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RESUMO

A terapia fotodinamica (PDT) envolve a triade luz, agente fotossensibilizador e oxigénio.
Quando combinados, produzem agentes citotéxicos que podem ocasionar a morte celular, o
que pode representar uma alternativa promissora na reducao de certos periodontopatégenos, e
conseqiientemente, no tratamento da periodontite. O objetivo deste estudo foi avaliar os
efeitos clinicos da PDT adjunta ao tratamento nao-cirirgico da periodontite cronica. Em um
estudo randomizado controlado, foram incluidos 15 pacientes com periodontite cronica, com
no minimo cinco sitios com profundidade de bolsa sondagem e nivel de inser¢ao clinica > 5
mm. Todos os pacientes receberam terapia periodontal nao-cirurgica. Utilizando um modelo
de boca dividida, o Lado teste recebeu tratamento adicional com PDT (azul de metileno
0,01% + Laser de diodo 660 nm). Foram avaliados os parametros clinicos de profundidade de
bolsa a sondagem (PBS), Nivel de insercao clinica (NI) e Sangramento a sondagem (SS), no
inicio e 30, 60 e 90 dias apds a terapia. Os resultados obtidos através do estudo clinico
demonstraram que houve melhoria estatisticamente significativa nos parametros clinicos
investigados, nos Lados Teste e Controle, quando comparado as medidas iniciais com 0s trés
periodos avaliados. No entanto, na comparagdo intergrupos, ndo houve diferencas estatisticas
para PBS e NI. No pardmetro SS, houve diferenca estatistica entre os grupos para o periodo
de 60 dias (p = 0,048). A aplicagcdo adjunta da PDT ao tratamento periodontal nio-cirtrgico

nao mostrou efeito adicional na melhoria dos niveis clinicos avaliados.

Palavras-chave: Periodontite Cronica; Terapia periodontal ndo-cirdrgica; Terapia

fotodinamica.



ABSTRACT

Photodynamic therapy (PDT) basically involves a triad of light, a photosensitizer and oxygen.
When combined they can produce cytotoxic agents that can cause cell death, which may
represent a promising alternative for the reduction of certain periodontal pathogens, and
therefore the treatment of periodontitis. The aim of this study was to evaluate the clinical
effect of adjunctive PDT in the nonsurgical treatment of chronic periodontitis. A randomized-
controlled trial, 15 patients with chronic periodontitis were included, and exhibited at least
five periodontal pockets and clinical attachment level > 5 mm. All patients received non-
surgical periodontal treatment. Using a split-mouth design, test side were additionally treated
with a PDT (methylene blue 0,01% + Diode Laser 660 nm). Probing pockets depth (PB),
Clinical attachment levels (CAL) and Blending on probing (BOP) were assessed at baseline,
30, 60 and 90 days after therapy. The statistical results showed that all clinical parameters
were significantly reduced in test and control sides after therapy. However, the intergroup
difference was not significant for PBS and CAL. BOP was statistical difference intergroups
in the 60 days later (p =0,048). The additional application of a PDT to nonsurgical periodontal

treatment was not effective. There were no extra reductions in PBS, CAL and BOP.

Key words: Chronic periodontitis; Nonsurgical periodontal therapy; Photodynamic therapy.



"A mente que se abre a uma
nova idéia jamais voltara
ao seu tamanho original."
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1 INTRODUCAO

As doengas periodontais sdo patologias infecto-inflamatoérias causadas por bactérias
periodontopatogénicas presentes no biofilme dental, podendo afetar individuos de todas as
idades (LOE et al., 1986). A presenca destas bactérias, leva a uma resposta do hospedeiro,
potencialmente destrutiva, gerando condi¢cdes patolégicas nas estruturas de suporte dos
dentes, representadas pela degradacdo do coldgeno e reabsorcdo do osso alveolar (LANG &
TONETTI, 1996).

