avaliar os efeitos do laser de Er: YAG, associado ou ndo a raspagem e
alisamento radicular, em pacientes com doenca periodontal crénica generalizada,

por meio dos pardmetros clinicos periodontais, imunol6gicos e microbiolégicos.



3 Material e Método

3.1 Calculo da Amostra

O célculo da amostra foi realizado baseando-se no estudo de Schwarz et
al.>®® (2001), onde foi considerando um poder do teste de 95%, nivel de
significancia de 5% e a diferenca a ser detectada de 1,0 mm. A diferenca
padronizada do poder de estudo em 0,95 (1-$=0,95) e um intervalo de confianca
a=0,05 determinou uma amostra de pelo menos 16 pacientes para receber cada
tratamento. Para o presente estudo foram selecionados 21 pacientes considerando
as possiveis perdas que poderiam ocorrer. Ao final do estudo, o calculo da
amostra foi recalculado com os dados obtidos no presente estudo e foi encontrado

um tamanho minimo de amostra de 18 pacientes.

3.2 Selecéo dos Pacientes
Para o presente estudo foram selecionados 21 pacientes, com idade entre
31 e 55 anos (média das idades de 43 anos), sendo 7 homens e 14 mulheres, que
apresentaram diagnostico compativel com periodontite cronica generalizada
(AAP’, 1999).
Os critérios de inclusdo foram seguidos quando os pacientes foram
selecionados:
1) presenga de pelo menos quatro sitios periodontais ndo vizinhos com
profundidades de sondagem entre 5 e 9 mm, apresentando sangramento a
sondagem; 2) aceitar comparecer as visitas agendadas pelo examinador; 3)
ndo ter recebido tratamento periodontal nos ultimos 12 meses; 4) ndo
apresentar condicdo sistémica que interfira no processo salde-doenca
periodontal; 5) historia negativa de antibioticoterapia, nos ultimos seis
meses antes do estudo; 6) histdria negativa de antiinflamatorios esteroides
ou ndo-esterdides, nos altimos trés meses antecessores ao estudo ou
durante 0 mesmo; 7) ndo estar gestante, amamentando ou usando de

contraceptivos hormonais; 8) ndo ser fumante.



Os pacientes confirmaram sua aceitacéo para participar do estudo mediante
a assinatura de um termo de consentimento, previamente aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa (CEP), da Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP
sob o processo n° 95/02. (Anexo 1)

3.3 Calibracdo do Examinador

Para calibrar o examinador do estudo, 140 sitios apresentando
profundidade de sondagem > 5mm foram selecionados aleatoriamente em 7
pacientes (20 sitios por paciente em dentes multi e uni-radiculares). O examinador
mensurou a profundidade da bolsa periodontal em 2 ocasifes, em um intervalo de
48 horas. O dados foram submetidos ao teste t de Student. N&o houve diferencas
estatisticamente significantes entre 0s exames e por isso 0 examinador foi
considerado calibrado.

Um dnico examinador calibrado e cego para os grupos laser e RAR (teste t
de Student — p>0,05) examinou todos os parametros clinicos, e fez o tratamento
de RAR nos devidos grupos (BMVL). A irradiagdo com o laser de Er:YAG foi

realizada por um examinador diferente do anterior (LHT).

3.4 Delineamento clinico do estudo

3.4.1 Cronograma de Execucdo da Metodologia

O cronograma de execucdo da metodologia do presente estudo esta
ilustrado na Figura 1.

Seis meses antes do inicio do estudo, os pacientes receberam controle de
placa supragengival quinzenal ou mensal por meio de instrucdo de higiene oral de
acordo com as necessidades individuais de cada paciente. Vinte dias antes do
baseline os pacientes foram selecionados de acordo com os critérios de inclusédo
estabelecidos e citados anteriormente. Foram selecionados quatro sitios por
paciente que apresentavam sangramento a sondagem e profundidade de sondagem

entre 5 e 9 mm, em sitios ndo vizinhos.



Apo6s a selegdo dos pacientes, foram realizadas moldagens das arcadas
dentais em alginato. Essas moldagens foram vazadas em gesso-pedra e, sobre
esses modelos, foram confeccionados guias de acetato (Bio-Art® Equipamentos
Odontoldgicos, Sdo Paulo - SP — Brasil), utilizando placas de polipropileno de
1,0mm de espessura, prensadas em aparelho a vacuo (Bio-Art® Equipamentos
Odontoldgicos, Sdo Paulo - SP — Brasil). O uso desses guias teve como objetivo a
padronizacdo do posicionamento da sonda computadorizada durante a realizacédo

dos exames clinicos.

Selecédo e
Moldagem PS, NI,
Pacientes RG, SS, B B
Tratamentos A+SS B
A A
A
A | l l
' | 1 L 1 L L1
1 ' 1 1 1 1 | 1 1 1
-20 2 0 12 28 30 88 90 178 180

| 200 dias |

A=1P,1G,CleCM/B =SS, PS,NleRG

Legenda: IP=indice de Placa; 1G=indice de sangramento Gengival; Cl=Coleta imunolégica; CM=Coleta Microbiol4gica;
PS=Profundidade de Sondagem; NIC=Nivel de Inser¢do Clinica; RG= Recessdo Gengival; SS=Sangramento a Sondagem.

FIGURA 1- Cronograma do experimento, em dias.

Para tanto, nestes guias, o local indicado como ponto de insercdo da sonda
foi desgastado com brocas tronco-conicas de haste longa para uso em baixa
rotacdo, formando, assim, uma canaleta que permitiu a insercdo da sonda sempre
no mesmo lugar (Figura 2).

Os exames clinicos IP, IG, SS, PS, NI e RG foram realizados de acordo
com a metodologia do estudo.

Inicialmente, foi estimado o indice de Placa (IP) (Ainamo, Bay', 1975) e
depois a placa supragengival foi delicadamente removida com curetas manuais
especificas (Curetas Gracey, Hu- Friedy, lllinois, USA ) para evitar qualquer

interferéncia da mesma durante a realizacdo da coleta do fluido crevicular.



FIGURA 2 — Sondagem clinica, com sonda computadorizada
(Pocket Probe, Florida Probe Corporation, Gainsville, FL,

EUA), sendo realizada com a placa de polipropileno em posicéo.

3.4.2 Coleta do fluido crevicular

A coleta do fluido crevicular, para o0s exames microbioldgicos e
imunoldgicos, foi realizada dois dias antes dos exames clinicos para evitar
interferéncia devido a sondagem.

O sitio a ser coletado foi isolado com roletes de algoddo ou gaze estéril e a
regido foi seca com jato de ar. Apds 30 segundos o fluido crevicular foi coletado.

Para a analise microbioldgica o fluido foi coletado com cones de papel
absorvente estéril (namero 30); estes foram introduzidos na bolsa periodontal em
direcdo apical (Figura 3) até sentir uma pequena resisténcia, permanecendo no
local por 30 segundos. Ap6s a remocdo os cones foram imediatamente
conservados em tubos apropriados contendo solucdo de PBS (Anexo 4) e
congelados a uma temperatura de -20°C para posterior anélise por meio de PCR.

A coleta para o exame imunoldgico foi realizada ap6s um intervalo de
aproximadamente 10 minutos para evitar interferéncia da primeira coleta
(Persson, Page™, 1990). Para a coleta foi utilizado cone de papel absorvente
estéril (nimero 30) delicadamente introduzido no sulco gengival dos sitios
selecionados, em direcdo apical (Figura 3), até que uma leve resisténcia fosse

sentida, permanecendo no local por 30 segundos. Apds a remoc¢do dos cones de



papéis, estes foram colocados em tubos ependorfs estéreis, contendo 500ul de
uma solucdo a base de PBS, associada a um coquetel de inibidores de protease,
para a manutencdo da viabilidade das substancias (Anexo 4), proposto por
Johnson et al.®* (1997), considerado um adequado meio de transporte e
armazenamento para mediadores inflamatorios. As amostras foram congeladas em
freezer -70°, para posterior analise, sendo essa realizada pelo meio de teste
ELISA.

Apbs a coleta do fluido, foi obtido o indice gengival (IG) (Ainamo, Bay’,
1975) determinado pelo sangramento marginal apds posicionar uma sonda
milimetrada (PCP-UNC, Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA ) no sulco gengival, com
inclinacdo de 60 graus em relacdo ao dente, percorrendo o espaco do sulco de uma

proximal a outra.

FIGURA 3 — Colocacdo do cone de papel absorvente para

coleta do fluido crevicular para analises imuno e microbioldgica.

3.4.3 Andlise Clinica

Dois dias apds a realizagdo do IP, IG e da coleta do fluido crevicular

(descritas anteriormente), os seguintes parametros clinicos foram avaliados:
% Profundidade de sondagem (PS) — distancia do fundo do sulco até a

margem gengival,



% Sangramento a sondagem (SS) — determinado pela presenca (+) ou
auséncia (-) de sangramento observado, durante 30 segundos, apds a
primeira insercdo da sonda periodontal na bolsa;

¢ Nivel de insercdo clinica (NIC) — distancia do fundo de sulco até um ponto

fixo de referéncia determinado no guia;

X/
L X4

Recessdo gengival (RG) — distdncia da margem gengival livre & linha

cemento/esmalte confirmada pela formula RG = NIC-PS.

As medidas de PS, NI e RG foram realizadas pela sonda computadorizada
Florida Probe (Pocket Probe, Florida Probe Corporation, Gainsville, FL, EUA). O
IG foi mensurado com uma sonda manual milimetrada (PCP-UNC, Hu-Friedy®,
Chicago, IL, EUA ). O IP, IG e SS foram agrupados de forma dicotémica, com
relacdo a presenca ou auséncia (0/1). Os dados foram anotados em ficha especifica
(Anexo 2).

Os pacientes foram acompanhados por um periodo de 12 dias, quando
foram repetidos os procedimentos de coleta de fluido crevicular e observacéo de
IP, IG e SS. Nesse momento, o SS foi observado apds o cone de papel absorvente
ser removido do sitio, evitando assim, a sondagem com a sonda manual neste
periodo. Entdo, os pacientes foram acompanhados por um periodo de 30, 90 e 180
dias, periodos estes em que foram repetidos novamente todos os exames clinicos e
a coleta de fluido crevicular (semelhante ao inicial).

No decorrer do estudo, o controle da placa supragengival foi realizado
semanalmente durante os primeiros 30 dias, onde eram realizados polimento
dental com pasta profilatica e taca de borracha e reforco das instrucdes de higiene
oral de forma individualizada para motivagdo, orientacdo e monitoramento dos
pacientes. ApoOs os primeiros 30 dias, estes controles foram realizados
mensalmente.

Apbs os 90 dias, os sitios controle foram tratados com RAR manual e
excluidos do estudo, ou seja, aos 180 dias foram avaliados somente os sitios

pertencentes aos grupos RARL, L e RAR.



3.4.4 Tratamento

Oitenta e quatro sitios foram divididos igualmente entre lados direito e
esquerdo. De um lado os sitios foram tratados com o laser de Er:YAG (grupos
RARL e L), enquanto os sitios contralaterais foram tratados com raspagem
manual (grupo RAR) ou ndo tratados (grupo Controle).

Os quatro sitios selecionados de cada paciente foram randomizados e
alocados usando uma tabela obtida no computador. A colocacéo inicial dos grupos
foi aleatoria e a sequéncia dos procedimentos foi randomizada de maneira sempre
similar.

Os quatro sitios foram divididos em:

+ Grupo Raspagem + Laser (RARL): RAR convencional seguida de irradiagao

com o laser Er:YAG (KaVo Key Laser 11, Kavo, Alemanha) com energia de 71
mJ/pulso (fator de transmissdo de 71 %), freqtiéncia de 10Hz, fluéncia do pulso
de 12,9 J/cm2, durante 30 segundos (energia total de 21,3J) dentro da bolsa
periodontal, com a ponta voltada para a raiz (por volta de 30°);

% Grupo Laser (L) Irradiacdo com o laser Er:YAG (KaVo Key Laser Il, Kavo,

Alemanha), com os mesmos parametros fisicos do Grupo RARL (Figura 4). O
tempo (em segundos) de exposicao ao laser, para cada paciente, foi observado,
anotando-se a energia total e o nimero de pulsos demonstrados no painel
(Anexo 5);

% Grupo Raspagem (RAR): RAR convencional (Figura 5).

% Grupo Controle (C): N&o recebeu tratamento algum.

Curetas manuais especificas (Curetas Gracey, Hu- Friedy, Illinois, USA)
foram utilizadas para a RAR convencional (Grupos RARL e RAR). A raspagem
com os instrumentos manuais e/ou com o laser foram realizadas até que o
operador considerasse que as raizes estivessem suficientemente debridadas e

aplainadas.



FIGURA 4 — Tratamento com laser de Er:YAG, nos grupos RARL e L.

FIGURA 5 — Tratamento com RAR, nos grupos RARL e RAR.

Parametros do equipamento laser de Er:YAG (Grupos RARL e L):
Emissor: Er:-YAG (KaVo Key Laser Il, Kavo, Alemanha) (Figura 6-A e B)

Comprimento de Onda: 2,94um

Duragdo do pulso: varidvel entre 250 e 500us

Laser pulsado: focalizado

Forma de aplicagéo: laser sem contato — varredura (0,05mm)

Peca de médo: 2056 (574 2571)

Dimensdes da fibra: 1,1mm x 0,5mm (retangular) / Area de saida do feixe: 0,55mm?
Fator de transmissdo: 0,71 (dado pelo fabricante)

Energia do pulso: 100 mJ (Painel) — 71 mJ (Transmitida)

Fluéncia do pulso: 12,9 J/cm?

Frequéncia: 10 Hz

Sistema de refrigeracdo: agua



A B
FIGURA 6 - A - Laser de Er:YAG com comprimento de onda de 2,94um.

B - Peca de méo 2056 utilizada no laser.

Todas as normas de biosseguranca exigidas para utilizagdo de laser classe
IV foram seguidas, como: uso de éculos de protecdo especifico pelo paciente e
operador; alerta de uso do equipamento na porta da sala operatdria e acesso
restrito na mesma; sucgéo de alta poténcia para eliminar a pluma formada durante
a irradiagdo e auséncia de substancias inflaméaveis proximas ao laser.

Apos a realizacdo de anestesia terminal infiltrativa a irradiacdo nos sitios
dos grupos RARL e L foi realizada com a fibra Optica, sob refrigeracdo de agua,
posicionada até a base da bolsa periodontal com a saida do feixe voltada para a
superficie radicular em angulo aproximado de 30° sem contato, com movimento
de varredura no sentido apico-oclusal. Este procedimento foi realizado no Grupo
RARL, durante 30 segundos, imediatamente ao término do procedimento de RAR
convencional; e no Grupo L até o operador considerasse a raiz adequada (tempo

de irradiacdo variou de 180 a 240 segundos por sitio (média de 204 segundos)).

3.5 Delineamento laboratorial do estudo

3.5.1 Andlise Imunoldgica

Preparo das amostras e Teste de ELISA
As amostras do fluido coletado foram descongeladas, agitadas em vortex e

centrifugadas por 15 segundos em méaxima rotacéo.



Um kit enzimatico para imunoensaio (Cayman Chemical Company, Ann
Arbor/MI, USA) especifico foi utilizado para medir a quantidade de IL-1B
presente nas amostras de fluido crevicular. A concentracdo da citocina nas
amostras é diretamente proporcional a intensidade de coloracdo (absorbancia)
resultante da aplica¢do do reagente Ellman’s. O teste foi realizado seguindo-Se as
instrucdes do fabricante.

Os padrdes foram obtidos a partir de oito diluicdes seriadas formadas por
uma solucéo de interleucina que apresentou concentracéo inicial de 5ng/ml. Antes
do preparo da placa, foram adicionados 25ul de soro ndo especifico de rato em
todas as amostras e também nos padr@es. Inicialmente a placa foi lavada com
tampéo de lavagem sendo colocados nas duas primeiras fileiras 100ul dos padroes
(em duplicata) e nas fileiras seguintes 100ul das amostras, sendo que, foram
utilizados trés orificios por amostra (um orificio com amostra concentrada e dois
orificios com amostras diluidas, na diluicdo de 1:5). Foram, entdo, adicionados
100l do conjugado (acetilcolinesterase), em todos os orificios da placa (exceto
no branco), e a mesma foi coberta com filme plastico e incubada por 18 horas a
4°C.

Ao final do periodo de incubacdo a solucdo presente nos orificios foi
desprezada e a placa lavada cinco vezes com o tampdo de lavagem. Em seguida,
200ul do reagente Ellman’s foram dispensados nos orificios e a placa foi coberta e
mantida em ambiente escuro por um periodo total de 60 minutos, neste periodo
foram realizadas as leituras (nos tempos de 15, 30 e 60 minutos) no
espectrofotometro com filtro de 415nm (Multiskar Ascent — Labsystems
Uniscience, Vantaa/Finlandia).

A absorbancia foi convertida na concentracdo de IL-1p por amostra, de
acordo com as curvas padrOes, em cada tempo, e os resultados finais foram
expressos em picogramas por mililitro (pg/ml) de concentracéo de IL-1f3 presente

no fluido crevicular.



3.5.2 Andlise Microbioldgica

Para analise microbioldgica foi utilizada a reacdo de polimerase em cadeia
(PCR), pela qual se identificou a presenca das seguintes bactérias: Agregatibacter
actinomycetemcomitans (Aa), Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella
intermedia (Pi), Prevotella nigrescens (Pn) e Tannerella forsythia (Tf).

Essa técnica baseia-se em reacGes enzimaticas ciclicas de desnaturacdo
pelo calor, hibridizacdo dos oligonucleotideos e sintese enzimética de DNA
desejado, permitindo a identificagdo de sequéncias de genes especificos, tais como

genes de espécies bacterianas.

Selecdo e sintese dos oligonucleotideos

Os pares de oligonucleotideos (5’ — 3’), ou seja, os primers especificos
para cada bactéria foram sintetizados pela Life Technologies do Brasil Ltda., S&o
Paulo — SP. As seqliéncias utilizadas para as bactérias estdo descritas na Tabela 1

e foram baseadas no estudo de Ashimoto et al.® (1996).

Preparo das amostras e reacdo de PCR

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e agitadas em
vortex por um minuto. Em seguida, foram fervidas por 10 minutos e centrifugadas
a 10.000rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi colocado em um novo tubo
contendo 100pL de TE e a extracdo do DNA bacteriano foi realizado com fenol/
cloroférmio/ alcool isoamilico (25:24:1), seguido da precipitagdo com sal/etanol.

Inicialmente a presenca de bactérias foi confirmada atraves de uma reagdo
de polimerase em cadeia (PCR), realizada em termociclador convencional
(MyCycler™thermal cycler - BioRad) utilizando um oligonucleotideo

inespecifico:

PC3mod =5 GGACTAHAGGGTATCTAAT 3’
POmod=5" AGAGTTTGATCMTGG 3’



As amostras positivas para a reagdo inespecifica foram, entdo, processadas
em reacgdo de PCR, utilizando os oligonucleotideos (Tabela 1).

Tabela 1 — Oligonucleotideos bacterianos para as espécies avaliadas

Bactéria Oligonucleotideos Fragmento
esperado
Porphyromonas gingivalis 5 AAT CGT AAC GGG CGACACAC Y 593 pb
5 GGG TTGCTCCTT CAT CACAC 3
Agregatibacter 5 AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTC3 557 pb
actinomycetemcomitans 5 ATG CCAACT TGACGT TAAAT 3
Tannerella forsythia 5 GCG TAT GTAACCTGCCCGCAYZ 641 pb

5 TGCTTC AGT GTCAGT TATACCT 3

Prevotella intermedia 5 TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG 3 575 pb
5 TACACATCTCTGTATCCTGCGT 3

Prevotella nigrescens 5 TTATGT TAC CCG TTATGA TGG AAG 3’ 1100 pb
5 ATG GCG AAATAG GAATGA AAG TTAZ

Os oligonucleotideos foram dissolvidos em uma solucdo estéril contendo
Tris HCI (10mM — pH 7,6) e EDTA (ImM — pH 8,0) em volume calculado para
concentracdo final de 25uM.

As reacdes de PCR foram realizadas em tubos especificos e otimizadas
para cada oligonucleotideo especifico utilizado. A reacdo de PCR foi realizada em
volume final de 25uL, contendo aproximadamente 1M de cada oligonucleotideo
(Invitrogen Tech-Line™), 100 uM de dntps (Invitrogen Tech-Line*™) e, para cada
par de oligonucleotidideo foi utilizado uma quantidade especifica de Tag DNA
polimerase (Invitrogen Tech-Line®™), conforme descrito na Tabela 2. As
condicdes das reacOes para cada primer utilizado estdo descritos na Tabela 3.

A amplificacdo dos fragmentos foi confirmada por eletroforese em gel de
agarose 1%, preparados com agarose ultra pura (Invitrogen Tech-Line*™) e
solucdo de TBE (Tris 1M; Acido borico 0,9M; EDTA 0,5M) e brometo de etidio

(0.5 pg/mL - Invitrogen Tech-Line®) para a visualizacdo do fragmento de DNA.



Tabela 2 — Quantidade de Tag DNA polimerase utilizada para cada par de
oligonucleotideo.

Primer Condicéo da reacéo
Inespecifico U
Porphyromonas gingivalis U
Tannerella forsythia 1,25U
Agregatibacter actinomycetemcomitans U
Prevotella intermedia 2U
Prevotella nigrescens 1,25U

Tabela 3 — Condicdes das reacdes de PCR.

Primer Condicéo da reacéo

Inespecifico 95 °C, 5minutos; 96 °C,30 seg, 45 °C, 30seg,
72°C, 30seg (30 ciclos)

Porphyromonas gingivalis
Py ging 95 °C, 2minutos; 95 °C, 30 seg, 60 °C, 1minuto,

Tannerella forsythia 72°C, 1minuto (36 ciclos)

Agregatibacter 95 °C, 2minutos; 94 °C, 30 seg, 55 °C, 1minuto,
actinomycetemcomitans 72°C, 1minuto (36 ciclos)

Prevotella intermedia

95 °C, 2minutos; 95 °C, 30 seg, 65 °C, 1minuto,

Prevotella nigrescens . . .
72°C, 1minuto (36 ciclos)

A corrida eletroforética foi realizada em cuba horizontal (Cuba Horizon

11.14 — Life Technologies), foram utilizados 12uL do produto de PCR e 2 pL de



tampao de amostra (Invitrogen Tech-Line*™). As corridas foram submetidas a
uma corrente elétrica continua de 100V por 90 minutos. Para documentagdo e
analise, foram obtidas imagens digitalizadas destes géis (Image Quant 100 — GE
Healthcare). As fotografias obtidas foram armazenadas para analise da presenca
das bactérias investigadas.

Em todas as reagdes havia um controle positivo para a bactéria especifica
sendo que, o DNA especifico foi obtido a partir de cultura pura da espécie de
interesse. (controles cedidos pelo Prof. Dr. Gustavo Pompermaier Garlet do
laboratério de imunologia de Bauru - USP e pelo Prof. Dr. Reginaldo Bruno
Gongalves do laboratdrio de microbiologia de Piracicaba — UNICAMP)

3.6 Planejamento Estatistico

A andlise estatistica das varidveis quantitativas (PS, NI, RG e niveis de IL-
1B) em estudo foi realizada em duas partes:

o Verificagcdo de diferenga estatisticamente significante entre os momentos de
avaliacdo clinica (inicial, 12 dias (somente para niveis de IL-1p) 30, 90 e 180
dias), para os tratamentos de RARL, L, RAR e para o grupo controle somente até
90 dias.

e Verificacdo de diferenca estatisticamente significante entre os tipos de
tratamentos, para cada um dos momentos de avaliacdo (0, 12, 30, 90 e 180 dias —
exceto o grupo C).

Para se tomar a decisdo de quais métodos estatisticos seriam apropriados a
analise dos dados obtidos, foi verificado, aplicando-se o Teste de Aderéncia de
Lilliefors, se os dados das varidveis quantitativas (“Profundidade de Sondagem®,
“Nivel de Inser¢do Clinica”, “Recessdo Gengival” ¢ “Niveis de IL-1B”) se
ajustavam a distribuicdo normal de probabilidades.

Os dados das variaveis que satisfizeram essa condi¢do foram submetidos a
testes estatisticos paramétricos e os demais foram analisados utilizando-se testes
estatisticos ndo-paramétricos analogos a esses paramétricos.

Na primeira parte da analise estatistica (comparacdo entre 0os momentos de

avaliacdo clinica, para cada um dos tratamentos), bem como da segunda parte



(comparacao entre os diferentes tratamentos, em cada momento da avaliagdo) os
dados das varidveis que apresentaram distribuicdo normal foram avaliados
aplicando-se o teste de Analise de Variancia de Medidas Repetidas, que €
apropriado para esse tipo de delineamento de pesquisa, em que as medidas sao
realizadas em amostras constituidas pelos mesmos elementos, em diferentes
momentos de observagao.

Os dados das variaveis que ndo apresentaram distribuicdo normal foram
analisados aplicando-se o teste de Friedman, teste ndo-paramétrico analogo ao
teste paramétrico Analise de Variancia de Medidas Repetidas.

Quando foram encontrados resultados estatisticamente significantes em
qualquer um desses testes (Analise de Variancia de Medidas Repetidas ou teste de
Friedman), os dados foram submetidos a testes de Comparacdes Multiplas (Teste
de Tukey-Kramer — teste paramétrico ou Teste de Dunn — teste ndo-paramétrico,)
que fazem a comparagdo das amostras duas a duas, para verificar quais delas
diferem entre si.

A analise estatistica das variaveis categoricas (IP, IG, SS e prevaléncia das
bactérias Aa, Pg, Pi, Pn e Tf) em estudo, também foi realizada em duas partes
verificando diferencas entre os periodos para cada grupo e diferencas entre os
grupos para cada periodo estudado.

Os dados obtidos para as variaveis categoricas dicotomicas (“Sangramento
a Sondagem”, “Indice de Placa”, “Indice Gengival” e “Presenca de Bactérias™)
foram submetidos ao Teste de Cochran, teste ndo-paramétrico apropriado a
comparagdo entre proporcgdes observadas em trés ou mais amostras correlatas
(constituidas pelos mesmos elementos), cujos dados obtidos sdo apresentados
dicotomizados: Categoria da variavel = 1 (“presente”) / Categoria da variavel = 0
(“ausente”).

Quando foi encontrado resultado estatisticamente significante para esse
teste, as amostras foram comparadas, duas a duas, utilizando-se o Teste Exato de
MacNemar, que € um teste ndo-paramétrico apropriado a comparacdo de duas

proporcoes correlatas.



Para todos os testes, foi considerado um nivel de significancia de 5%,
portanto, foram considerados estatisticamente significantes todos os resultados
que apresentaram valor de p < 0,05.

Os dados experimentais foram submetidos a analise estatistica, utilizando-
se softwares (BioEstat 4.0 (BioEstat Software, Belém/PA, BRASIL) e Graph Pad
Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego/CA, USA)) adequados e

especificos para os diferentes testes, nas diferentes analises estatisticas realizadas.



4 Capitulos

4.1 Capitulo 1 — Anélise prospectiva

Short—term clinical and immunological effects of scaling and root

planing with Er:YAG laser in chronic periodontitis.

% Artigo aceito pelo Journal of Periodontology em 21/01/2008 (carta de

aceitacao Anexo 3).
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Running title: Er:YAG laser for periodontal therapy.
ABSTRACT

Background: The erbium-doped: yttrium, aluminum and garnet (Er:YAG) has
recently been used for periodontal therapy. This study compared Er:YAG laser
irradiation (100 mJ/pulse, 10 Hz, 12.9 J/lcm?) with or without conventional scaling
and root planing (SRP), versus SRP only for treatment of periodontal pockets
affected with chronic periodontitis.

Methods: Twenty-one patients, with pockets from 5 to 9 mm in non-adjacent
sites, were studied. In a split-mouth design, each site was randomly allocated to a
treatment group: 1) SRPL - SRP and laser; 2) L - laser only; 3) SRP - only SRP;
4) C - no treatment. Plaque index (PI), gingival index (Gl), bleeding on probing
(BOP), and interleukin-1f levels in crevicular fluid (IL-1p) were evaluated at
baseline, 12 and 30 postoperatively, while probing depth (PD), gingival recession
(GR), and clinical attachment level (CAL) were evaluated at baseline, and 30 days
after treatment. Statistical analysis was conducted (p<0.05).

Results: Twelve days postoperatively, Pl decreased for SRPL and SRP (p<0.05);
Gl increased for L, SRP and C, but decreased for SRLP (p<0.05) and BOP
reduced for SRPL, L and SRP (p<0.01). Thirty days postoperatively BOP
decreased for treated groups and was lower than C (p<0.05). Values of PD
decreased in treated groups (p<0.001), and differences were found between SRPL
and C (p<0.05). CAL gain was significant only for SRP (p<0.01). GR increases
for SRPL and L (p<0.05). No difference was detected for IL-13 among groups
and periods.

Conclusions: Results indicated that Er:YAG laser irradiation, may be used and as
an adjunctive aid for treatment of periodontal pockets, although a significant CAL

gain was observed with SRP alone and not with the laser groups.

Key Words: Lasers/Er:YAG; scaling and root planing; periodontitis; clinical
trial(s); cytokine.



INTRODUCTION

ccumulation of a microbial biofilm on dental surfaces adjacent to
the gingival margin is usually associated with the pathogenesis of
periodontal disease. The presence of endotoxins released by
microorganisms in crevicular fluid leads to the production and
release of cytokines, among which interleukin 1 beta (IL-1B) should
be particularly noted. It is produced as a response to bacterial
endotoxins, and is directly related to bone resorption'™ and may be
quantified by enzymatic assays.> * The primary objective in treating
periodontal disease is to disorganize subgingival biofilm and completely remove
bacterial deposits from root surfaces in an effort to prevent the progression of the
disease.> ®
Clinically, there is evidence that scaling and root planing (SRP) with hand
instruments provides the best results for treatment of periodontal disease.” ®
However, several anatomic variations may limit the success of conventional SRP,
such as root concavities, dental crowding, and deep pockets, which may hinder the
access of hand instruments into the periodontal pocket.® °
Laser therapy has recently been investigated for periodontal use.* High intensity

lasers have been used to promote bacterial reduction in periodontal pockets****

and for scaling and root planing.*>*2

A variety of lasers is suitable for use in Dentistry, including the CO,,**
Nd:YAG,""**° Diode,™* and Er:YAG,"**® lasers which have been reported as
the more promising for periodontal treatment. The Er:YAG laser has a wavelength
of 2.94 um, with high water absorption capacity and thereby involves less thermal
risk for mineralized surfaces. Therefore, it has been used to irradiate root surfaces,
mostly when used with coolant water.**? In order to improve effectiveness and
efficacy of the removal of the subgingival biofilm, Er:YAG laser therapy has been
recommended as an alternative to conventional scaling treatment.? The
biocompatibility of irradiated surfaces has been observed during in vitro cell

adhesion studies,* ?® in vivo®” and in situ®® using Er:YAG laser.



However, few controlled clinical studies, developed in humans, have evaluated
the effects of Er:YAG laser on root surfaces for non-surgical periodontal
therapy.”>*? In addition, to date, immunologic analyses of inflammatory mediator
levels of irradiated sites with Er:YAG laser continue to be lacking in literature.
Therefore the objective of this controlled clinical study in humans was to evaluate
the earlier effects on periodontal tissue of root surfaces irradiated with Er:YAG
laser, with or without conventional scaling and root planing, by using clinical

periodontal parameters and analysis of IL-1f3; as an inflammatory mediator.

MATERIALS AND METHODS

Patient Population

For this study, twenty-one patients, 7 men and 14 women with chronic
generalized periodontitis®® (four sites with bleeding on probing and probing depth
from 5 to 9 mm), aged between 31 to 55 years (mean of age 43), were selected.
Exclusion criteria were: 1) periodontal treatment within the last 12 months; 2)
systemic disease that could influence the outcome of periodontal therapy; 3) use
of antibiotics within the last six months; 4) use of anti-inflammatory drugs within
the last three months; 5) pregnancy or use of hormone contraceptives; and 6) a
smoking habit These patients sought treatment at the Periodontal Clinic of the
Araraquara Dental School between 2003 and 2005 in accordance with the
Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2000. All were oriented and signed an
informed consent agreement approved by the Committee of Ethics in Research of
the Araraquara Dental School, UNESP for this study.

Study Design
For each patient, four non-adjacent sites with bleeding on probing and probing
depth from 5 to 9 mm were selected (total = 84 sites). Alginate molds of dental

arches were made to prepare acetate stents for standardizing computerized probe*

& Florida Probe® Co., Gainsville, FL, USA



positions and manual probes during examinations. One blinded examiner
(BMVL), who was subjected to test and approval, determined clinical parameters
and also carried out SRP. Another trained operator (LHT) performed laser

irradiation.

Examiner Calibration

One hundred and forty sites with probing depths > 5 mm were randomly selected
in 7 patients (20 sites per patient with a single or multi-rooted tooth considered for
calibration). The examiner evaluated the pocket depths on 2 occasions, 48 hours
apart, and data was submitted to Student’s t-test. Calibration was approved
because evaluation differences between the two periods was not statistically

significant (p>0.05).

Control of Oral Hygiene

Six months prior to treatment, patients participated in a weekly program of
supragingival plaque control with oral hygiene instructions professionally
administered according to individual needs. A supra-gingival tooth cleaning was

performed at baseline and weekly until 30 days post operatively.

Treatment groups

Eight-four sites were divided equally between right and left sides. On one side,
sites were treated by Er:YAG laser (SRPL and L groups), whereas the sites of
contralateral side were treated by only SRP or no-treated (SRP and C groups). The
four sites of each patient were randomly allocated by use a computer-generated
table to the groups. The sequence of the procedures was randomized in a similar
manner. For better standardization site 1 was the first choice, followed by 2, 3, or
4 respectively. The sites were allocated to a treatment group: 1) SRPL:
conventional SRP followed by Er:YAG laser irradiation for 30 seconds; 2) L:
Er:YAG laser irradiation alone until the operator considered that the root surfaces
were appropriately debrided; 3) SRP: conventional scaling and root planing and 4)



C: control i.e. without treatment. Specific manual curettes! were utilized for

conventional SRP. Scaling with hand instruments and/or laser alone were
performed until the operator considered that the root surfaces were appropriately

debrided and planed.

Laser Irradiation

An Er:YAG' laser was selected with a wavelength of 2.94 um, 250-500 ps
exposure duration, repetition rate of 10 Hz using a handpiece with a special
application tip (1.1 mm X 0.5 mm), in the following parameters: energy at 100
mJ/pulse as indicated on the display, resulting in transmitted energy of 71
mJ/pulse at the tip of the handpiece (2056, 574 2571; transmission factor of 71%)
and fluency of 12.9 J/lcm*/pulse.?*

After infiltrative terminal anesthesia, sites of groups SRPL and L were irradiated
with coolant water, according to the manufacturer’s instructions. The laser optical
fiber tip was conducted in apico-coronal movements, with 30° inclination angle
with respect to the root surface (Fig.1). Irradiation for SRPL group was performed
immediately after scaling, for 30 seconds per site. For L group, the irradiation
time ranged of 180 to 240 seconds (mean of 204 seconds) until the operator felt
that the root surfaces were properly scaled and planed.

Clinical Analysis

Clinical parameters evaluated at baseline and 30 days post-operatively were:
plaque index (PI)*, gingival index (GI)*, probing depth (PD), bleeding on
probing (BOP), clinical attachment level (CAL) and gingival recession (GR).
BOP was determined by presence (+) or absence (-) of bleeding during 30 seconds
after first probe insertion in the pocket. Pl and GI were measured by manual
probing,” while PD, GR, and CAL were measured with a computerized probe.
Two days before examination, crevicular fluid was collected for immunological

analysis, and P1 and GI exams were realized. This was made to determined in an

! Gracey Curettes , Hu-Friedy® Co., Chicago, IL, USA.
TKEY Laser I1, 1242 with handpiece P2056, KaVo Dental GmbH, Biberach, Germany
# PCP-UNC 15, Hu- Friedy Co., Chicago, IL, USA



effort to minimize confusion between probing on bleeding (BOP, bleeding 30
seconds after probe insertion in the pocket); and marginal bleeding (GlI, gentle
probing of the orifice of gingival crevice).** Twelve days postoperatively the
crevicular fluid collection and PI, GI, and BOP were realized. The BOP was
observed after absorbent paper points were removed into the sites to effort
probing with manual probe in this period. After 30 days, all examinations as

baseline were repeated.