O biofilme dental é considerado agente primdrio na etiologia da periodontite, mas
apenas sua presenca nao € suficiente para modular o curso da doenca; fatores genéticos,
ambientais e do hospedeiro (ex.: higiene oral, tabagismo, estresse emocional, diabetes mielito)
também sdo responsdveis pela sua progressio (FLEMMING, 1999). Em resposta aos
patdgenos periodontais e suas endotoxinas, células imunoldgicas do periodonto ativam-se
para produzir grandes quantidades de citocinas, como as prostaglandinas, principalmente a E,,
a interleucina-1, fator de necrose tumoral e metaloproteinases, que a0 mesmo tempo pode
levar a destrui¢do do tecido conjuntivo periodontal e degeneracao 6ssea (PAGE et al., 1997).

Estudos transversais e longitudinais (com e sem tratamento) apoiaram o conceito de
que a periodontite cronica estd associada com agentes bacterianos especificos. O Workshop
Mundial de Periodontia de 1996, concluiu que existem evidéncias suficientes para considerar
trés microorganismos como agentes etiologicos da periodontite cronica: Tannerela forsythia,
Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans. salientando que estes
ultimos podem invadir os tecidos do hospedeiro (FLEMMING, 1999; NEWMAN et al.
2007).

A periodontite cronica é a forma mais comum de periodontite e sua prevaléncia (80%)
e severidade aumentam com a idade, geralmente afetando ambos os sexos. Na maioria dos
casos a doenca tem progressdo lenta podendo ocorrer rdpidos e breves surtos. Pode ser
classificada em relagdo a sua extensdo (nimero de sitios envolvidos) em localizada ou
generalizada, e quanto a severidade (quantidade de perda de insercdo) em leve moderada e
severa (BROWN et al., 1993; AAP, 1999; FLEMMING, 1999; BORREL et al., 2005).

As caracteristicas clinicas observadas em pacientes com diagndstico de periodontite
cronica nao tratada, incluem: acimulo de placa e cdlculo supra e subgengival, compativeis
com a quantidade de destrui¢do; presenca de inflamagdo gengival; bolsa periodontal; perda de

inser¢do clinica; perda Ossea alveolar; sangramento gengival espontineo ou em reposta a
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sondagem, e ocasionalmente supuracio e mobilidade dentdria em casos avancados.
(ARMITAGE, 1999).

Uma vez que a presenca do biofilme € o fator primdrio que desencadeia a doenga
periodontal, sua remocdo ou desorganizagao, passa a ser o principal objetivo no tratamento da
doenca. Juntamente com a instru¢do de higiene oral e controle de placa, a instrumentagdo
periodontal (raspagem supra/subgengival e alisamento radicular) representam os principais
passos no tratamento nao-cirurgico da periodontite (NEWMAN et al., 2007). Os efeitos
benéficos deste tipo de tratamento tém como resultado a reducdo do ndmero de
microorganismos subgengivais € a melhoria nos parametros clinicos de profundidade de bolsa
(PBS), nivel de insercao clinica (NI), indice de placa (IP), sangramento a sondagem (SS) e
supuracdo. (AXELSON & LINDHE, 1981; HELLSTROM et al., 1996; XIMENEZ-FYVIE et
al., 2000; PAWLOWSKI et al., 2005).

Apesar da terapia periodontal ndo cirdrgica mostrar resultados significativos na grande
maioria dos casos de periodontite cronica, nenhuma das técnicas, atualmente disponiveis, sao
eficazes para eliminar totalmente as bactérias subgengivais. Esta limita¢ao pode ser atribuida
a varios fatores, tais como a complexa anatomia dentéria (dreas de furca e concavidades),
limitagdes mecanicas relacionados ao tamanho do instrumental e destreza do operador,
especialmente em bolsas periodontais profundas, e a possivel recolonizacdo da bolsa
periodontal, principalmente, por bactérias que sdo capazes de invadir os tecidos moles
circundantes (A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis) ou por outros sitios ou nichos intra-
oral (CRISTODOULIDES, 2008).

Sendo assim, terapias coadjuvantes ao tratamento mecanico tém sido propostas, como
o uso de antimicrobianos ou anti-sépticos locais e sist€émicos (QUIRYNEN er al., 2002;
SLOTS, 2002). Os antibidticos podem ser administrados sistemicamente no tratamento
periodontal, devendo ser especifico aos periodontopatégenos, alogénicos e atdxicos,
possuindo substantividade e de preferéncia que ndo seja utilizado com freqiiéncia em outros
tratamentos (TINOCO et al.,1998; WALKER et al., 2002). A escolha de antibiéticos enfrenta
dificuldades para atingir todos os microorganismos associados as desordens periodontais,
muitos nao conseguem inibir todos os patdégenos periodontais. Deste modo existe a
necessidade de uma associacdo de antibidticos para tentar eliminar tais patogenos. Uma
combinacdo bastante investigada é a do metronidazol com amoxicilina, que tem produzido
melhores resultados clinicos e microbiolégicos do que a utilizacdo separada de cada
antibiético como adjunto a instrumentagao periodontal (TINOCO et al.,1998; WALKER et

al., 2004). Porém, os usos destas substancias locais e sistémicas apresentam problemas, como
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a dificuldade em manter estiveis as concentracdes terapéuticas do agente dentro da bolsa
periodontal, por tempo suficiente para assegurar a erradicacdo dos microorganismos presentes
e o crescente desenvolvimento de mecanismos de resisténcia pelo uso freqiiente e
desordenado destes antibioticos (WALKER, 1996; FERES et al., 2002).

Portanto, novas terapias antimicrobianas tém sido preconizadas. Neste contexto se
insere a terapia fotodinamica (PDT, do inglés Photodynamic therapy) onde um agente
fotosensibilizador (corante), liga-se a célula alvo e é ativado por uma luz com comprimento
de onda especifico, ressonante ao agente fotossensibilizador. Neste processo formam-se
radicais livres ou oxigénio singleto, que resultam em efeitos toxicos para a célula (PFITZNER
et al., 2004; MEISEL & KOCHER, 2005; KONOPKA & GOSLINSKI, 2007). Teoricamente,
nem a luz nem o agente fotossensibilizador sozinhos s@o capazes de induzir efeitos citotoxicos
sobre as células (TAKASAKI et al., 2009).

Com a descoberta e desenvolvimento dos lasers, que possuem caracteristicas
particulares, como monocromaticidade, coeréncia e colimacao, esta fonte de luz provou ser
mais eficiente para promover a terapia fotodinamica do que outras fontes de luz . Os LEDs
( Light Emitting Diode — Diodos Emissores de Luz) sdo uma outra fonte de luz alternativa, e
difere do laser por ter seu feixe de luz divergente. (ACKROYD et al., 2001).

A maioria das bactérias orais ndo absorvem a luz visivel de alguns tipos de laser de
baixa poténcia. Portanto, um agente de absor¢do 6ptica nao-téxico € utilizado para que se fixe
a parede bacteriana, atraindo para si o laser no momento da irradiacdo. Isso € essencial para
que se tenha ac¢do antimicrobiana sobre as bactérias orais (ZANIN & GONCALVES, 2003).
Diversos agentes fotosensibilizadores sdo utilizados na PDT. No entanto, os corantes
fenotiazinicos (azul de metileno e azul de toluidina O), sdo os de escolha no tratamento da
periodontite e periimplantite, pois tem demonstrado um alto grau de seletividade para causar
danos a bactérias gram-positivas e gram-negativas (WILSON et al.,1992; WILSON,1993;
USACHEVA et al., 2001).

O sucesso do PDT na eliminacdo de microrganismos o indica como uma terapia
coadjuvante para infec¢des microbianas localizadas, como a doenga periodontal (JORI, 2006;
KOMERIK & MACROBERT, 2006). Estudos “in vitro” (SARKAR & WILSON, 1993;
CHAN & LAI 2003; SOUSA, 2007) e “in vivo” (KOMERIK et al., 2000; KOMERIK e?
al.,2003; SIGUSH et al.,2005; de ALMEIDA et al.,2007; de OLIVEIRA et al., 2007,
ANDERSEN et al., 2007; BRAUN et al., 2008; CHRISTODOULIDES et al., 2008; QIN et
al.,2008; POLANSKY et al., 2009) avaliaram a a¢ao da terapia fotodindmica, sobre bactérias

periodontopatogénicas que foram expostas a diferentes comprimentos de onda e
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fotossensibilizadores, resultando em uma agdo antimicrobiana eficiente de 99%.
Clinicamente, foi observado reducdo na profundidade de bolsa, niveis de insercdo e
sangramento a sondagem. Documentando assim a validade da terapia fotodindmica como
alternativa do tratamento periodontal.