Sample Collection and Immunological Analysis

The sample collections for immunological analysis were realized in the periods of
12 and 30 days after treatment. After the removal of supragingival plague, teeth
were isolated with cotton rolls. For crevicular fluid collection (analysis of the
presence and quantification of interleukin-1p), sterile absorbent paper points
(number 30) were carefully inserted into the sites for 30 seconds. The points were
placed in sterile Eppendorf tubes containing 500 ul of phosphate-buffered saline
(PBS) solution associated with a cocktail of protease inhibitors in order to
maintain substance viability.>® Samples were frozen at -70° C for subsequent
analysis. The IL-13 concentrations were determined with the IL-13 ELISA test
(an enzyme kit for specific immunoassay” ). The manufacturer’s instructions were
ad-hered to and each plate was checked before use to ensure that the calibration
curve was measured the IL-1f standards within the sated limits of the assay. The
calibration curve was plotted by regression analysis and the optical density of
each sample used to estimate the concentration of IL-1p in pg/ml. The optical
densities were measured in a spectrophotometer at 415 nm. The total amount of
crevicular IL-1B (pg/site) from the samples was further calculated from the

spectrophotometer data measurements.

“* Cayman Chemical Company, Ann Arbor, MI, USA.



Statistical Analysis

Data was submitted to statistical analysis with appropriate softwares.”™ The
sample size was calculated considering a 5% alpha error, with 1.0 mm clinical
significant difference between groups, and a standard deviation of 0.6 mm.
Therefore, with a sample size of 21 patients, the power of the study was calculated
to be 95%. Inter and intragroup analyses were conducted for all variables in the
different periods. Quantitative variables (PD, CAL, GR and IL-1B) were
submitted to a normality test (Lilliefor’s test). The values of PD and CAL were
normally distributed, and were analyzed using the analysis of variance for
repeated measurements (ANOVA) test. In the sequence, it was realized the
multiple comparison Tukey-Kramer test for comparison among groups in the
same period. The student paired t-test was used for comparison within each group
to compare baseline versus postoperative treatment periods. GR and IL-1p values
were non-normally distributed, and were analyzed using the Friedman test. In the
sequence, it was realized the multiple comparison Dunn test for comparison
among groups in the same period. The Wilcoxon test was used for comparison
within each group to compare baseline versus postoperative treatment periods.
Categorical variables, Pl, GI and BOP were submitted to the Cochran test

followed by the multiple comparison McNemar test.

RESULTS

Of the 84 sites in 21 patients, 48 (57.1%) were teeth with one or two roots and 36
(42.9%) were multi-rooted teeth. Of these sites, 82 (97.6%) were in inter-proximal
sites and 2 (2.4%) were on buccal and lingual sites. Postoperative complications,
abscesses or infections were not observed throughout the study period.
Distribution of proportions obtained for variables plaque index (Pl), gingival
index (GI) and bleeding on probing (BOP) for the treated groups at the determined

periods are demonstrated in figures 2 to 4.

"t Graph Pad Prism 5.0, Graph Pad Software, Inc., San Diego, CA, USA
*! BioEstat 4.0, BioEstat Software, Belém, PA, Brazil.



In a comparison between baseline and 12 days after treatment, Pl decreased for
SRPL (43.86% to 9.52%) and SRP (52.38% to 28.56%) groups (p<0.05). After 30
days PI decreased for SRPL (14.29%) and for SRP (33.33%) when compared with
baseline (p<0.05). There no statistically significance difference in Pl between
baseline and 12 days; and baseline and 30 days for L and C groups. Intergroup
comparison demonstrated that IP was higher in L, SRP and C groups than SRLP
group, 12 days postoperatively (p<0.05). Thirty days postoperatively, there was
statistically significant difference in IP when compared SRPL with SRP groups
(p<0.05) and SRPL with C group (p<0.05; Fig.2).

In a comparison between baseline and 12 days after treatment, Gl increased for L
(33.3% to 52.4%), SRP (42.7% to 66.7%) and C (47.6% to 66.7%) groups
(p<0.05). Thirty days postoperatively, Gl decreased for SRPL (23.8%; p<0.05).
On the other hand, Gl increased for C (71.4%;p<0.05). At baseline, the GI was
higher in SRPL (52.4%) than L (33.3%) group (p<0.05). The SRPL (38.1%)
group demonstrated a significant difference in reduction of Gl in relation to SRP
and C groups at 12 days postoperatively (66.7%; 66.7%; p<0.05). The SRPL
(23.8%), group demonstrated a significant difference in reduction of Gl in relation
to SRP, L and C groups (42.9%; 47.6%; 71.4%; p<0.05) 30 days after treatment.
There were significant differences in reduction of Gl in L and SRP groups when
compared to the control group at 30 days postoperatively.

At baseline examination in 100% of the surfaces, in all groups the BOP was
observed. Subsequent to treatments, a marked and gradual improvement of the
bleeding scores was observed at 12 days and 30 days after treatments in SRPL
(61.9%; 38.1%; p<0.05), L (76.2%; 52.4%; p<0.05) and SRP (66.7%; 47.6%;
p<0.05) treated groups. The control group did not show significant reduction in
BOP when compared to the baseline at 12 and 30 days after examination (90.5%).
In comparison intergroups SRPL (61.9%), and SRP (66.7%) treatments presented
significant reduction in BOP (p<0.01) when compared to the control group
(90.5%), however with no difference among treated groups, 12 days after
treatment (p>0.05). In 30 days, SRPL (38.1%), L (52.4%) and SRP (47.6%)

treated groups presented statistically significant differences in BOP reduction



(p<0.01; Fig.4) when compared to the control group (90.5%), however with no
difference among treated groups.

Data of other clinical variables - probing depth (PD), clinical attachment level
(CAL), and gingival recession (GR) - may be seen in Tables 1 to 3. The SRPL
(4.8+1.3 mm) group showed a significant difference in reduction of PD (p<0.01)
in relation to group C (6.3+0.9 mm) at 30 days after treatment. Probing depth
mean values were reduced (p<0.001) within the three test groups (Table 1) after
treatment. Results demonstrated significant improvement in average of CAL gain
within only SRP (7.2+1.3 mm to 6.7+1.3 mm) group (p<0.01; Table 2). There was
significant increase in GR (p<0.05; Table 3) for laser treated groups SRPL
(0.2.£0.7 mm to 1.1+1.1 mm) and L (0.2.£0.4 mm to 0.9£0.9 mm).

Thirty days after treatment, there were no significant differences (p>0.05) among
SRPL, L, SRP and C groups in clinical attachment level gain and gingival
recession

Levels of inflammatory cytokine IL-13 were monitored and revealed no
significant differences (p>0.05) intra and inter groups at 12 and 30 days after
treatment (Fig 5). Initial values of IL-13 decreased in SRPL (509.6 pg/ml) group
in 12 and 30 days (425.1 pg/ml; 300.2 pg/ml) after treatment.

Values of IL-1p in L group increased at 12 days (363.0 pg/ml to 488.1 pg/ml) and
decreased at 30 days (331.2 pg/ml). The SRP group showed decreased of IL-1
values at 12 days (507.3 pg/ml to 411.6 pg/ml) and 30 days after treatment (273.1
pg/ml). On the other hand, the values of IL-13 increased at 12 days (320.9 pg/ml
to 408.7 pg/ml) and decreased at 30 days (291.6 pg/ml).

DISCUSSION

This study evaluated the initial effects of Er:YAG laser irradiation with or without
conventional scaling and root planing (SRP), when compared to conventional
SRP only for treatment of periodontal pockets.

Twelve days after treatment, it was observed little clinical change for the

categorical variables of PI, GI and BOP. Decreased Pl was noted for SRPL and



SRP when compared to baseline, 12 at 30 days and there was difference in PI
between SRPL and the others groups at 12 days. Thirty days postoperatively IP
was higher in SRP and C groups than SRPL. After 12 and 30 days, groups of
SRPL, L and SRP presented significant reduction of BOP when compared to
baseline (p<0.01), but no significant differences were found among the three
groups. Re-evaluation was made 12 days after treatment of the categorical
variables PI, GI, BOP and IL-1p in an effort to verify possible immediate effects
of SRPL and L treatments when compared to SRP and no treatment (control). It is
demonstrated in others studies that Er:YAG laser can produces surface
irregularities,*>? # but no more accumulations of biofilm was shown in this
study. So, the Er:YAG laser irradiation associate with the SRP can be more
effectiveness in remove irritants of root surface.

Thirty days after treatment, all test groups (SRPL, L and SRP), demonstrated
statistically significant reduction of BOP (p<0.01) when compared to group C (no
treated). SRPL group demonstrated significant reduction of Gl (p<0.05), as well
as PD (p<0.01), when compared to control group. On the other hand previous

clinical studies®®!

reported there were no statistically significant differences
reduction of marginal bleeding among Er:YAG laser and SRP alone or in
combination.

Further changes were found 30 days after treatment in comparison to baseline,
such as mean CAL gain is improved significantly for the SRP group (p<0.01), but
GR is significantly increased for the laser treated groups (SRPL and L).
Evaluations of reduction of mean PD and reduction of BOP presented significant
clinical and statistical improvements within the three treated groups from baseline

up to 30 days postoperative. In previous clinical studies,

significant reduction
of BOP occurred in comparison to baseline, not only for sites in the laser groups,
but also for those treated with SRP alone as this study.

Few studies in humans evaluated Er:YAG laser irradiation on root surfaces
combined with conventional SRP.** Schwarz et al*® compared Er:YAG laser
irradiation with 160 mJ/pulse, 10 Hz with SRP alone in 20 patients. Clinical

analyses were made before treatment and at 3 and 6 months afterwards. After 3



months average CAL decreased from 6.3 £ 1.1 mm to 5.1 + 1.0 mm for laser and
6.5+1.0 mmto 5.6 £ 1.1 mm for SRP treatments. Mean PD was reduced from 4.9
+ 0.7 mm to 3.5 + 0.6 mm for laser and from 5.0 +£ 0.6 mm to 3.8 + 0.7 mm for
SRP treatments. Results were statistically significant when compared to baseline,

1% after

for intra as inter groups. These trends were also observed by Schwarz et a
a 12-months healing period when the patient was kept under control of oral
hygiene. These findings suggest that within these periods, satisfactory results
might be achieved, in so far as the patients were kept under rigorous control of
oral hygiene.

In the study by Schwarz et al.,®

initial averages of PD, independent of the group,
were 5.0 mm and in this study averages ranged from 6.3 to 6.9 mm (Table 1). In
their study, evaluations were made at 3 and 6 months after treatment. After 3
months, mean CAL decrease 1.4 mm for the SRPL and L sites. Mean PD
reduction was 2.2 mm for SRPL and 1.5 mm for L sites. Significant PD
reductions (p<0.05) for both groups were observed after 3 months, but no
statistically significant difference were found between them.

In the present study, no statistically significant difference in CAL was found in
laser groups (SRPL and L) when compared to the baseline, probably due to a
short evaluation period. However, the SRP (SRP only) group presented more
CAL gain, when compared to the baseline, but there was no difference found
among the all groups. On the other hand, recent short-term clinical study®®
demonstrated at 1 month postoperatively that PD reduction and CAL gain was
significantly greater for laser than ultrasonic sites treated.

In the present study PD reductions were found after 30 days in SRPL (1.68 mm),
L (1.12 mm) and SRP (1.67 mm) groups. The PD reduction would be associated
with a CAL gain or GR increase. In SRPL and L groups there was a significant
GR increase (0.81 mm and 0.67 mm) and in SRP there was a significant CAL
gain (0.48 mm).

Discrepancies between the studies, also may be explained by initial differences of
PD. Clinical studies have demonstrated that decreased PD and gain of CAL after

non surgical as surgical periodontal treatments, depend upon initial PD, with a



greater probability of success in PD reduction for deeper pockets, independent of
treatment type."

Some previous studies® *' have shown increases in GR for groups using laser,
however differences with baseline were not significant. In contrast to these
findings, the present study showed statistically significant increases in GR from
baseline to 30 days for both groups using Er:YAG laser (p<0.05), although there
was no difference found between them at 30 days after treatment (Table 3). On the
contrary, PD reductions were found after 30 days in laser groups. These results
may be related to greater gingival tissue contraction and/or decrease of edema
after treatments. Such results may be due to the longer time necessary for
instrumentation in both laser groups. In SRPL group the time of laser irradiation
were 30 seconds plus time of manual instrumentation. In L group, the irradiation
time ranged of 180 to 240 seconds. These facts could be explained by the
occurrence of thermal damage caused by Er:YAG laser radiation, or by the
individual immunological response of the patients in earlier periods of healing.
However, there were no significant differences between SRPL and L groups in
gingival recession. The clinical results of the preset study might be related to a
group of factors such as: the energy used during irradiation, final characteristics of
root surfaces after irradiation, positioning and angulations’ of the laser optical
fiber tip, and the laser bactericidal action.

One histological in situ study®® suggests that radiation with Er:YAG laser, when
causing thermal damages in deep areas of root irradiated at the more apical aspect
of the pocket areas, may set off inflammatory processes by chemotaxis of
cytokines, which may explain increased interleukin 1 in areas irradiated by laser
only. However, in this study, levels of inflammatory cytokine IL-1f3 showed no
significant differences, intra and inter-group, during 30 days of observation. On
the other hand, a large variation of inflammatory response is observed among
individuals, where other previous studies have noted considerable variations in
production of IL-1p in the inflammatory process of gingivitis® as periodontitis.*’
This may be related to heterogeneous response or a varied individual

immunological response among different patients.*



Only one study* showed the effects of high intensity lasers in gingival crevicular
fluid levels of IL-Ip using the Nd:YAG laser in periodontal pocket treatment. In
this study, the authors reported that SRP is necessary to decrease IL-Ip levels in
gingival crevicular fluid, when compared to laser only or combinations of laser
and SRP. These effects of high intensity laser may be minimized by adding
pausing intervals between irradiations, and by cooling with water.”> During
Er:-YAG laser irradiation, the power setting, pulse repetition, energy, exposure
time, water cooling and fluency must be regulated appropriately in order to avoid
detrimental effects to the root surface.?! In this study an energy density of 12.9
Jlcm? per pulse was used, however exposure time varied between two laser groups
(SRPL and L).

The high anti-bactericidal potency of Er:YAG laser is one of the best justifications
for use in periodontal treatment. The Er:YAG laser parameters applied in this

1.1* who

study may have caused bacteria reduction, as proposed by Ando et a
demonstrated significant in vitro reductions of Porphyromonas gingivalis
colonies. Furthermore, the Er:YAG laser may inactive bacterial toxins diffused in
the root cementum, without producing smear layer.?* However, recent clinical and
microbiological study comparing Er:YAG laser with curettes, sonic and ultrasonic
in periodontal pockets showed periodontal bacterial reduction similar.** Other
clinical and microbiological study did not also demonstrate significant differences
in microbiologic composition at 30 days between the Er:YAG laser and ultrasonic
scaling.*

One study in vitro®® demonstrated that root surfaces irradiated with laser energy
density of 3 J/cm? (60 mJ/pulse) would be more favorable for adhesion of gingival
fibroblasts than those irradiated with 5 J/cm? (100 mJ/pulse) or none irradiated.
However, other study? showed that 5.6 J/cm? also favored fibroblast proliferation.
Belal et al.?® demonstrated in vitro, that Er:YAG may offer a promising
periodontal therapy for conditioning root surfaces, with use of intervals and with
parameters < 60 mJ/pulse and 10 Hz of pulse repetition. On the other hand, a
immunohistochemical study in dogs demonstrated that the non-surgical

periodontal treatment using an Er:YAG laser at 10.2, 12.8, 15.4, 18 and 20.4



Jlem® was effective in controlling inflammation. In this study it was also
demonstrated that Er:YAG laser may support the formation of a new connective
tissue attachment.?” The effective controlling of inflammation for SRPL, L and
SRP may explain none difference on values of IL-1B among the treatments, in the
present study. In the present study the Er:YAG laser was used with 12.9 J/cm?
(100 mJ/pulse). With this value, Theodoro et al.?* found adhesion of elements of
blood on irradiated root surfaces in vitro, but with no difference compared to
control group (conventional SRP), showing that irradiation of root surfaces with
this energy density did not interfere with adhesion of blood clots. On the other
hand, the parameters of irradiation used in previous clinical studies?**% *® with
Er:-YAG laser (160 mJ/pulse and 10 Hz) are higher than the one used in this study
(100 mJ/pulse and 10 Hz). On the other hand Crespi et al.® reported that the
Er:YAG laser irradiation at 160 mJ/pulse and 10 Hz promoted in vitro fibroblast
attachment and spreading on the root surfaces.

According with in vitro studies™>2% 24 44 4°

the morphology of root surfaces after
treatment with Er:YAG laser became more rough and irregular, because of
explosive ablation. However another study’’ demonstrated that removal of root
structures with an Er:YAG laser at the correct angle and with low energy is
similar to removal with manual curette instrumentation.

The angular position of 30°, between the outlet tip and root surface utilized in this
methodology is based on the study of Folwaczny et al.*® Their study demonstrated
that the position angle of an Er:YAG beam application significantly influenced the
removal of substances from root surfaces and further, that by using this
angulation, damage to soft tissue and root surfaces are minimized.

As noted previously, thermal and mechanical damages caused by laser irradiation,
may cause an initial inflammatory response. In this study, levels of inflammatory
cytokine IL-13 showed no significant differences, intra and inter-groups, during
30 days of observation, even when cytokine levels appeared to be relatively high
after treatments. No literature published to date has evaluated immunological

response to Er:-YAG laser treatment.



Detection of cytokines and cells containing cytokines, in clinically healthy tissues,
IS expected, since a small number of chronic inflammatory cells are usually found
in clinically healthy gingival tissues." Reference values for IL-1p associated with
a healthy site or periodontal disease were not encountered in current literature.
One study® established a value of > 70 pg/ml of IL-1f in crevicular fluid as
indicative of active periodontal disease. However, other study*’ stated that IL-1f
values of > 20 pg/ml in crevicular fluid may be considered for sites with gingivitis
and those of > 102 pg/ml for sites with periodontitis. In the present investigation,
all IL-1B levels were higher than those observed in Alexander® and Faizuddin et
al.*’ studies.