Em vista disso, o objetivo do presente estudo foi avaliar, clinicamente, a agdo

antimicrobiana da terapia fotodinamica no tratamento ndo-cirurgico da periodontite cronica.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 TERAPIA PERIODONTAL NAO-CIRURGICA

A raspagem e instrumentacdo radicular visam remover o biofilme e o cdlculo, o
alisamento radicular tem como objetivo a remocdo de cemento contaminado com toxinas ou
microrganismos. Esses procedimentos devem promover a descontaminacdo da superficie
radicular com minima remocgao de estrutura dental. (AAP, 2001)

Podem ser realizados através de instrumenta¢do manual ou ultrasonica, com estudos
mostrando a efetividade de ambos (BADERSTEIN et al 1984) na redugao da inflamacgao
gengival e profundidade de bolsa a sondagem e ganho de inser¢do clinica, apresentando
acesso facilitado a bolsas profundas e dreas de furca (LEON & VOGEL, 1987). Resultados
semelhantes entre a instrumentagdo manual e ultrasonica foram relatados por SCULEAN et
al. (2004) através de uma avaliacdo clinica por seis meses, que constou de indice de placa,
sangramento a sondagem, profundidade de bolsa a sondagem e nivel de insercao.

A maioria dos estudos realizados para avaliar os resultados da terapia ndo cirdrgica
mostrou seu sucesso no controle da doenca periodontal, embora CLAFFEY & EGELBERG
(1995) tenham demonstrado que os sitios rasos tendem a perder insercdo apds a raspagem,
sendo este fato decorrente do trauma tecidual causado pela instrumenta¢do e trauma de
escovacao.

Em um trabalho classico da literatura, BADERSTEIN et al. (1984, 1987) avaliaram o
efeito da instrumentag@o supra e subgengival nos dentes ndo molares em 49 pacientes com
periodontite crénica severa, e concluiram que a raspagem foi efetiva para bolsas rasas, médias
e profundas, ndo havendo diferengas no nimero de instrumentagdes € havendo maior ganho
de insercdo em bolsas com profundidade maior. Em média a cicatrizagdo foi completada no
prazo de trés meses. CUGINI et al. (2000) a partir de uma avaliagdo em 32 pacientes durante
um ano, confirmaram que a maioria das melhorias clinicas ocorreu apds os primeiros trés
meses da terapia periodontal e depois se estabilizaram.

Com o objetivo de avaliar os resultados radiogréficos desta terapia MACHTEI et al
(1998) fizeram um estudo examinando a resposta radiogréfica e clinica da terapia mecanica
periodontal, em um periodo de 15 meses, em 108 pacientes com periodontite cronica. A

média de reducao da PBS foi de 0,5 mm e a de ganho de inser¢do de 0,44 mm. O total de



20

sitios com ganho de insercdo foi de 16,6%. A avaliacdo radiogréfica digitalizada mostrou um
ganho de altura 6ssea alveolar em 11,8% dos sitios.

Os resultados da terapia periodontal ndo cirdrgica se mostraram menos satisfatérios
em dentes ndo molares e em lesdes de furca. NORDLAND et al (1987) estudaram o efeito da
terapia ndo cirudrgica em 19 pacientes nos dentes molares e ndo molares e nas superficies lisas
e furcas dos molares, durante 24 meses e mostraram maior perda de insercdo nos molares e
pior cicatrizacdo nas dreas de furcas e bolsas com profundidades maiores. LOSS er al (1989)
confirmaram estes achados em dreas de furca em um estudo que comparou o resultado obtido
com raspagem subgengival em molares e ndo molares. Realizou profilaxia a cada trés meses
durante dois anos e observaram que a regido da furca teve mais perda de inser¢do e aumento
da profundidade de bolsa e que as superficies lisas dos molares responderam de forma
semelhante aos dentes uniradiculares, durante o periodo observado.

Em relagdo aos defeitos 6sseos, RENVERT et al (1990) concluiram ao tratar defeitos
periodontais infradsseos em 12 pacientes, através de raspagem subgengival isolada (21
defeitos) e por cirurgia a retalho (21 defeitos), que o tratamento cirdrgico teve melhores
resultados na redugdo da profundidade de bolsa e ganho de nivel de insercado, reforcando a
dificuldade de instrumentacao subgengival em dreas de defeitos 6sseos.

A terapia periodontal ndo-cirurgica leva a modificacdo dos niveis bacterianos nos sitos
periodontais doentes. HAFFAJEE et al. (1997) avaliaram o efeito da raspagem e alisamento
radicular em 57 individuos com periodontite cronica, nos aspectos clinicos e microbioldgicos,
durante 9 meses. Sitios com profundidade a sondagem acima de 6 mm mostraram diminui¢do
significativa na sua profundidade e nivel de insercdo apds a terapia. Houve reduc¢do dos niveis
bacterianos; a reducdo em média da prevaléncia de P.gingivalis foi similar em todas as
profundidades de bolsa (rasas, médias e profundas) enquanto o 7. forsythia diminuiu mais nos
sitios rasos e médios. MULLER et al. (1986) também relataram redu¢do de profundidade a
sondagem e mudancas na composi¢do da flora subgengival, apds a raspagem subgengival em
10 individuos com periodontite cronica.

O ndmero de P. gingivalis, P. intermedia e Aa foram correlacionados por
DOUNGUDOMDACHA et al (2001) com parametros clinicos em sitios periodontais
sauddveis e com doenca periodontal, antes e apds terapia periodontal ndo-cirdrgica. A
contagem de P. gingivalis foi associada estatisticamente com a profundidade de sondagem e
perda de inser¢ao. Houve uma melhoria significativa na profundidade de sondagem dos sitios

profundos, mas ndo em outros parametros clinicos, apds a terapia periodontal ndo cirurgica.
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Duas revisdes bem fundamentadas confirmaram os resultados efetivos da terapia
periodontal ndo-cirdrgica. VAN DER WEIJDEN & TIMMERMAN (2002) avaliaram através
de uma revisdo sistemdtica, o efeito do debridamento subgengival em pacientes com
periodontite cronica em relagdo aos parametros clinicos de sangramento a sondagem, nivel de
inser¢cdo e profundidade de sondagem. A média de ganho de inser¢do nas bolsas com PBS >
Smm foi de 0,64 mm e da reducdo da profundidade de bolsa foi de 1,18 mm. Concluiram que
o debridamento subgengival (em conjunto com o controle de placa supragengival) ¢ um
tratamento eficaz na redugdo da PBS e ganho de NI. COOB (1996) através de uma revisao
apoiada em evidéncias, calculou que a média de reducdo de profundidade a sondagem para
bolsas periodontais rasas (at¢ 3 mm) foi de 0,03 mm, para bolsas de profundidade moderada
(entre 4 ¢ 6 mm) de 1,29 mm e para bolsas profundas (acima de 7 mm), de 2,16 mm. Na
avaliacdo do nivel de inser¢do clinica, os sulcos rasos mostraram tendéncia a perda de
inser¢dao de 0,34 mm, e para sitios com profundidade de bolsa a sondagem moderada e
profunda, verificou ganhos de inser¢do de 0,55mm e 1,29 mm respectivamente.

O controle de placa foi considerado fundamental por MAGNUSSON et al. (1984) para
o sucesso dos resultados da terapia ndo-cirurgica . Estudaram o efeito da raspagem
subgengival associada ou ndo ao controle de placa, durante 52 semanas, observaram que a
manuten¢do dos resultados obtidos apds a terapia ndo eram mantidos naqueles pacientes que

nao realizaram um controle efetivo de placa.