After 30 days, even with significant improvement (p<0.05) in reduction of
bleeding on probing for the different groups, no significant change was observed
regarding levels of IL-1f3. This suggests that the production of IL-13 was not
related to the presence of visible inflammation. Similarly, the clinical signs of
inflammation and disease activity were not associated with high levels of I1L-1p.*
Research of Shapira et al.*® stated that individual response to the secretion of
inflammatory mediators may be related to differences in various forms of
periodontal disease. This suggests heterogeneity of individual response to
periodontal disease as well as to treatment. Other studies suggest individual
variations in relation to expression of IL-1f in crevicular fluid and further that
genetic variation, such as polymorphism of IL-1f, may be an explanation.*®

A comparison between various clinical studies with Er:YAG laser and SRP in the
treatment of chronic periodontitis is very difficulty at the moment. The reasons are
wide variations in laser parameters and insufficient reporting of these parameters;
differences of experimental design; lack or proper controls; differences in severity
of disease and response to treatments and measurement of different clinical
endpoints.

Microbiological and histological evaluations are also necessary to substantiate the
association of the data with clinical findings and treatment success. Further
clinical, immunological and also microbiological as well as histological studies

are needed to evaluate results of Er:YAG laser irradiation on the root surfaces



especially on a long term as a adjunctive tool to provide some additional benefit to
SRP.

Within the limitations of this study, according to the methodology utilized and
based upon results, it may be concluded that Er:YAG laser irradiation, may be
used as an adjunctive aid for treatment of periodontal pockets, although a
significant CAL gain was observed with SRP alone and not with the laser groups.
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Legends
Tables

Table 1. — Mean probing depth (PD) values (mm) = SD of different groups, at
baseline and 30 days postoperatively (n=21 patients).

Table 2. — Mean clinical attachment level (CAL) values (mm) + SD of different
groups, at baseline and 30 days postoperatively (n=21 patients).

Table 3. — Mean gingival recession (GR) values (mm) + SD of different groups,
at baseline and 30 days postoperatively (n=21 patients).

Eigures

Figure 1. Clinical application of periodontal tip of Er:YAG laser on periodontal
pocket.

Figure 2. Distribution of proportions (%) obtained for variable PI, for the treated
groups at different periods.

* Significant difference when compared with baseline in the same group.

# Significant differences when compared with SRPL group in the same period.
Cochran’s Q Test and McNemar’s Exact Test (p<0.05)

Figure 3. Distribution of proportions (%) obtained for variable Gl, for the treated
groups at different periods

* Significant difference when compared with baseline in the same group.

# Significant differences when compared with SRPL group in the same period.

8 Significant differences when compared with C group in the same period.
Cochran’s Q Test and McNemar’s Exact Test (p<0.05)

Figure 4. Distribution of proportions (%) obtained for variable BOP for the
treated groups at different periods

* Significant difference when compared with baseline in the same group.

8 Significant differences when compared with C group in the same period.
Cochran’s Q Test and McNemar’s Exact Test (p<0.01)

Figure 5. Mean concentration of interleukin 1-B (pg/ml) + SD of different groups,

at baseline, 12 and 30 days postoperatively (n=21 patients).



Table 1.

Groups Baseline 30 days p value**
PD Mean+SD Mean+SD

SRPL 6.48+1.15 4.80+1.3 x*

L 6.42+1.08 5.30+1.2 xx

SRP 6.87+1.05 5.20+1.4 xx

C 6.284+0.85 6.30+0.9 NS

p value NS SRPL and C*

* p value refers to statistical significance differences among groups (p<0.05). Analysis
of Variance (ANOVA) for repeated measurements and Tukey Test.

** p value refers to statistical significance differences between the baseline and 30
days (p<0.05). (Student paired t-test)

NS= not significant

Table 2
Groups Baseline 30 days p value**
CAL Mean+SD Mean+SD
SRPL 6.71+1.42 6.50+1.35 NS
L 6.61+1.11 6.58+1.33 NS
SRP 7.20+1.28 6.72+1.28 x*
C 6.80+1.46 6.94+1.40 NS
p value * NS NS -

* p value refers to statistical significance differences among groups (p<0.05). Analysis
of VVariance (ANOVA) for repeated measurements and Tukey Test.

** p value refers to statistical significance differences between the baseline and 30
days (p<0.05). (Student paired t-test)

NS= not significant



Table 3.

Groups Baseline 30 days p value**
GR Mean+SD Mean+SD

SRPL 0.24 +0.70 1.05+1.12 *

L 0.19+£0.40 0.86 £ 0.91 *

SRP 0.33+0.66 0.81+1.17 NS

C 0.52+0.98 0.62+1.02 NS

p value * NS NS -

* p value refers to statistical significance differences among groups (p<0.05).
Friedman and Dunn Tests.

** p value refers to statistical significance differences between the baseline and 30
days (p<0.05).

(Wilcoxon Test).

NS=not significant

Figure 1. Clinical application of periodontal tip of Er:YAG laser on periodontal pocket.



Plaque Index

O Baseline
@ 12 days
M 30 days

Figure 2. Distribution of proportions (%) obtained for variable PI, for the treated

groups at different periods.
* Significant difference when compared with baseline in the same group.
# Significant differences when compared with SRPL group in the same period.

Cochran’s Q Test and McNemar’s Exact Test (p<0.05)

Figure 3. Distribution of proportions (%) obtained for variable Gl, for the treated
groups at different periods

* Significant difference when compared with baseline in the same group.

# Significant differences when compared with SRPL group in the same period.

8 Significant differences when compared with C group in the same period.
Cochran’s Q Test and McNemar’s Exact Test (p<0.05)



Bleeding on Probing

Figure 4. Distribution of proportions (%) obtained for variable BOP for the
treated groups at different periods

* Significant difference when compared with baseline in the same group.

8 Significant differences when compared with C group in the same period.
Cochran’s Q Test and McNemar’s Exact Test (p<0.01)

Interleucin 1B

TN

SRP C

Figure 5. Mean concentration of interleukin 1-f (pg/ml) + SD of different groups, at
baseline, 12 and 30 days postoperatively (n=21 patients).



4.2 Capitulo 2 — Analise longitudinal

Clinical, immunological and microbiological evaluations after
non-surgical periodontal treatment with Er:YAG laser combined

with scaling and root planing.

% Artigo em fase de correcdo e traducéo a ser enviado para publicacdo no

Journal of Periodontology.
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ABSTRACT

Background: The Er:YAG laser has recently been used for periodontal therapy.
This study compared Er:YAG laser irradiation (100 mJ/pulse, 10 Hz, 12.9 J/cm?)
with or without conventional scaling and root planing (SRP), versus SRP only for
treatment of periodontal pockets affected with chronic periodontitis.

Methods: Twenty-one patients, with pockets from 5 to 9 mm in non-adjacent
sites, were studied. In a split-mouth design, each site was randomly allocated to a
treatment group: 1) SRPL - SRP and laser; 2) L - laser only; 3) SRP - only SRP;
4) C - no treatment. Plaque index (PI), gingival index (Gl), bleeding on probing
(BOP), and interleukin-1f levels in crevicular fluid (IL-1p) were evaluated at
baseline, 12, 30, 90 and 180 postoperatively, while probing depth (PD), gingival
recession (GR), and clinical attachment level (CAL) were evaluated at baseline,
30, 90 e 180 days after treatment. Statistical analysis was conducted (p<0.05)
Results: Twelve and 30 days postoperatively Pl decreased for SRPL and SRP
(p<0,05) and for all treated groups (p<0,05) 90 and 180 days after baseline; Gl
decreased for SRPL and increased for L, SRP and C (p<0,05) and reduced for
SRPL and SRP (p<0,05) 90 and 180 days after baseline; BOP reduces for SRPL,
L and SRP (p<0,05) 12 and 30 days postoperatively and data showed BOP
reduction when compared the C (p<0,05) after 30 days; BOP decreased for all
treated groups (p<0,05) 90 and 180 days after treatment. Values of PD decreased
in SRPL, L and SRP groups (p<0,05) 30, 90 and 180 days after treatment. CAL
gain showed an improvement for SRP (p<0,05) 30 days after treatment and was
significant for SRPL, L and SRP groups 90 and 180 days after treatment. GR
values increased for SRPL and L groups (p<0,05) 30 and 90 days after baseline
and for SRP, SRPL and L 180 days after treatment. In all periods, SRPL and L
groups demonstrated a significant reduction on percentage of sites with presence
of bacteria (p<0,05), already SPR group demonstrated microbiological
improvements only 30 days postoperatively (p<0,05). SRPL group was presented
smaller prevalence of bacteria than others groups. No difference was detected for
IL-1p among groups and periods.

Conclusions: Results indicated that Er:YAG laser irradiation, with or without
conventional scaling and root planning, may be used and as an adjunctive aid for
treatment of periodontal pockets, and promoves microbiological benefits, however
no demonstrated clinical and immunological changes significants.

Keywords: lasers; dental planing; root planing; periodontal diseases; interleukin-
1; polymerase chain reaction; comparative study; Er:YAG. laser



INTRODUCAO

s doencas periodontais sdo infeccbes multifatoriais iniciadas por um
complexo de espécies bacterianas que interage com os tecidos e as
células do hospedeiro causando a liberacdo de um grande conjunto de
citocinas inflamatorias, quimiocinas e mediadores, alguns dos quais levam a
destruicdo de estruturas periodontais.
O acumulo de biofilme microbiano nas superficies dentais proximas as margens
gengivais esta geralmente associada com a patogénese da doenca periodontal. A
presenca de endotoxinas relacionadas aos microorganismos no sulco gengival
desencadeia a producdo e liberacdo de citocinas, dentre as quais podemos citar a
IL-1PB. Essa citocina ¢ produzida em resposta as endotoxinas bacterianas e estio
diretamente relacionadas com a reabsorcéo 6ssea®” e sdo quantificaveis por meio
de testes enzimaticos.*”
O objetivo priméario do tratamento da doenca periodontal é desorganizar o
biofilme subgengival e remover completamente os depoésitos bacterianos das
superficies das raizes previnindo a progressao da doen(;a.G'7
Clinicamente existem evidéncias que relatam que a raspagem e o alisamento
radicular (RAR) com instrumentos manuais promovem os melhores resultados

para o tratamento da doenca periodontal.®°

No entanto, varia¢do anatdmica podem
limitar o sucesso da RAR convencional, como concavidades na raiz e, ainda
bolsas muito profundas, defeitos esses que dificultam o acesso de instrumentos
manuais dentro da bolsa periodontal ***

A uso do laser para terapia periodontal tem sido recentemente investigada.®?
Lasers de alta intensidade tém sido usados para promoc¢édo de reducéo bacteriana

em bolsas periodontais ***° 16-19

e para raspagem e alisamento radicular
Uma variedade de lasers tém sido empregados na Odontologia, incluindo os lasers
de CO.™Y" de Nd:YAG,'”™' de Diodo,"* e de Er:YAG,”™" sendo
amplamente estudados para o tratamento da doenca periodontal. O laser de
Er:YAG tem um comprimento de onda de 2,94um, com uma alta capacidade de

absorcéo de agua, sendo que este laser deve ser usado com &gua™?, fator que



minimiza os riscos térmicos nas superficies mineralizadas. Na tentativa de
melhorar a eficacia na remocao do biofilme subgegival, o laser de Er:YAG tem
sido recomendado como uma alternativa no tratamento de raspagem
convencional.?*> A biocompatibilidade das superficies irradiadas tem sido

2321 in vivo?® e in situ®® usando o laser de

verificada em estudos de adeséo celular,
Er:-YAG.

No entanto, poucos estudos clinicos controlados desenvolvidos em humanos tém
sido realizados para avaliar os efeitos do laser de Er:YAG nas superficies das
raizes para o tratamento periodontal ndo cirdrgico.***® Mais estudos sdo
necessarios para que sejam avaliados, além dos dados clinicos convencionais, 0s

parametros imuno e microbioldgicos sob o efeito desse laser

MATERIAL E METODO

Selecdo dos Pacientes

Para este estudo, 21 pacientes, sendo 7 homens e 14 mulheres com periodontite
cronica generalizada’ (quatro sitios com sangramento & sondagem e profundidade
de sondagem entre 5 e 9 mm), idade entre 31 e 55 anos (média das idades de 43
anos) foram selecionados. Os critérios de exclusdo foram: 1)tratamento
periodontal nos Gltimos 12 meses; 2)presenca de condicdo sistémica que interfira
no processo saude-doenca periodontal; 3)uso de antibidtico nos ultimos seis
meses; 4)uso de antiinflamatérios nos ultimos trés meses; 5)gestacéo,
amamentacdo ou uso de contraceptivos hormonais; 6)fumantes. Esses pacientes
receberam tratamento entre 2003 e 2005. Todos foram orientados e assinaram um
termo de consentimento livre e esclarecido aprovado para este estudo pelo Comité

de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Araraquara.

Delineamento do Estudo
Foram selecionados quatro sitios por paciente que apresentaram sangramento a
sondagem e profundidade de sondagem entre 5 e 9mm, em sitios ndo vizinhos

(total = 84 sitios). Moldagens das arcadas dentais em alginato foram realizadas



para a confeccdo de guias de acetato com objetivo de padronizar o
posicionamento da sonda computadorizada® durante a realizacdo dos exames
clinicos. Um examinador cego e calibrado examinou todos os parametros clinicos,
e fez o tratamento de RAR nos devidos grupos (BMVL). Outro operador treinado

realizou a irradiacdo do laser (LHT).

Calibragéo do Examinador

Cento e quarenta sitios com profundidade de sondagem >5 mm foram
randomizados e selecionados em 7 pacientes (20 sitios por paciente em dentes uni
ou multirradiculares foram considerados para a calibragéo). O examinador avaliou
a bolsa periodontal em 2 ocasifes, com intervalo de 48 horas e os dados foram
submetidos aos teste t de Student. A calibracdo foi valida porque a avaliacdo das
diferencas entre os dois periodos avaliados ndo foi estatisticamente significante
(p>0,05).

Controle de higiene oral

Seis meses antes do tratamento, todos os pacientes foram colocados em um
programa de controle de placa supragengival quinzenal ou mensal onde receberam
instrucdes de higiene oral, e profilaxia com pasta profilatica e taca de borracha
realizada por profissional especializado, de acordo com as necessidades
individuais de cada paciente até o baseline. Esse controle foi refeito no inicio do
trabalho. Durante os primeiros 30 dias esses procedimentos foram realizados

semanalmente, Apos 30 dias estes controles foram realizados mensalmente.

Tratamento
Oitenta e quatro sitios foram divididos de forma igual entre os lados direito e
esquerdo da boca. Em um lado, os sitios foram tratados com o laser de Er;YAG

(grupos RARL e L), enquanto os sitios do lado contrario foram tratados com RAR

YPocket Probe, Florida Probe Corporation, Gainsville, FL, EUA.



somente ou nado tratados (grupos RAR e C). Os quatro sitios de cada paciente
foram randomicamente alocados usando uma tabela gerada no computador. A
sequéncia dos procediementos foi sempre da mesma maneira. Para uma melhor
padronizacdo o sitio 1 foi a primeira escolha e em segida o 2, 3 e 4
respectivamente. Os sitios foram divididos nos grupos: 1) RARL: raspagem
convencional seguida de irradiagdo do laser de Er:YAG por 30 segundos; 2) L:
irradiacdo do laser de Er:YAG somente até que o operador considerasse que a
superficie da raiz estivesse debridada adequadamente; 3) RAR: raspagem
convencional e 4) C: controle i.e. sem tratamento. Curetas manuais e
especificas*.foram utilizadas para RAR convencional. Raspagem e alisamento
radicular e/ou com laser foi realizada até que o operador considerasse que a

superficie estava debridada e aplainada adequandamente.

Irradiagéo com o laser

O laser de Er:YAG" selecionado apresentava comprimento de onda de 2,94 pm,
duracdo do pulso entre 250-500 us de tempo de exposicdes; frequéncia de 10Hz,
usando uma peca de mdo com uma ponta especial (1,1 mm x 0,5 mm), com 0s
seguintes parametros: energia de 100 mJ/pulso demosntrado no display resultando
na transmissdao de energia de 71 mJ/pulso na saida da peca de méo 2056 (574
2531; fator de transmissdo de 71%) e fluéncia de 12.9 J/lcm?/puso.?®

Ap0s anestesia infiltrativa, os sitios dos grupos RARL e L foram irradiados sob a
refrigeracdo a &gua, de acordo com o manual do fabricante. A ponta da fibra
Optica foi conduzida em movimentos apico-coronarios, com angulo de inclinagdo
de aproximandamente 30° em relacédo a superficie radicular.

Para o grupo RARL a irradiagdo com o laser foi realizada imediatamente apés a
raspagem, 30 segundos por sitio. Pra o gupo L a irradiagdo com o laser foi em
entre 180 a 240 segundos (média de 204 segundos) até que o operador percebesse

gue a raiz estava raspada e aplainada de formas adequadas.

*Curetas Gracey, Hu- Friedy, Illinois, USA
YKEY Laser 1, 1242 com a peca de mio P2056, KaVo Dental GmbH, Biberach, Germany.



Exames clinicos

No baseline, 30, 90 e 180 dias ap6s os tratamentos, 0S seguintes parametros
clinicos foram avaliados: indice de placa (IP)®*, indice gengival (1G)®,
profundidadede sondagem (PS), sangramento a sondagem (SS) nivel de insercao
(NI) e recessdao gengival (RG). O SS foi determinado pela presenca (+) ou
auséncia (-) de sangramento observado durante 30 segundos, apds a primeira
insercdo da sonda periodontal na bolsa. IP e IG foram mensurados com uma sonda
manual milimetrada®: @™ PS. NIe RG foram mensurados com a sonda
computadorizada®. Dois dias antes do exame clinico o fluido crevicular foi
coltado para as anélise imuno e microbioldgica e o IP e IG foram realizados nesse
momento. Esses procedimentos foram realizados dois dias antes na tentativa de
minimizar um viés de confusdo entre o sangramento a sondagem e 0 sangramento
marginal. Doze dias pos-tratamentos foram repetidos os procedimentos de coleta
de fluido crevicular e observacdo os IP, IG e SS. O SS nesse momento foi
observado quando as pontas de papéis estéreis foram removidas para evitar sondar
a bolsa nesse periodo. Apds 30, 90 e 180 dias dos tratamentos foram repetidos

todos 0s exames do baseline.

Coleta do fluido crevicular

As coletas para as analises imuno e microbioldgica foram realizadas 12, 30, 90 e
180 dias ap6s os tratamentos. Apos a remoc¢do da placa supragengival, os dentes
foram isolados com rolete de algodéo.