2.2 LASER

2.2.1 Histérico e Defini¢ao:

Desde os primérdios a luz vem sendo utilizada por animais e plantas, sendo
responsavel por nossa propria existéncia neste planeta. A energia luminosa era utilizada para
finalidades curativas por antigas civiliza¢des, como a egipcia, indiana, grega, romana, drabe,
entre outras. J4 no século XIX, mais precisamente em 1903, o prémio Nobel de medicina foi
destinado ao Dr. Nielo Ryberg Finsen pelo tratamento realizado com a luz solar em um

paciente que apresentava um tipo de tuberculose de pele.
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Albert Einstein (1916) postulou a primeira teoria sobre laser: “os principios da
amplificacdio da luz por emissdo estimulada de radiacdo”, que serviu de base para o
desenvolvimento de outras pesquisas sobre a luz laser. Com isso foi criada a palavra LASER,
que € um acronimo da expressdo inglesa Light Amplification by Stimulated Emission of
Radiation, ou seja, Amplificacdo de luz por emissdo estimulada de radiacao.

A teoria se tornou realidade quando o fisico Theodore Maiman, em 1960, desenvolveu
o primeiro aparelho emissor de laser de cristal de rubi, que pode emitir um feixe de luz
vermelha com pulsos ultra-curtos, intensos e poderosos. Esta luz no espectro do visivel € tao
forte que foi capaz de abrir um buraco através de muitas pilhas de laminas de navalha. No ano
seguinte foi realizada a primeira intervengdo cirdrgica com o laser, no Hospital Presbiteriano
de Nova York, para a retirada de um pequeno tumor de retina que impedia a visao.

Em 1964, Goldman et al. demonstraram o efeito do laser de rubi na carie dental e, em
1965, Goldman et al. verificaram as modificacdes in vitro e in vivo, macro e microscopicas,
ocorridas no esmalte dentdrio apds aplicacdo do laser de rubi. Kinersly et al. (1965)
descreveram o modo de acdo do laser sélido de rubi, além de comentarem sobre alguns
experimentos na drea odontoldgica. Lobene e Fine (1966) também avaliaram a ag¢do do laser
de rubi em dentes humanos extraidos. Os autores relataram que quanto mais alta a energia
utilizada, maior a profundidade de penetracdo do laser e que alta taxa de fluéncia pode
produzir rdpido e intenso aquecimento do esmalte no local da aplicagdao. Além disso,
enfatizaram a necessidade de protecdo ocular tanto do paciente quanto do operador
(GENOVESE, 2007).

Em 1965, Sinclair e Knoll desenvolveram o laser terapéutico com efeito de
bioestimulacdo dos tecidos. Em 1969, Endre Mester, utilizou o laser em baixa intensidade
para promover alivio da dor e aceleragdo no processo de cicatrizagdo em ulceras varicosas e
de dectbito (GENOVESE, 2007).

E uma radiacdo ndo ionizante, sendo uma fonte luminosa com caracteristicas bastante
especificas, as quais confere a este tipo de luz propriedades terapéuticas importantes (AOKI,

2004).
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2.2.2 Caracteristicas do Laser

As radiagdes Opticas produzidas pelos diversos tipos de lasers tém basicamente as
mesmas caracteristicas, pois sdo geradas através do mesmo principio, entretanto, pode-se
trabalhar com o laser buscando resultados clinicos bastante especificos, pois 0 que determina
sua interagdo com o tecido biolégico € a densidade de poténcia 6ptica do sistema e o
comprimento de onda (COBB, 2006).

O laser é uma luz pura, pois possui fétons da mesma cor, mesmo comprimento de
onda, mesma freqiiéncia e energia, caracteristica conhecida como monocromaticidade. E
também coerente, devido a emissdo estimulada que gera fétons que se e propagam na mesma
direcdo no tempo e no espaco. Além disso, o feixe de luz laser € unidirecional, caracteristica
conhecida como colimagdo. Por ser paralela ao eixo do tubo que produz este tipo de energia, o
feixe laser possui divergéncia angular muito pequena Essa pequena divergéncia permite que,
por meio de um sistema de lentes se consiga concentrar toda a energia do laser de uma forma

precisa em um ponto focal (GENOVESE, 2007).