Para a analise microbiolodgica o fluido foi coletado com cones de papel absorvente
estéril (numero 30) e introduzido na bolsa periodontal em direcdo apical até que
fosse sentido uma pequena resisténcia, permanecendo no local por 30 segundos.
Os cones foram imediatamente conservados em tubos apropriados contendo 500
ul solucdo de PBS e congelados a uma temperatura de -20°C para posterior

analise por meio de PCR.

¥ PCP-UNC, Hu-Friedy®, Chicago, IL, EUA
*Pocket Probe, Florida Probe Corporation, Gainsville, FL, EUA.



A coleta para o exame imunoldgico foi realizada ap6s um intervalo de
aproximadamente 10 minutos para evitar interferéncia da primeira coleta Para a
coleta foi utilizado cone de papel absorvente estéril (nimero 30) introduzido na
bolsa periodontal em direcdo apical até que fosse sentido uma pequena resisténcia,
permanecendo no local por 30 segundos.

Os cones foram imediatamente conservados em tubos apropriados contendo 500
ul de uma solu¢do a base de PBS associada a um coquetel de inibidores de
protease para a manutencdo da viabilidade das substancias® e congelados & uma

temperatura de -70°C para posterior anélise por meio do teste ELISA.

Analise Imunoldgica

Um kit enzimatico para imunoensaio® especifico foi utilizado para medir a
quantidade de IL-1p presente nas amostras de fluido crevicular. A concentracéo
da citocina nas amostras € diretamente proporcional a intensidade de coloragéo
(absorbancia) resultante da aplicacdo do reagente Ellman’s. O teste foi realizado
seguindo-se as instrugcdes do fabricante. As amostras foram distribuidas em trés
orificios (um orificio com amostra concentrada e dois orificios com amostras
diluidas, na diluicdo de 1:5). As leituras foram realizadas nos tempos 15, 30 e 60
minutos no espectrofotdmetro de 415 nm*. A absorbancia foi convertida na
concentracdo de IL-1p por amostra, de acordo com as curvas padrdes, em cada
tempo, e os resultados finais foram expressos em picogramas por mililitro (pg/ml)

de concentragdo de IL-1 presente no fluido crevicular.

Analise Microbioldgica

As amostras foram descongeladas a temperatura ambiente e agitadas em vortex
por um minuto. Em seguida, foram fervidas por 10 minutos e centrifugadas a
10.000rpm por 10 minutos. A reacdo de PCR foi realizada em volume final de
25uL, contendo aproximadamente 1uM de cada oligonucleotideo, 100 uM de

*Cayman Chemical Company, Ann Arbor/MI, USA

*Multiskar Ascent — Labsystems Uniscience, Vantaa/Finlandia



DNTPs e, para cada par de oligonucleotidideo foi utilizado uma quantidade
especifica de Tag DNA polimerase. A amplificagio dos fragmentos foi
confirmada por eletroforese em gel de agarose 1%, preparados com agarose ultra
pura, solucdo de TBE e brometo de etidio para a visualizacdo do fragmento de
DNA. Para a corrida eletroforética, em cuba para corrida eletroforética horizontal
foram utilizados 12puL do produto de PCR e 2 pL de tampdo de amostra. As
corridas foram submetidas a uma corrente elétrica continua de 100V por 90
minutos. Para documentacdo e andlise, foram obtidas imagens digitalizadas destes
géis. As fotografias obtidas foram armazenadas para anélise da presenca das
bactérias investigadas (Aa, Pg, Pi, Pn e Tf).

Anélise Estatistica

Os dados experimentais foram submetidos a analise estatistica utilizando-se
softwares*¥ adequados. O calculo da amostra foi calculado considerando um
poder do teste de 95%, nivel de significAncia de 5% e a diferenca a ser detectada
de 1,0 mm entre os grupos. Para um poder de estudo de 95% uma amostra de no
minimo 18 pacientes foi calculada Andlises inter e intra grupos foram realizadas
nos diferentes periodos. As varidveis quantitativas (PS, NI, RG e niveis de IL-1B)
foram submetidas ao teste de normalidade(teste de aderéncia de Lilliefor’s). Os
dados de PS e NI apresentaram distribuicdo normal dos dados e foram analisados
aplicando-se o teste de Analise de Variancia de Medidas Repetidas (ANOVA)
seguido do teste de Tukey-Kramer para comparagOes entre grupos e entre
periodos. Os dados de RG e IL-1B ndo foram considerados normais e foram
analisados aplicando-se o teste de Friedman, seguido do teste de Dunn para
comparac¢des multiplas. Para as varidveis categoricas (IP, 1G e SS e prevaléncia de
bactérias), os dados foram submetidos ao teste de Cochran. Quando os resultados
foram estatisticamente significantes, as amostras foram comparadas utilizando o

teste exato de McNemar. Foi adotado o nivel de significancia de 5%.

* Graph Pad Prism 5.0 (GraphPad Software, Inc., San Diego/CA, USA)
¥ BioEstat 4.0 (BioEstat Software, Belém/PA, BRASIL)



RESULTADOS

Na distribuicdo inicial dos 84 sitios (n=21pacientes), 48 (57,1%) estavam
localizados em dentes uni ou birradiculares e 36 (42,9%) em dentes
multirradiculares. Oitenta e dois (97,6%) sitios estavam localizados na regido
interproximal e 2 (2,4%) nas faces livres dos dentes. Complicagdes pds-
operatorias, abscessos ou infec¢cdes ndo foram observados durante todo o periodo
do estudo.

Na tabela 3 os dados iniciais para as variaveis clinicas e imunoldgica demonstram
haver diferenca significante entre os grupos RARL (52,4%) e L (33,3%) no IG.
Essa diferenca tambem & observada para a bactéria Pn no mesmo periodo (tabela
7).

A distribuigdo das propor¢oes obtidas para a variaveis: indice de placa (IP), indice
gengival (IG) e sangramento a sondagem estdo demonstradas nas figuras 7 a 9. Os
dados das médias (£DP) referentes a profundidade de sondagem (PS), nivel de
insercdo clinica (NI) e recesséo gengival (RG) estdo demonstrados nas tabelas 4 a
6, respectivamente; os niveis de concentracdo de IL-1p (IL-1B) estdo
demonstrados na figura 10, e a distribuicdo (em%) do nimero de sitios com
prevaléncia das bactérias Aa, Pi, Pg, Pn e Tf podem ser observados na tabela 7.

12 dias pos-tratamentos

Na comparacao entre o baseline e 12 dias ap0s os tratamentos, IP apresentou uma
reducdo significante (p<0,05) para os grupos RARL (43,7% para 9,5%) e RAR
(52,4% para 28,6%). Nao houve diferenca estatisticamente significante no IP entre
os dois periodos para 0s grupos L e C. A comparagdo entre 0s grupos demonstrou
que o IP foi maior para L, RAR e C quando comparados ao grupo RARL (p<0,05;
figura?).

O 1G aumentou para os grupos L (33,3% para 52,4%), RAR (42,7% para 66,7%) e
C (47,6% para 66,7%) (p<0,05) e reduziu para RARL (52,4% para 38,1%)
(p>0,05). O grupo RARL (38,1%) demonstrou diferenca significante na reducgéo
do IG em relagdo aos grupos RAR (66,7%) e C (66,7%) (p<0,05), mas ndo com L
(52,4%) no periodo de 12 dias (p<0,05; figura 8).



No baseline 100% do sitios do estudo apresentavam SS. Apos os tratamentos foi
observada uma reducéo significante para os grupos RARL (61,9%), L (76,2%) e
RAR (66,7%) (p<0,05; figura 9). O grupo controle (90,5%) ndo mostrou reducao
significante de SS nesse periodo (p>0,05). Na comparacédo entre os grupos RARL
e RAR apresentaram reducdo significante no SS quando comparado ao grupo C,
no entanto sem diferenga com o grupo L (76,2%) (p>0,05).

Os valores iniciais de IL-1B diminuiram em RARL (509,6 pg/mL para 425,1
pg/mL) e RAR (507,3 pg/mL para 411,6 pg/mL). Para os grupos L e C os valores
aumentaram (363,0 pg/mL para 488,1 pg/mL; 320,9 pg/mL para 408,7 pg/mL,
respectivamente). Os niveis de IL-1p observados ndo demonstraram diferencas
significantes (p>0,05) intra e inter grupos (figura 10).

Com relacdo a porcentagem de sitios com bactérias presentes foram observadas
mudangas em RARL como redugdo de Aa, Pg, Pi, Pn e Tf (p<0,05); em L reducéo
de Aa, Pg, Pn e Tf (p<0,05); em RAR reducédo de Aa e Tf (p<0,05); e em C néo
houve reducdo significante na porcentagem dos sitios com prevaléncia de
bactérias. Na comparacdo entre grupos RARL mostrou diferenca na bactéria Aa
para os grupos L e C (p<0,05); em Pg para os grupos RAR e C (p<0,05); na
bactéria Pn para o grupo RAR e em Tf para o grupo C; L mostrou diferenca na
bactéria Aa para os grupos RAR e C (p<0,05); em Pg para o grupo C (p<0,05); em
Pn para os grupos RAR e C (p<0,05) e na bactéria Tf para os grupo C (p<0,05);
RAR mostrou diferenca em Tf para o grupo C (p<0,05). (tabela 7)

30 dias pos-tratamentos

Ao comparar os dados entre o baseline e 30 dias ap6s os tratamentos, IP reduziu
para os grupos RARL (43,7% para 14,3%) e para RAR (52,4% para 33,3%)
(p<0,05). Os grupos L e C ndo demonstraram diferenca para IP entre os periodos.
Houve diferenca estatisticamente significante no IP quando comparou-se 0s
grupos RARL com RAR (p<0,05) e RARL com C (p<0,05; figura 7)

Para esse periodo IG diminuiu para RARL (52,4% para 23,8%, p<0,05). Por outro
lado, IG aumentou para C (47,6% para 71,4%, p<0,05). Para os grupos L (47,6%)
e RAR (42,9%) houve um aumento de IG, porém sem diferencas significantes

quando comparado ao inicial (33,3% e 42,7%, respectivamente). Na comparagéo



entre os grupos, RARL (23,8%) demonstrou uma reducédo significante quando
comparado aos grupos L, RAR e C (42,9%, 47,6%, 71,4%; p<0,05). Os grupos L
e RAR apresentarem valores de IG menores que o grupo C (p<0,05; figura 8).
Ap0Gs os tratamentos foi observada uma reducdo significante de SS para 0s grupos
RARL (38,1%), L (52,4%) e RAR (47,6%) (p<0,05). O grupo controle (90,5%)
ndo mostrou reducdo significante de SS nesse periodo (p>0,05). Na comparacéao
entre os grupos RARL, L e RAR apresentaram reducéo significante no SS quando
comparado ao grupo C (p<0,05; figura 9).

Os valores das médias de PS (demonstrados na tabela 4) reduziram
significantemente para os grupos RARL (6,5£1,2 mm para 4,8£1,3 mm), L
(6,4£1,1 mm para 5,3+1,2 mm) e RAR (6,9+1,1 mm para 5,2+1,4 mm). Quando
foram comparadas as diferencas entre os grupos foi demonstrada diferenca
significante entre os grupos RARL (4,8+1,3 mm) e C (6,3+£0,9 mm).

Os resultados demonstraram uma melhora significante da média do ganho de NI
somente para 0 grupo RAR (7,2+1,3 mm para 6,7+1,3 mm; p<0,05; tabela 5). Os
grupos RARL (6,7+1,4 mm para 6,5+1,4 mm) e L (6,6+1,1 mm para 6,6+1,3 mm)
apresentaram um pequeno ganho de NI e o grupo C (6,8+1,5 mm para 6,9£1,4
mm) uma pequena perda de NI, porém sem diferenca entre os periodos (p>0,05).
N&o foram encontradas diferencgas estatisticamente significantes quando foram
comparados 0s grupos do estudo, nesse periodo (p>0,05).

Houve um aumento significante em RG (p<0,05; tabela 6) para os grupos tratados
com laser RARL (0,2+0,7 mm para 1,1+1,1 mm) e L (0,2+0,4 mm para 0,9+0,9
mm). Os grupos RAR (0,3+0,7 mm para 0,8+1,2 mm) e C (0,5+1,0 mm para
0,6+1,0 mm) também apresentaram aumento da RG, porém sem diferengas
significantes no periodo (p>0,05). Diferencas significantes entre os grupos nédo
foram encontradas (p>0,05).

Os valores iniciais de IL-1B diminuiram em RARL (509,6 pg/mL para 300,2
pg/mL), L (363,0 pg/mL para 331,2 pg/mL), RAR (507,3 pg/mL para 273,1
pg/mL) e C (320,9 pg/mL para 291,6 pg/mL). Os niveis de IL-1p observados nio
demonstraram diferencas significantes (p>0,05) intra e inter grupos (figura 10).



Na observacgdo da porcentagem de sitios com bactérias presentes (tabela 7) foram
observadas mudangas em RARL como reducéo de Aa, Pg, Pn e Tf (p<0,05); em L
reducdo de Aa, Pg, Pn e Tf (p<0,05); em RAR reducédo de Aa e Tf (p<0,05); e em
C ndo houve reducdo significante na porcentagem dos sitios com prevaléncia de
bactérias. Na comparacdo entre grupos RARL mostrou diferenca na bactéria Aa
para o grupo C (p<0,05); em Pg para os grupos RAR e C (p<0,05); na bactéria Pn
para os grupos L, RAR e C e em Tf para o grupo C; L mostrou diferenca na
bactéria Aa para o grupo C (p<0,05); em Pg para os grupos RAR e C (p<0,05); em
Pn para os grupos RAR e C (p<0,05) e na bactéria Tf para os grupo C (p<0,05);
RAR mostrou diferenca nas bactéria Pn e Tf para o grupo C (p<0,05).

90 dias po6s-tratamentos

Apdbs 90 dias o IP reduziu significantemente (p<0,05) para 0s quatro grupos do
estudo quando comparado ao baseline (RARL (43,7% para 23,8%); L (38,1% para
19,1%), RAR (52,4% para 14,3%) e C (42,9% para 23,8%)), ndo havendo
diferencas significantes entre os grupos nesse periodo (figura 7).

O IG diminuiu significantemente (p<0,05) para RARL (52,4% para 19,1%) e
RAR (42,7% paral9,1%). Para os grupos L (27,7%) e C (42,9%) houve uma
reducdo de IG, porém sem diferencas significantes quando comparado ao inicial.
Na comparagdo entre os grupos, RARL e RAR demonstraram uma reducédo
significante somente quando comparado ao grupo C (p<0,05; figura 8). O grupo L
apresentou valores de IG menores que o grupo C, porém sem diferenca signficante
entre os grupos (p>0,05).

Apos os tratamentos foi observada uma reducéo de SS significante para os grupos
RARL (42,9%), L (57,1%), RAR (42,9%) e C (61,9%) (p<0,05; figura 9). N&o
houve diferenca estatistica significante entre os grupos nesse periodo.

O valores das médias de PS reduziram significantemente para os grupos RARL
(6,5£1,2 mm para 4,6£1,5 mm), L (6,4+£1,1 mm para 51+1,3 mm) e RAR
(6,9£1,1 mm para 4,9£1,6 mm). Quando foram comparadas as diferencas entre os
grupos foi observada diferenca significante entre os grupos tratados RARL
(4,6£1,5 mm), L (5,1+1,3 mm) e RAR (4,9£1,6 mm) em relacdo ao grupo C
(6,7£0,8 mm). (tabela 4)



Os resultados demonstraram uma melhora significante da media do ganho de NI
para os grupos RARL (6,7+1,4 mm para 5,9+2,1mm), L (6,6£1,1 mm para
6,3+1,7 mm) e RAR (7,2+1,3 mm para 6,0+1,2 mm; p<0,05). O grupo C (6,8+1,5
mm para 6,8+1,4 mm) ndo mostrou diferencas no NI. Nesse periodo, ndo foram
encontradas diferencas estatisticamente significantes quando foram comparadas as
diferencas entre os grupos. (p>0,05; tabela 5).

Na andlise clinica de RG (tabela 6), um aumento significante foi observado
(p<0,05) para os grupos tratados com laser RARL (0,2+0,7 mm para 1,1+0,7 mm)
e L (0,2£0,4 mm para 1,0£0,3 mm). O grupo RAR (0,3+0,7 mm para 0,8+0,2
mm) apresentou aumento da RG, porém sem diferencas significantes no periodo
(p>0,05). O grupo C (0,5+1,0 mm para 0,5£0,5 mm) néo alterou o valor da RG
apos 90 dias dos tratamentos. Diferencas significantes entre os grupos nao foram
encontradas (p>0,05).

Os valores iniciais de IL-1B diminuiram em RARL (509,6 pg/mL para 475,7
pg/mL), L (363,0 pg/mL para 327,7 pg/mL) e RAR (507,3 pg/mL para 293,9
pg/mL) e aumentaram para C (320,9 pg/mL para 489,3 pg/mL). Os niveis de IL-
1B observados ndo demonstraram diferencas significantes (p>0,05) intra e inter
grupos (figura 10).

Verificando na tabela 7 a porcentagem de sitios com bactérias presentes foram
observadas mudancas em RARL como reducgédo de Aa, Pg, Pi, Pn e Tf (p<0,05);
em L reducdo de Pg (p<0,05); em RAR e C ndo houve reducdo significante na
porcentagem dos sitios com prevaléncia de bactérias. Na comparacao entre grupos
RARL mostrou diferenca na bactéria Pg para o grupo C (p<0,05); na bactéria Pn
para os grupos L, RAR e C; e em Tf para o grupo C. O grupo L mostrou diferenca
em Pg para o grupo C (p<0,05); em Pn para os grupos RAR e C (p<0,05).

180 dias pbs-tratamentos

Na comparagdo entre o baseline e 180 dias ap6s os tratamentos, IP reduziu
significantemente (p<0,05) para os grupos RARL (16,4%); L (22,9%) e RAR
(19,7%), porém sem diferencas entre os grupos (figura 7).

O IG diminuiu significantemente (p<0,05) para RARL (52,4% para 17,9%) e
RAR (42,7% para 19,1%). Para o grupo L (33,3% para 25,3%) houve uma



reducdo de IG, porém sem diferencas significantes quando comparado ao inicial.
Né&o foram observadas diferencas significantes entre os grupos (p>0,05; figura 8).
Ap0Gs os tratamentos foi observada uma reducdo de SS significante para 0s grupos
RARL (32,7%), L (49,7%) e RAR (37,7%) (p<0,05; figura 9). Ndo houve
diferenca estatistica significante entre os grupos nesse periodo.

O valores das médias de PS reduziram significantemente para os grupos RARL
(6,5£1,2 mm para 4,4+1,6 mm), L (6,4+1,1 mm para 4,9+1,3 mm) e RAR
(6,9£1,1 mm para 4,7+1,5 mm). Ndo foram encontradas diferencas entre 0s
grupos tratados RARL, L e RAR, conforme demonstrado na tabela 4.

Os resultados observados na tabela 5 demonstram uma melhora significante da
média do ganho de NI para os grupos RARL (6,7£1,4 mm para 5,6+2,0mm), L
(6,6£1,1 mm para 6,0£1,3 mm) e RAR (7,2+1,3 mm para 5,9+1,5 mm; p<0,05).
N&o foram encontradas diferengas estatisticamente significantes na comparagao
entre os grupos. (p>0,05).

Um aumento significante (p<0,05) de RG (tabela 6) foi observado para os grupos
RARL (0,2+0,7 mm para 1,1+0,9 mm), L (0,2+0,4 mm para 0,9+0,3 mm) e RAR
(0,3+0,7 mm para 0,9+0,5 mm). Diferencas significantes entre 0s grupos nao
foram encontradas (p>0,05).

Os valores iniciais de IL-1B diminuiram em RARL (509,6 pg/mL para 383,2
pg/mL), L (363,0 pg/mL para 299,7 pg/mL) e RAR (507,3 pg/mL para 305,9
pg/mL). Os niveis de IL-1p observados ndo demonstraram diferengas significantes
(p>0,05) intra e inter grupos (figura 10).

Em relagdo a porcentagem de sitios com bactérias presentes foram observadas
mudancgas em RARL como reducdo de Aa, Pg, Pn e Tf (p<0,05); em L reducédo de
Aa (p<0,05); em RAR nao houve reducdo significante na porcentagem dos sitios
com prevaléncia de bactérias quando comparado ao baseline. Na comparacédo
entre grupos RARL mostrou diferenga nas bactérias Pg e Pn para o grupo RAR
(p<0,05). (tabela 7)



DISCUSSAO

O presente trabalho, teve o objetivo de avaliar o efeito do laser de Er.YAG,
associado ou ndo a raspagem e alisamento radicular (RAR), em comparacdo a
terapia periodontal convencional de RAR, no tratamento de pacientes com
periodontite cronica.

O célculo da amostra foi realizado baseando-se no estudo de Schwarz et al.*
(2001), onde foi considerando um poder do teste de 95%, nivel de significancia de
5% e a diferenca a ser detectada de 1,0 mm. A diferenca padronizada do poder de
estudo em 0,95 (1-p=0,95) e um intervalo de confianga 0=0,05 determinou uma
amostra de pelo menos 16 pacientes para receber cada tratamento. Para o presente
estudo foram selecionados 21 pacientes considerando as possiveis perdas que
poderiam ocorrer. Ao final do estudo, o calculo da amostra foi recalculado com os
dados obtidos no presente estudo e foi encontrado um tamanho minimo de
amostra de 18 pacientes.

A metodologia utilizada neste trabalho foi de boca dividida (split-mouth). Na
literatura dos estudos periodontais, os autores >* indicaram vérias controvérsias no
passado. Esse tipo de estudo tem a proposta de remover todos os fatores que
possam interferir entre os sujeitos, na comparagdo dos tratamentos. A vantagem
das comparag6es dentro do mesmo paciente (ao contrario das comparacdes entre
0s pacientes) é que a variacao do erro de confusdo do estudo pode ser reduzida, e
dessa forma obter um alto poder estatistico com um menor nimero de pacientes
selecionados para o estudo ****. No entanto, para alguns autores®” nesse tipo de
estudo os efeitos podem interagir entre os quatro métodos de tratamento,
principalmente na reducdo microbiolégica. Em nosso estudo os resultados nédo
parecem ter sofrido esse problema.

Doze dias ap0s os tratamentos, foram observadas pequenas mudancas clinicas nas
variaveis IP, IG e SS. Reducdo (p<0,05) de IP foi notada para RARL e RAR
quando comparados baseline e 12 dias e houve diferenca no IP entre RARL e 0s
demais grupos nesse periodo (p<0,05). Aumento de IG para os grupos L, RAR e
C (p<0,05) foi observado e o grupo RARL apresentou IG menor que RAR e C. Os



grupos tratados RARL, L e RAR apresentaram redugdo no SS quando comparado
ao baseline, porém sem diferencas encontradas entre os grupos. RARL e RAR
reduziram significantemente o SS quando comparados ao C. Todos 0S grupos
tratados RARL, L e RAR demonstraram reducédo significante na porcentagem de
sitios com presenga de bactérias. O grupo RARL foi o que apresentou menor
prevaléncia de bactérias presentes quando comparadas as diferencas entre 0s

grupos. Esses achados corroboram em parte o estudo de Tomasi et al.*®®

que
demonstrou reducdo significante de Tf, Pg, Pi e Pn na avaliacdo de 2 dias apds a
irradiacdo com o laser, porém sem diferenca com a RAR com ultrassom.

Uma reavaliacdo de IP, 1G, SS, IL-1B e na prevaléncia de Aa, Pg, Pi, Pn e Tf foi
realizada nesse periodo na tentativa de verificar um possivel efeito imediato dos
tratamentos RARL e L, quando comparados somente a8 RAR e ao grupo sem
tratamento. Esse efeito foi demonstrado em estudos que relatam que o laser de

Er:-YAG promove irregularidades nas superficies das raizes **" %

, porém sem o
acumulo de biofilme. Por isso o laser de Er:YAG associado a RAR poderia ser
mais efetivo na remocdo de irritantes da superficie da raiz.*> Uma deteccéo
precoce da melhora clinica apés o debridamento com o laser pode estar associada
aos efeitos causados no tecido mole da bolsa peridontal (tecido de granulagéo).
Alguns estudos sugerem que o efeito de acdo da ablacdo do laser pode remover o
epitélio da parede bolsa peridontal e o infiltrado de células inflamatérias presente
na bolsa.***° Além disso, que a terapia com o laser de Er:YAG pode resultar em
um aumento da proliferacdo de fibroblastos e componentes do sangue e dos
mesmos na ades&o na superficie radicular.??

Para o periodo de 30 dias ap6s os tratamentos, varias mudancgas puderam ser
observadas nos diferentes grupos quando foram comparadas aos dados iniciais. O
IP reduziu para os grupos RARL e RAR (p<0,05), sendo que o grupo RARL
mostrou melhores resultados quando comparados a RAR e C (p<0,05). Houve
reducdo de IG para o grupo RARL (p<0,05) e aumento de IG para o grupo C
(p<0,05). RARL mostrou a reducdo do IG com significante diferenca quando
comparado aos grupos L, RAR e C (p<0,05). Os grupos L e RAR também foram

diferentes quando comparados ao grupo C (p<0,05). Os grupos tratados RARL, L



e RAR apresentaram reducdo no SS e ainda, quando comparados ao grupo C
apresentaram reducéo significante. (p<0,05). A PS reduziu para os grupos RARL,
L e RAR, com diferenca entre RARL e C (p<0,05). Houve um ganho de insercédo
significante somente para o grupo RAR (p<0,05), porém sem diferenca entre os
grupos avaliados. Um aumento significante de RG (p<0,05) para os grupos RARL
e L foi observado, no entanto, sem diferencas significantes entre os grupos. Todos
os grupos tratados RARL, L e RAR demonstraram reducdo significante na
porcentagem de sitios com presenca de bactérias. Os grupos RARL, L e RAR
apresentaram diferencas significantes na prevaléncia de bactérias quando foram
comparados entre si e ainda quando comparados ao grupo C (p<0,05).

Os achados encontrados 30 dias apds os tratamentos estdo de acordo com o

trabalho de Tomasi et al.*®

que demonstrou uma reducgéo de PS e um ganho de NI
significantes, quando comparados ao inicial. Para os dois parametros foram
encontradas diferencas significantes quando foi comparado laser com RAR com
ultrassom. Esse estudo demonstrou reducdo significante de Tf, Pg, Pi e Pn na
avaliacdo de 30 dias apds a irradiagdo com o laser, porém sem diferenca entre 0s
grupos.

Avaliacdes na reducdo da média de PS e a reducdo do SS apresentaram melhoras
significantes clinicas e estatisticas dentro dos grupos tratados quando comparado
o baseline e 30 dias apds os tratamentos. Em estudos clinicos anteriores,**3
ocorreu uma significante reducdo de SS em comparacdo com o baseline, ndo
somente para os sitios tratados com o laser, mas também naqueles tratados
somente com a RAR como em nosso estudo.

A maioria das diferencas observadas ocorreu nos periodos de 90 e 180 dias apds
os tratamentos, quando os dados foram comparados ao periodo inicial. Apds os 90
dias do tratamento realizado, o grupo C foi excluido do estudo. Todos 0s sitios
que ndo haviam recebido tratamento foram raspados com instrumentos manuais.
Para o0 periodo de 90 dias, o IP reduziu para todos os grupos do estudo (p<0,05),
sem diferenca significante entre os grupos. O IG reduziu para os grupos RARL e
RAR (p<0,05) e esses grupos demonstraram diferenca quando comparados ao

grupo C (p<0,05). O SS reduziu para todos os grupos do estudo (p<0,05), sem



diferenca significante entre os grupos. A PS reduziu para os grupos RARL, L e
RAR (p<0,05) e esses grupos demonstraram diferenca quando comparados ao
grupo C (p<0,05). Um ganho de insercdo significante foi observado para RARL,
L e RAR (p<0,05), porém sem diferenca significante entre os grupos avaliados.
Um aumento significante de RG (p<0,05) para os grupos RARL e L foi
observado, no entanto, sem diferengas significantes entre os grupos. Os grupos
RARL e L demonstraram reducdo significante na porcentagem de sitios com
presenca de bactérias; apresentaram diferencas significantes na prevaléncia de
bactérias quando foram comparados entre si e ainda quando comparados ao
grupos RAR e C (p<0,05).

As variaveis média de reducdo da PS e média de ganho do NI, demonstraram uma
melhora clinica significante, nos trés grupos tratados. J&, a redugdo do SS foi
significativa para todos os grupos avaliados, inclusive para o grupo C (que nao
recebeu tratamento). O resultado obtido no do grupo C esta de acordo com outros

estudos®®?

que demonstraram que um efetivo controle de placa supragengival,
num periodo de 90 e 180 dias apds o tratamento realizado, pode reduzir em 17% e
30%, respectivamente, o SS em sitios ndo tratados subgengivalmente.

Corroborando outros estudos clinicos com o laser**

, @ reducédo da PS, o ganho
do NI e a porcentagem de SS demonstraram uma melhora clinica significante nos
trés grupos tratados. No entanto, diferentemente dos estudos ja apresentados, em
nosso estudo a média dos valores de RG aumentou (p<0,05), IP diminuiu (p<0,05)
e 1G aumentou (p<0,05) significantemente para os trés grupos.

Cento e oitenta dias apds os tratamentos IP reduziu para os grupos RARL, L e
RAR (p<0,05), sem diferenca significante entre os grupos. O IG reduziu para 0s
grupos RARL e RAR (p<0,05) sem diferenca significante entre os grupos. O SS
reduziu para todos os grupos do estudo (p<0,05) sem diferenca significante entre
0s grupos. A PS reduziu para os grupos RARL, L e RAR (p<0,05) sem diferenca
significante entre os grupos. Um ganho NI foi observado para RARL, L e RAR
(p<0,05), porém sem diferenca significante entre os grupos avaliados. Um
aumento significante de RG (p<0,05) para os grupos RARL, L e RAR foi

observado, no entanto, sem diferencgas significantes entre os grupos. Os grupos



RARL e L demonstraram reducdo significante na porcentagem de sitios com
presenca de bactérias; o grupo RARL apresentou diferenca quando comparado ao
grupo RAR (p<0,05).

Poucos estudos clinicos em humanos avaliaram o efeito da irradiacdo com laser de
Er:-YAG sobre superficie radicular combinado com a RAR*. Schwarz et al.*
(2003) compararam o laser de Er:YAG (160mJ/pulso, 10Hz) com a RAR e laser
em associacdo com RAR (L+RAR) em 20 pacientes. As andlises clinicas foram

feitas antes do tratamento, aos 3 e 6 meses apés 0 mesmo. Nos estudos>*?

, apos
90 dias, houve uma diminui¢do na média do NI de 6,3+1,1 mm para 5,1+1,0 mm,
para o grupo do laser, de 6,5£1,0 mm para 5,6£1,1 mm, para o grupo RAR e de
6,9+1,0 mm para 5,5+1,1 mm para o grupo L+RAR. A media da PS foi reduzida
para o grupo laser de 4,9+0,7 mm para 3,5+0,6 mm, para o grupo RAR de 5,0+0,6
mm para 3,8£0,7 mm e para o grupo L+RAR de 5,2+0,8 mm para 3,5+0,7 mm
Estes resultados foram estatisticamente significantes quando comparados aos
Apbs 180 dias*®*?, houve uma diminuicdo na média do NI de 6,3+1,1 mm para
4,4+1,0 mm, para o grupo do laser, de 6,5+1,0 mm para 5,5+1,1 mm, para o0 grupo
RAR e de 6,9+1,0 mm para 5,3£1,0 mm para o grupo L+RAR. (com diferenca
entre os grupos laser e RAR e entre L+RAR e RAR). A média da PS foi reduzida
para o grupo laser de 4,9+0,7 mm para 2,9+0,6 mm, para o grupo RAR de 5,0+0,6
mm para 3,4+0,7 mm e para o grupo L+RAR de 5,2+0,8 mm para 3,1+0,7 mm.
Os resultados dos estudos®®*? foram estatisticamente significantes quando
comparados aos dados iniciais para os diferentes grupos e ainda entre 0s grupos
para o periodo.

Esses resultados diferem do nossos quando da comparacao entre 0S grupos, pois
ndo foram encontradas diferencas significantes entre os grupos tratados em nosso
estudo para os periodos de 90 e 180 dias, apesar de todos os parametros clinicos
terem melhorado significantemente em cada periodo quando comparado ao
baseline.

Em nosso estudo, a média de reducgéo da PS foi maior que nos estudos de Schwarz

et al.*®* (2001; 2003). Esta discrepancia pode ser justificada pelas diferencas



iniciais de PS. Nos estudos de Schwarz et al.**% (2001; 2003), as médias iniciais
de PS, independente do grupo, foram por volta de 5,0 mm e no presente estudo,
essas médias foram por volta de 6,0 mm. Estudos clinicos®® tém demonstrado
que, uma reducdo na PS e um ganho no NI, tanto apds tratamentos periodontais
ndo-cirargicos, como cirdrgicos, dependem da PS inicial, ou seja, existe uma
maior previsibilidade de sucesso na reducdo de PS, em bolsas mais profundas,
independente do tipo de tratamento.

Apesar dos trabalhos clinicos®®**3 demonstrarem um aumento na RG para os
grupos que utilizaram o laser, as diferencas encontradas ndo foram significantes.
Ao contrério destes achados, o presente estudo encontrou, em todos os periodos
avaliados diferenca estatisticamente significante (p<0,05) no aumento da RG para
os dois grupos que utilizaram o laser de Er:YAG; porém, sem diferencas entre
eles, apesar da reducdo do NI e da PS significantes (p<0,05). Estes resultados
podem estar relacionados a maior contracdo do tecido gengival e/ou a diminuicao
do edema; como também pode ser consequéncia do aumento da instrumentacéo
nos grupos em que foi utilizado o laser de Er:YAG, provocando um possivel dano
no tecido gengival no momento do tratamento; ou estar relacionado com o0s
parametros de irradiacdo utilizados. (densidade de energia do pulso e/ou com o
tempo de irradiagéo).

Para a analise microbioldgica no presente estudo foi utilizada a técnica de reacdo
de polimerase em cadeia (PCR). Essa técnica é usada para analisar amostras
provenientes de informacdes de material genético originado da bactéria contida na
bolsa periodontal, ndo células vivas.

O efeito bactericida do laser de Er:YAG é atribuido as variaces da morfologia e
quantidade de 4gua da bactéria, e o nivel de pigmentagéo da sua parede celular.?®
Os trabalhos que analisaram a reducéo bacteriana com o uso do laser podem néo
ter encontrado diferencas entre 0s grupos para um mesmo periodo devido aos
problemas encontrados nas técnicas utlizadas. De acordo com Tomasi et
al®.(2006) reacdes cruzadas entre as sondas na técnica do DNA-DNA
hibridization podem ocorrer. Em seu estudo ndo foram observadas diferengas na

quantidade e na qualidade das bactérias estudadas entre os grupos laser e



ultrassom. No entanto, eles justificam que as bolsas periodontais estudadas eram
de pacientes participantes de um programa de manutencdo, por isso 0s sitios ndo
estavam altamente infectados no baseline, dificultando a deteccdo de diferencas
no efeito antimicrobiano dos tratamentos.

Os resultados encontrados no presente estudo corroboram outros estudos®’

que
observaram uma reducdo significante das bactérias estudadas ap6s o tratamento
periodontal até os 90 dias apds os baseline. A tendéncia demonstrada em nosso

estudo, como no de Derdilopoulou et al.*’

(2007) é de um aumento dos sitios com
presenca de bactérias no intervalo entre 90 e 180 dias, porém sem diferenga
significante entre os valores achados. Esse fato pode estar associado a presenca
elevada de sitios com presenca de SS (entre 40 e 50%) e IG (entre 20 e 30%).
Segundo Haffajee &, Socransky.® (1994) a presenca de inflamacdo gengival em
um sitio afeta muito a composi¢do de sua microbiota. Bactéria como Aa, Pg, Pi, e
Tf estdo significantemente elevados em sitios que apresentam sangramento a
sondagem, indice esse usado como um indicador clinico de inflamacéo
periodontal. Os autores® acreditam que as espécies que se apresentam elevadas
nos sitios inflamados podem ter se beneficiado da inflamacéo.

A diferenca entre nosso estudo e os outros estudos clinicos>"

que avaliaram as
reducdo de bactérias encontradas nos sitios apds o tratamento periodontal é que,
em nosso estudo, 0 Unico grupo que continuou apresentando redugdo dos sitios
com bacteérias presentes foi 0 RARL até os 180 dias pds-tratamentos. E esse grupo
apresentou prevaléncia menor de sitios (p<0,05) com Pg e Tf quando comparado
ao grupo RAR. Esse resultado sugere que apesar do nosso estudo e do de Schwarz
et al.¥* (2003) ndo demonstrarem diferencas clinicas significantes para a
associacdo do laser com a RAR, os padrdes microbioldgicos parecem permancer
melhores quando existe essa associacdo. A diferenca nestes resultados pode estar
relacionada com o fato de que associando-se 0s dois procedimentos de laser e
RAR pode-se obter o melhor resultado de cada um. A RAR retiraria o célculo e os
depdsitos bacterianos presentes na raiz, deixando-a lisa e limpa e o laser
promoveria uma agdo de reducdo bacteriana deixando o ambiente da bolsa

periodontal descontaminado.



Alguns autores®’ citam que os estudos calculam o tamanho da amostra e o poder
do estudo baseados em variaveis clinicas. Sugerem que para analisar dados
microbiologicos esse poder fica irreal e muitas vezes ndo chega-se a um resultado
esperado, sendo necessario aumentar o tamanho da amostra para que as diferencas
possam ser verificadas.

Estudo de Feist et al**.(2003) demonstrou que superficies radiculares irradiadas
com o laser utilizando uma densidade de energia de 3J/cm?® seriam mais
favoraveis para adesdo de fibroblastos gengivais que as irradiadas com o laser
utilizando uma densidades de 5 J/cm? muito embora, outro estudo® tenha
demonstrado que 5,6 J/cm? também favorece a proliferacdo fibrobléstica.

No presente estudo foram utilizadas densidades de energia por pulso de 12,9 J/cm?
com o tempo de exposi¢édo variado, entre os grupos RARL e L. Em RARL, o laser
foi utilizado como coadjuvante a RAR e, por isto, foi realizada irradiacdo durante
30 segundos por sitio, enquanto que em L, a superficie foi irradiada com o laser
substituindo o procedimento de RAR com instrumentos manuais.

Embora tenha utilizado parametros de irradiacdo maiores (160mJ/pulso) que o do
presente estudo (100mJ/pulso) para realizar a raspagem, Schwarz et al.>*= (2003)
ndo verificaram diferencas significantes quanto a PS e NI, entre os tratamentos
com laser e laser + RAR.

No presente estudo o laser de Er:YAG foi utilizado com energia de 100mJ/pulso.

Theodoro et al. %

(2006) utilizando energia de 100mJ/pulso evidenciou, in vitro,
adesdo de elementos sanguineos em superficies radiculares irradiadas, porém sem
diferenca com o grupo controle (RAR), demonstrando que, a irradiacdo de
superficies radiculares com este laser ndo interfere na adesdo do coagulo
sanguineo.

A angulacdo em torno de 30° entre a ponta de saida e a superficie radicular,
utilizada em nossa metodologia, est4 baseada nos achados de Folwaczny et al.*®
(2001), que demonstram que a angulacédo clinica da aplicacdo do feixe laser de
Er:-YAG influencia, significantemente, na remoc¢édo de substancias de superficies

radiculares.



Foi demonstrado in situ®® que este laser pode promover danos térmicos em &reas
profundas de superficie dentinaria radicular irradiada, na base da bolsa
periodontal. Os autores consideram que estes efeitos podem ser minimizados por
intervalos entre as irradiacbes e pela irrigacdo com éagua, fatores estes, que
mostram diminuir consideravelmente o aquecimento superficial e intrapulpar. Em
nosso estudo todos os cuidados para minimizar os efeitos térmicos foram tomados
(laser pulsado; aplicacdo sem contato e com sistema de refrigeracédo a agua)

Theodoro et al.?°

(2003), por meio de MEV, demonstraram que as superficies
radiculares que ndo receberam tratamento, além da RAR e irrigacdo com éagua
destilada, apresentaram irregularidades da superficie, e ainda que, a morfologia da
superficie das raizes, apés tratamento com laser de Er:YAG, torna-se mais
irregular e rugosa, devido ao processo de ablacdo explosiva, concordando com
achados de outros estudos. No entanto, estudo™ demonstrou que a remogéo das
estruturas radiculares, com o laser de Er:YAG, em baixas dosagens de energia (até
100mJ/pulso e 15Hz), séo semelhantes a removidas com a instrumenta¢do manual
com curetas.

Os niveis de IL-1p observados no estudo ndo demonstraram diferengas
significantes (p>0,05) intra e inter grupos em todos os periodos do estudo, mesmo
quando os niveis da citocina pareceram relativamente altos, apds os tratamentos.
A Interleucina 1-Beta (IL-1p.) € uma citocina de reabsor¢do Ossea altamente
potente e responsavel pela maior parte da atividade do chamado fator de atividade
osteoclastica (OAF). E produzida principalmente por macr6fagos e mondcitos,
mas também pode ser produzida por neutrofilos, sendo considerada a principal
citocina presente no tecido gengival associada com periodontite. Sua liberacédo
ocorre em resposta a substancias imunoestimulatérias, como constituintes
bacterianos, tais como os lipopolisacarides (LPS) e produtos da degradacédo
tecidual.? Concentracdes de LPS tdo baixas, quanto 1ng/ml, sdo capazes de ativar
a producdo e liberagdo de quantidades de IL-1p tdo altas, quanto 100ng/10°
células, em um periodo de 24 horas.® Outras atividades biolégicas relacionadas ao
seu papel, como mediador de destruicdo tecidual, na periodontite, incluem: a

inibicdo da formacdo Ossea; a estimulagdo da sintese de prostaglandinas e



tromboxano; a estimulagdo de colagenase e protease; além do aumento da adesdo
leucocitaria, de células endoteliais e a estimulagdo de fibroblastos e
queratindcitos.” >3

A deteccdo de citocinas em tecidos clinicamente saudaveis é esperada, pois um
pequeno numero de células inflamatorias cronicas esta, usualmente, presente em
tecidos gengivais clinicamente sadios.” Um estudo® estabeleceu um valor
>70,0pg/ul de IL-1B no fluido crevicular, como demonstrativo de doenca
periodontal ativa. Outro trabalho.”® determinou que valores de IL-1B, no fluido
crevicular, >20pg/ul podem ser considerados para sitios com gengivite e valores
>102pg/um para sitios com periodontite. No presente estudo todos os valores,
independentemente, das PS e de presenca ou auséncia de SS, apresentaram-se
acima destes padrbes citados anteriormente. Estes achados indicam que a
producdo de IL-1p ndo reflete simplesmente a presenca de uma inflamagéo
clinicamente visivel entre os sinais clinicos de inflamag&o e a atividade de doenca,
estando de acordo com as divergéncias encontradas nos trabalhos.>**%®

Autores avaliaram® que as respostas individuais, na secrecdo dos mediadores da
inflamacdo, podem estar relacionadas com as diferencas nas varias formas de
doenca periodontal, resultando, entdo, em combinacbes de mediadores
inflamatorios, sugestionando heterogeneidade na resposta individual do paciente a
doenca periodontal, bem como, ao seu tratamento. Existem, também, estudos que
sugerem uma variabilidade individual em relacdo a expresséo da IL-1f3 no fluido
crevicular® e, ainda, que a variabilidade genética (como o polimorfismo de IL-1B)
é uma explicacio plausivel para esta ocorréncia®.

Os achados obtidos demonstraram que o laser de Er:YAG apresentou bons
resultados microbioldgicos no tratamento de bolsas periodontais sem contudo
apresentar beneficios adicionais aos paramentros clinicos e imunoldgicos
analisados. Tais resultados indicam a necessidade de novos estudos com laser de

Er:YAG para tratamento da doenga periodontal crénica.
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dos diferentes grupos e periodos.

Tabela 7 — Porcentagem do numero de sitios com prevaléncia das bactérias

especificas estudadas nos diferentes grupos e periodos.

Figuras

Figura 1. Distribuicdo das propor¢des (%) obtidas para a variavel IP para os
grupos nos direfrentes periodos.

* Diferenca significante quando comparado com o baseline no mesmo grupo.

# Diferencas significantes quando comparado ao grupo RARL no mesmo periodo.
Teste Q de Cochran e Teste Exato de McNemar (p<0.05).



Figura 2. Distribuicdo das proporcdes (%) obtidas para a variavel IG para os
grupos nos direfrentes periodos.

* Diferenca significante quando comparado com o baseline no mesmo grupo.

# Diferencas significantes quando comparado ao grupo RARL no mesmo periodo.
8 Diferencas significantes quando comparado ao grupo C no mesmo periodo
Teste Q de Cochran e Teste Exato de McNemar (p<0.05).

Figura 3. Distribuicdo das proporcbes (%) obtidas para a varidvel SS para os
grupos nos direfrentes periodos.

* Significant difference when compared with baseline in the same group.

8 Significant differences when compared with C group in the same period.

Teste Q de Cochran e Teste Exato de McNemar (p<0.05).

Figura 4. Média da concentracdo de Interleucina 1-B (pg/ml) £ SD para os
diferentes grupos, nos periodos do estudo (n=21 patients).

Teste de Friedman e Teste de Dunn.



Tabela 1 — Oligonucleotideos bacterianos para as espécies avaliadas.

Bactéria Oligonucleotideos Fragmento
esperado
Porphyromonas gingivalis 5" AAT CGT AACGGG CGACACACY 593 pb
5 GGG TTGCTCCTT CAT CACAC 3
Agregatibacter 5 AAACCCATCTCTGAGTTCTTCTTCY 557 pb
actinomycetemcomitans 5 ATG CCAACT TGACGT TAAAT 3
Tannerella forsythia 5 GCG TAT GTAACCTGCCCGCAYZ 641 pb
5 TGC TTC AGT GTC AGT TATACCT 3
Prevotella intermedia 5 TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG ¥ 575 pb
5 TACACATCT CTGTATCCTGCGT 3
Prevotella nigrescens 5 TTATGT TACCCGTTATGATGG AAG 3 1100 pb
5 ATG GCG AAATAG GAATGAAAGTTA 3
Tabela 2 — Condicdes da reagéo de PCR.
Primer Condicdo da reacéo
Inespecifico 95 °C, 5minutos; 96 °C,30 seg, 45 °C, 30seg,

72°C, 30seg (30 ciclos)

Porphyromonas gingivalis

Tannerella forsythia 72°C, 1minuto (36 ciclos)

95 °C, 2minutos; 95 °C, 30 seg, 60 °C, 1minuto,

Agregatibacter 95 °C, 2minutos; 94 °C, 30 seg, 55 °C, 1minuto,

actinomycetemcomitans 72°C, 1minuto (36 ciclos)

Prevotella intermedia

95 °C, 2minutos; 95 °C, 30 seg, 65 °C, 1minuto,

Prevotella nigrescens . . .
72°C, 1minuto (36 ciclos)




Tabela 3 — Comparacdo entre os tratamentos no inicio do estudo.

Tratamentos (n= 21 pacientes por grupo) Diferenca
Variaveis entre
RARL L RAR C
grupos
IP(%) 43,86 38,10 52,38 42,86 p>0,05*
1G(%) 52,38 33,33" 42,68 47,62 P<0,05*
SS(%) 100 100 100 100 I
PS(mm) 6,48+1,2 6,42+1,1 6,87+1,1 6,28+0,9 p>0,05**
NI(mm) 6,71+1,4 6,61+1,1 7,20+1,3 6,80+1,5 p>0,05**
RG(mm) 0,24+0,7 0,19+0,4 0,33+0,7 0,52+1,0 p>0,05***

IL-1B(pg/mL) 509,6+317,1 363,0+232,0 507,3+317,8 320,9+206,0 p>0,05%**

"Diferencas significantes quando comparado ao grupo RARL no mesmo periodo.
* Teste Q de Cochran e Teste Exato de McNemar

**Analise de Variancia de Medidas Repetidas (ANOVA) e Teste de Tukey.
*** Teste de Friedman e Teste de Dunn.

Tabela 4 — Profundidade de Sondagem (mm): média das medidas (+ DP, n=21

pacientes) dos diferentes grupos e periodos.

Grupos Baseline 1 més 3 meses 6 meses Diferenga entre T,
e demais tempos*
RARL 6,48+1,2  4,80+1,3% 457415  4,38+16 p<0,05
L 6,42+1,1  530+1,2¥ 511+1,3  4,88+1,3* p<0,05
RAR 6,87+1,1  520+1,4° 4,92+16°  4,64+15° p<0,05
C 6,28+0.9  6,30+0,9" 6,71+0,8°°° Il p>0,05
Diferenca p>0,05 p<0,05 p<0,05 p>0,05

entre grupos*

*Analise de Variancia de Medidas Repetidas (ANOVA) e Teste de Tukey.
Letras iguais significam grupos com diferencas estatisticamente significantes na mesma coluna.
Simbolos sobre os valores significam diferenga significante com Baseline no mesmo grupo na

mesma linha.



Tabela 5 — Nivel de Inser¢do Clinico (mm): média das medidas (x DP, n=21

pacientes) dos diferentes grupos e periodos.

Grupos Baseline 1 més 3 meses 6 meses Diferenca entre T,
e demais tempos*
RARL 6,71+1,4 6,50+1,4  588+2,1° 5,64+2,0" p<0,05
L 6,61+1,1 6,58+1,3  6,33+1,7*  6,01+1,3* p<0,05
RAR 720+1,3  6,72+1,3¢ 6,01+1,2¢ 5,85+1,5¢ p<0,05
C 6,80+1,5 6,94+1.4 6,83+1,5 /i p>0,05
Diferenca p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

entre grupos*

*Analise de Variancia de Medidas Repetidas (ANOVA) e Teste de Tukey.
Letras iguais significam grupos com diferencas estatisticamente significantes.
Simbolos sobre os valores significam diferenca significante com Baseline no mesmo grupo.

Tabela 6 — Recessdo Gengival (mm): média das medidas (x DP, n=21 pacientes)

dos diferentes grupos e periodos.

Grupos Baseline 1 més 3 meses 6 meses Diferenca entre T,
e demais tempos*
RARL 0,24+0,70  1,05+1,12"° 1,06+0,70" 1,07+0,86" p<0,05
L 0,19+0,40 0,86+0,91%¥ 0,99+0,33* 0,90+0,33* p<0,05
RAR 0,33+0,66 0,81+1,17 0,83+0,24 0,88+0,49° p<0,05
C 0,52+0,98 0,62+1,02 0,52+0,47 /i p>0,05
Diferenca p>0,05 p>0,05 p>0,05 p>0,05

entre grupos*

*Teste de Friedman e Teste de Dunn.
Letras iguais significam grupos com diferencas estatisticamente significantes.
Simbolos sobre os valores significam diferenca significante com Baseline no mesmo grupo.



Tabela 7 — Porcentagem do numero de sitios com prevaléncia das bactérias

especificas estudadas nos diferentes grupos e periodos.

Grupos e Bactérias Baseline 12dias 1més 3 meses 6 meses # entre To e
demais tempos
RARL
A.actinomycetemcomitans 38,1 95™ 957 14,3 14,3 p<0,05
Porphyromonas gingivalis 71,4 19" 143™ 238" 28,6™ p<0,05
Prevotella intermedia 47,6 23,8 28,6 23,8 28,6 p<0,05
Prevotella nigrescens 19° 4,8 (O 4,8 9,57© p<0,05
Tannerella forsythia 76,2  143™ 19  286™ 33,3 p<0,05
L
A.actinomycetemcomitans 286  48%c 954 19,0 14,3¢ p<0,05
Porphyromonas gingivalis 66,7 238 19 28,6 38,1 p<0,05
Prevotella intermedia 429 28,6 33,3 429 47,6 p>0,05
Prevotella nigrescens 9,5 4,89  48%A  gpgHKL 14,3 p<0,05
Tannerella forsythia 66,7 19,1 28,67 38,1 42,9 p<0,05
RAR
A.actinomycetemcomitans 33,3 14,3 14,3 23,8 19 p<0,05
Porphyromonas gingivalis 61,9 42,9 38,1" 42,9 52,4N p>0,05
Prevotella intermedia 52,4 33,3 33,3 38,1 429 p>0,05
Prevotella nigrescens 14,3 95" 95"k 19 23,8° p>0,05
Tannerella forsythia 71,4 238" 333* 42,9 52,4 p<0,05
C
A.actinomycetemcomitans 23,8 19% 19 23,8 Il p>0,05
Porphyromonas gingivalis 66,7 57,1 42,9 61,97 1 p>0,05
Prevotella intermedia 38,1 38,1 33,3 38,1 1 p>0,05
Prevotella nigrescens 19 23,8% 23878 286 1 p>0,05
Tannerella forsythia 66,7 61,0™ 61,9°°f  571M 1 p>0,05

*Teste Q de Cochran e Teste Exato de MacNemar; (p<0,05).
Simbolos sobre os valores significam diferenga significante com Baseline no mesmo grupo.
Letras iguais significam grupos com diferencas estatisticamente significantes.



FIGURA 1. Distribuicéo das propor¢des (%) obtidas para a variavel IP para os grupos

nos direfrentes periodos.

“Diferencas significantes quando comparado com o baseline no mesmo grupo.
“Diferencas significantes quando comparado ao grupo RARL no mesmo periodo.
Teste Q de Cochran e Teste Exato de McNemar (p<0.05).

FIGURA 2. Distribuicdo das proporcdes (%) obtidas para a variavel IG para 0s grupos

nos direfrentes periodos.

“Diferencas significantes quando comparado com o baseline no mesmo grupo.
“Diferencas significantes quando comparado ao grupo RARL no mesmo periodo.
SDiferencas significantes quando comparado ao grupo C no mesmo periodo
Teste Q de Cochran e Teste Exato de McNemar (p<0.05).



FIGURA 3. Distribuicdo das proporcoes (%) obtidas para a variavel SS para 0s grupos

nos direfrentes periodos.

“Diferencas significantes quando comparado com o baseline no mesmo grupo.
SDiferencas significantes quando comparado ao grupo C no mesmo periodo
Teste Q de Cochran e Teste Exato de McNemar (p<0.05).

FIGURA 4. Média da concentracdo de Interleucina 1-p (pg/ml) + SD para os diferentes

grupos, nos periodos do estudo (n=21 pacientes).
Teste de Friedman e Teste de Dunn.



5 Discussao

O propdsito do presente estudo foi avaliar clinica, imuno e
microbiologicamente a resposta inicial e longitudinal do efeito do laser de
Er:YAG em bolsas peridontais com doenca peridotal cronica. Os participantes do
estudo foram selecionados de acordo com os critérios de inclusdo descritos na
metodologia.

A metodologia utilizada neste trabalho foi de boca dividida (split-mouth).
Na literatura dos estudos periodontais os autores *? indicaram varias controvérsias
no passado. Esse tipo de estudo tem a proposta de remover todos os fatores que
possam interferir entre 0s sujeitos na comparacdo dos tratamentos. A vantagem
das comparagdes dentro do mesmo paciente (ao contrério das comparacdes entre
0s pacientes) é que a variacao do erro de confusdo do estudo pode ser reduzida, e
dessa forma obter um alto poder estatistico com um menor numero de pacientes
selecionados para o estudo *. No entanto, para alguns autores % nesse tipo de
estudo os efeitos podem interagir entre os quatro métodos de tratamento,
principalmente na reducdo microbiolégica. Em nosso estudo os resultados nédo
parecem ter sofrido esse problema.

As analises clinicas de IP, IG e SS e as analises imuno e microbioldgicas
foram realizadas ap6s 12, 30, 90 e 180 dias dos tratamentos para que fosse
verificado o efeito imediato do uso do laser de Er:YAG.

As analises clinicas que necessitavam de exame com sonda periodontal
(PS, NI e RG) foram realizadas 30, 90 e 180 dias apds os tratamentos. Estudos
relatam que a avaliacdo da resposta do periodonto a RAR ndo deve ser realizada
antes de 4 semanas ap6s o tratamento.*** Mensuracées tomadas prematuramente
podem representar um cicatrizagdo incompleta dos tecidos e ser interpretada
erroneamente como resposta insatisfatdria aos tratamentos.

Autores relatam que as maiores reducdes da PS e do ganho de NI ocorrem
entre 1 e 3 meses apos a RAR, embora a cicatrizagdo e maturacgdo final possam

ocorrer até 9 e 12 meses apés o tratamento.™



Acredita-se que o rigoroso programa de controle de placa supragengival
realizado durante o estudo foi o responsavel pelas reducdes significantes dos IP,
IG e SS no decorrer dos periodos®?. O SS pode ter regredido devido aos
tratamentos, mas somente o controle de placa supragengival explica a reducdo do
SS para o grupo controle (que nao foi tratado) ap6s 90 dias™’.

Os dados de IP e IG alcancados aos 12 e 30 dias foram mantidos até os 6
meses em todos 0s grupos. Isso pode ter ocorrido devido aos pacientes estarem
inseridos em um programa de controle de higiene oral hd 6 meses antes do inicio
dos tratamentos.

Apbs os 90 dias do tratamento realizado, o grupo C foi excluido do estudo.
Todos os sitios que ndo haviam recebido tratamento foram raspados com
instrumentos manuais. Nesse momento, nem todos os sitios do grupo C
apresentavam doenga ativa, ou seja, progressao de perda de NI. No entanto, no
projeto de pesquisa enviado ao Comité de Etica os pesquisadores se
comprometeram a tratar os sitios ndo tratados aos 90 dias, condicao essa solicitada
pelo Comité para que o projeto fosse aprovado. Esses sitios poderiam ter sido
acompanhados até os 180 dias, desde que fossem monitorados para que a perda do
NI ndo fosse maior que 1 mm.

As mudangas clinicas ocorridas, no grupo RAR parecem estar de acordo
com estudos clinicos que descreveram a efetividade do tratamento ndo-cirdrgico
na terapia periodontal. Estes estudos demonstram que o tratamento de RAR
subgengival melhora significantemente as condi¢fes clinicas periodontais, por
meio de diminuicdo da PS, ganho no NI e diminuic&o na prevaléncia do SS %%,

A reducéo da PS para os grupos tratados pode estar associado com o ganho
do NI ou com o aumento da RG. Discrepancias entre os estudos, podem ser
explicadas por uma diferenca na PS inicial. Estudos clinicos®*®* tém
demonstrado que diminuicdo de PS e ganho de NI apos tratamento periodontal
ndo cirurgico depende da PS inicial e que existe uma grande probabilidade de
sucesso da reducdo de PS em bolsas mais profundas independente do tipo de

tratamento.



Alguns autores®™ relatam que mudancas reais em PS e NI dificilmente
podem ser diferenciadas de um erro de sondagem a menos que exceda 2 mm. Para
minimizar esse erro foram realizadas sondagens com forca padronizada, sonda
computadorizada e placas de acrilico para padronizar a posicdo de insercdo da
sonda periodontal.

Os resultados encontrados para RG diferem dos demais trabalhos

clinicos®>"-8

e podem estar relacionados com uma maior contracdo do tecido
gengival e/ou a uma reducdo do edema gengival ap0s os tratamentos provocados
pelo laser de forma mais acentuada. Esses resultados podem estar associados ao
tempo necessario para a instrumentacdo nos grupos que usaram o laser. No grupo
RARL o tempo de irradiacdo com o laser foi de 30 s mais o tempo da RAR com
as curetas. No grupo L o tempo de irradiacdo variou de 180 a 240 s. Esses fatos
podem explicar a ocorréncia dos danos térmicos causados pela irradiacdo do laser
ou pela resposta imunolégica individual dos pacientes frente ao tratamento.

Os resultados clinicos do presente estudo podem estar relacionados com
um grupo de fatores como a energia usada durante a irradiacdo, a caracteristica
final das superficies radiculares apoés a irradiagdo, posicionamento e angulacao da
ponta do laser e do efeito bactericida do laser®.

Uma grande variagdo na resposta inflamatoria de um individuo para o
outro tem sido verificada.** Estudos observaram consideraveis variacbes na
producéo de IL-1B no processo inflamatdrio, tanto para gengivite,*® como para
periodontite,”* demonstrando que estes resultados podem estar relacionados a uma
resposta heterogénea, ou seja, uma resposta imunologica individual, quando os
estudos envolvem diferentes pacientes. 2+%+°°

A presenca ou auséncia do SS é usada como parametro clinico para avaliar
atividade ou ndo de doenca periodontal. No entanto, no presente estudo, apos 90 e
180 dias, mesmo havendo uma melhora significante (p<0,05) na reducdo do SS,
para os diferentes grupos, nenhuma alteracdo significante foi observada em
relacdo aos niveis de IL-1p.

Somente um estudo ** demonstrou os efeitos dos lasers de alta intensidade

nos niveis de IL-1p usando o laser de Nd:YAG em tratamento de bolsas



periodontais. No estudo os autores demonstraram que a RAR convencional foi
suficiente para diminuir os niveis de IL-1B no fluido crevicular quando
comparados o uso de laser e associacdo de laser e RAR.

Para a analise microbiol6gica no presente estudo foi utilizada a técnica de
reacdo de polimerase em cadeia (PCR). Essa técnica é usada para analisar
amostras provenientes de informagdes de material genético originado da bactéria
contida na bolsa periodontal, ndo células vivas. E analisada a presenca ou
auséncia de sitios com bactérias presentes ou ausentes sem saber a quantidade
bacteriana e se essas bactérias estdo vidveis ou néo.

A composi¢do bacteriana modificada ap0s a raspagem representa a base
para a cicatrizacdo periodontal expressa como reducdo de profundidade de
sondagem e ganho de inserc40.%? Estudo demonstram que quando a periodontite

123045 & T£12 foram

progride apesar do tratamento, altos niveis de Aa "°, Pg e Pi
encontrados na placa subgengival. O nosso estudo mostrou redugdes significantes
no namero de sitios com bactérias presentes, no entanto esse quadro tendeu a
aumentar ap0os os 90 e 180 dias dos tratamentos. Esse fato pode estar associado a
presenca elevada de sitios com presencga de SS (entre 40 e 50%) e IG (entre 20 e
30%). Segundo Haffajee, Socransky?® (1994) a presenca de inflamacdo gengival
em um sitio afeta muito a composi¢do de sua microbiota. Bactéria como Aa, Pg,
Pi, e Tf estdo significantemente elevados em sitios que apresentam sangramento a
sondagem, indice esse usado como um indicador clinico de inflamacéo

periodontal. Os autores®®*®

acreditam que as espécies que se apresentam
elevadas nos sitios inflamados podem ter se beneficiado da inflamacéo, em parte
porque elas eram as mais proximas da fonte de fluido do sulco gengival (as
primeiras no canal de alimentacdo) e, em parte, porque esse fluido pode estar
enriquecido com produtos de degradacdo tecidual que podem favorecer o
crescimento de muitas espécies que requerem proteinas ou podem usar produtos
metabolicos finais ou outras espécies para seu crescimento.?*446263

O alto poder bactericida do laser de Er:YAG € uma das maiores
justificativas dos trabalhos, para seu uso no tratamento periodontal.32%°>°"-%8% g

laser tem seu efeito bactericida atribuido as variagdes da morfologia e quantidade



de 4gua da bactéria, e o nivel de pigmentacdo da parede celular bacteriana e ainda
os trabalhos in vitro demonstram que essa irradiacdo ndo remove todo o cemento
radicular.?

A literatura mostra divergéncias sobre a quantidade necessaria de remogéo
de cemento, para a criacdo de uma superficie radicular biocompativel, como o

efeito das rugosidades nas superficies radiculares.*®*’

Alguns trabalhos
demonstram que, em areas subgengivais, a presenca de rugosidade nao é um fator
que influencie de forma negativa 0 sucesso do tratamento periodontal.®®*® No
presente estudo os resultados de NI, PS e SS demonstram que os tratamentos
foram efetivos no controle da placa subgengival. Nos grupos, em que foi utilizado
o laser de Er:YAG, as rugosidades das superficies radiculares nao interferiram no
resultado dos tratamentos observado pela melhora clinica obtida. Estudos
demonstram que a desintoxicagcdo do cemento parece ser mais importante, que
uma terapia que o remova.*®*’

Os resultados clinicos obtidos no presente estudo foram, de certa maneira

17,20,55,57-58,69

semelhantes aos encontrados em outros estudos clinicos que usaram

o laser de Er:YAG. No entanto, todos os trabalhos clinicos citados anteriormente
162055575889 e usaram o laser utilizaram doses de 160mJ/pulso; 10Hz de
freqiiéncia. A dose utilizada em nosso trabalho foi de 100mJ/pulso; 10Hz de
freqiiéncia e esta mais adequada para ndo promover danos térmicos a superficie
radicular.®®

Uma comparacgdo entre varios estudos clinicos que utilizaram o laser de
Er:-YAG e RAR para o tratamento da doenca periodontal crénica € muito dificil
nesse momento. As razdes para essa dificildade s&o as variagbes nos parametros
do laser e dados insuficientes desses pardmetros para que a metodologia seja
reproduzida; diferencas no desenho do estudo; diferenca na severidade da doenca
e na resposta dos tratamentos e diferencas nas mensuragdes clinicas nos periodos
reavaliados.

Embora existam limitacdes nos resultados desse estudo, o laser de Er:YAG
associado a RAR pareceu ser uma alternativa favoravel para o tratamento de

bolsas periodonatais com beneficios na reducdo de sitios com presenca de



bactérias periodontopatogenas. Porém, como ndo houve beneficios para 0s
parametros clinicos quando comparado a RAR convencional outros estudos com o

laser de Er:YAG devem ser realizados.



6 Conclusao

Dentre as limitacGes deste estudo e de acordo com os resultados clinicos,
imunoldgicos e microbioldgicos obtidos, concluiu-se que a irradiacdo com o laser
de Er:-YAG, associado ou ndo a raspagem, como alternativa para o tratamento de
bolsas periodontais promove beneficios microbiolégicos sem, contudo, apresentar

alteracdes clinicas e imunoldgicas significativas.
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8 Anexos

8.1 Anexo 1 — Carta de aprovacdo do Comité de Etica em Pesquisa da

Faculdade de Odontologia de Araraquara.



8.2 — Anexo 2 Modelo da ficha clinica utilizada na pesquisa.

Ficha Clinica do Pesquisador | (Exames e Raspagem) Paciente n°

Nome:
Endereco: n°
Complemento: ___ Bairro: Cidade: Estado:
Telefones: (_) res./(_) com./ () cel.
Idade: ___ anos - Data de Nascimento: /[ Sexo:
1° Exame: / / (Inicial) — IP/IG/CI/CM/PS/RG/NI/SS e Tratamento
Inicial — Dia -2 Inicial - Dia 0
Grupo | Dente | Sitio | IP | IG PS RG NI SS| RAR
sim
ndo
sim
ndo
2° Exame: / / (12 dias) — IP/IG/CI/CM/SS
Grupo Dente Sitio IP IG SS
3° Exame: / / (30 Dias) — IP/IG/CI/CM/PS/RG/NI/SS
Inicial — Dia -28 Inicial — Dia 30
Grupo | Dente | Sitio | IP | IG PS RG NI SS| RAR
sim
ndo
sim
ndo
4° Exame: / / (90 Dias) — IP/IG/CI/CM/PS/RG/NI/SS
Inicial — Dia -88 Inicial — Dia 90
Grupo | Dente | Sitio | IP | IG PS RG NI | SS| RAR
sim
ndo
sim
ndo
5° Exame: / / (180 Dias) — IP/IG/CI/CM/PS/RG/NI/SS
Inicial — Dia -178 Inicial — Dia 180
Grupo | Dente | Sitio | IP [ IG [ PS [ RG [ NI [SS| RAR
sim
ndo
sim
nao
LEGENDA:

IP - indice de Placa / IG - Indice Gengival / Cl — Coleta Imunolégica / Cl — Coleta Microbiolégica
/ PS - Profundidade de Sondagem / RG — Recessdo Gengival / NI - Nivel de Insercdo / SS -
Sangramento a Sondagem



Ficha Clinica do Pesquisador Il (Tratamentos com o Laser)
Paciente n°

Nome:
Inicial: / / (Inicial) — IP/IG/CI/CM/PS/RG/NI/SS e
Tratamento
Inicial — Dia 2
Grupo |[Dente] Sitio | RAR| LASER Energia N° de Tempo de
ErYAG total pulsos Exposic¢ao
1 sim A 21,3] 300 30 segundos
2 néao A
3 sim B |- -- -- -
4 ndo B |- -- -- -
LEGENDA:

RAR - Raspagem e Alisamento Radicular / A — com uso do Laser / B — sem uso
do Laser




8.3 Anexo 3 — Carta de Aceitagéo do Journal of Periodontology.

From: kkornman@ilgenetics.com

To: odontolaser.odontolaser@uol.com.br

Cc: biavlopes@hotmail.com, adriana@foar.unesp.br, gloriath@foar.unesp.br
Subject: Journal of Periodontology - Manuscript JOP-07-0600.R1

Body: 27-Jan-2008

Dear Dr. Theodoro,

I am pleased to inform you that your revised manuscript, Short-term clinical and
immunological effects of scaling and root planing with Er:YAG laser in chronic
periodontitis (JOP-07-0600.R1), is accepted for publication in the Journal of
Periodontology, with an acceptance date of 21-Jan-2008. Thank you for the detailed
response to reviewers. This greatly facilitated the review of your revised manuscript.

Please complete and return a Copyright Agreement at your earliest convenience. This
form can be found in the upper right-hand corner of your screen at
http://mc.manuscriptcentral.com/jperio under "Instructions & Forms." A copy is also
attached here.

Please fax or e-mail this form to Bethanne Wilson (fax: 312-573-3225; e-mail:
bethanne@perio.org).

Note that all authors must sign this form. In assigning the copyright, you agree to an
embargo on the material contained in the manuscript until such time as you are advised of
a publication date, and shall not release the manuscript or any part thereof to any
individual, organization, or institution. If you wish to use any portion of the manuscript in
an oral presentation at a meeting of a recognized scientific organization, you may request
such permission from the Journal of Periodontology.

Further information regarding publication date, page proofs, and reprints will come to
you directly from the Managing Editor. Thank you for your support of the Journal of
Periodontology.

Sincerely,

Dr. Kenneth Kornman

Journal of Periodontology

E-mail: kkornman@ilgenetics.com
Date Sent: 27-Jan-2008

File 1* Journal-of-Periodontology-Copyright.pdf




8.4 Anexo 4 — Composicdo do coquetel imunoldgico e do PBS.

Composicdo do coquetel de inibidores de protease utilizado para a coleta do fluido

crevicular para a realizacdo do exame imunolégico:

solucdo salina tamponada (PBS) 500ml
soro de albumina bovina (BSA, 1mg/ml) 500mg
antipain (1pg/ml) 500ug
aprotinin (1pg/ml) 500ug
leupeptin hydrochloride (1pg/ml) 500ug
N-ethylmaleimide (1mM) 62,5mg

N-Dodecyl-N, N-Dimethyl-3-Ammonio-1-propanesulfonate (50ug/ml) _ 25mg

Composicéo do PBS (tampéo salina fosfato):

NaCl 8,09
KCI 0,29
Na,PO4 1,159
KH2PO4 02¢g
H20 1000 ml

pH 7.3




8.5 Anexo 5 — Valores de energia e tempo utilizados (Grupo L).

Quadro 3 — Valores originais dos dados: energia total no painel, energia total transmitida

(71%), namero de pulsos e tempo do laser de Er:YAG, utilizados no Grupo L.

Paciente Energia total (J) Energia total (J) | N° total de pulsos | Tempo (s)
No Painel Transmitida
1. 143 101,53 1436 143,6
2. 103 73,13 1039 103,9
3. 171 121,41 1711 171,1
4. 134 95,14 1347 134,7
5. 156 110,76 1568 156,8
6. 132 93,72 1321 132,1
7. 112 79,52 1127 112,7
8. 148 105,08 1483 148,3
9. 168 119,28 1682 168,2
10. 161 114,31 1615 161,5
11. 114 80,94 1147 1147
12. 119 84,49 1194 119,4
13. 101 71,71 1019 101,9
14. 179 127,09 1791 179,1
15. 149 105,79 1492 149,2
16. 116 82,36 1169 116,9
17. 165 122,12 1650 165,0
18. 137 97,27 1373 137,3
19. 106 75,26 1068 106,8
20. 177 125,67 1775 177,5
21. 133 94,43 1332 133,2

Média da Energia total (J) - Painel = 139J por sitio periodontal,
Média da Energia total (J) - Transmitida = 98,69J por sitio periodontal;
Média do nimero total de pulsos = 1397,14 pulsos por sitio periodontal;

Média do tempo = 139,71 segundos de irradiacao por sitio periodontal.
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