2.2.3 Tipos de Laser

Na literatura a classificacdo dos lasers é baseada na interacdo do laser com o tecido
bioldgico. Sao divididos em: baixa e alta intensidade, sendo as principais diferengas entre eles

relacionadas a poténcia e o mecanismo de acdo. (AOKI, 2004).

2.2.3.1 Laser Cirurgico

O laser cirdrgico € conhecido como laser de alta poténcia, laser ablativo, hardlaser,
laser de alta intensidade de energia (HILT-High Intensity Laser Treatment). Causa
fotodestruicdo celular por elevagao da temperatura do tecido com acdo fototérmica que
desnatura o contetido protéico da célula, o que determina propriedades de corte, coagulagao,

vaporizagdo do contetido hidrico da célula e carbonizacio do tecido. A temperatura de 45°C,
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nenhuma alteracdo organica ocorre € ndo hd dano tecidual irreversivel; entre 45°C e 50°C,
alteracdes enzimdticas ocorrem e h4 desenvolvimento de edema; temperatura acima de 60°C
por poucos segundos resulta em desnaturacido protéica do tecido. Entre 90°C e 100°C, o
citoplasma celular vaporiza e segue-se ressecamento e retracdo do tecido, a temperatura
aumenta rapidamente a vérias centenas de graus e, entdo, carboniza, vaporiza e queima. Os
trés componentes mais comuns desse grupo sdo os lasers de argonio, de CO, e Nd-YAG

(COBB, 2006).

2.2.3.2 Laser Terapéutico

Os Lasers terapéuticos, sdo talvez, os mais estudados mundialmente. Atualmente, no
que diz respeito a nomenclatura, utiliza-se o termo laserterapia (“lasertherapy”), ao invés de
terapia com laser de baixa poténcia (“Low Power Laser Therapy”) ou terapia com laser em
baixa intensidade (“Low Intensity Laser Therapy”). Denomina-se laserterapia quando se
utiliza a luz laser na regido do vermelho ou do infra-vermelho pr6ximo, em baixa intensidade
( TUNER e HODE, 2007).

Os lasers terap€uticos mais comumente empregados sdo o He-Ne e o diodo. O He-Ne
foi o primeiro laser gasoso desenvolvido e o primeiro a emitir, de forma continua, raios com
comprimento de onda: 632,8 nm (vermelho). J4 o laser diodo, é uma radiagdo obtida através
da estimulacdo de um diodo semicondutor que funciona como um diodo elétrico, com
comprimento de onda variando entre 620 nm a 904 nm nos espectros vermelho e
infravermelho, que sdo determinados pelo tipo de material semicondutor utilizado. Na maioria
dos semicondutores, a energia € liberada na forma de calor, porém, em materiais como o
gdlio, o aluminio e o arsénio, € liberada na forma de fétons. Os lasers mais comuns sdao
variagdes do galio: arseneto de galio-aluminio (AsGaAl), que emite um espectro na faixa do
vermelho/infravermelho, ou o fosfeto arseneto de gilio-indio (InGaAsP), que emite espectro
visivel de luz vermelha (685 nm) (GENOVESE, 2007).

Estes tipos de lasers ndo sdo capazes de causar mutacgdes por acao direta sobre o DNA,
pois a energia desses fotons € muito baixa para causar ruptura das ligagdes covalentes da
molécula. O DNA e o RNA também ndo tém banda de absor¢ao na regiao do espectro visivel.
As mutacdes podem ser causadas por agentes secunddrios, como espécies reativas de oxigénio

(EROs), como o anion superdxido (O2-) e o peréxido de hidrogénio (H,O,), que sdo gerados
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na atividade normal da mitocondria. A acdo mutagénica decorreria do efeito dessas EROs
diretamente na drea irradiada, sendo que o resultado pode aparecer nas células descendentes
(KARU, 2007).

O laser diodo semicondutor arseneto de gilio (AsGa) atua no infravermelho e varia de
830 nm a 920 nm. A adicdo de aluminio (Al) a mistura de arseneto de gilio permite a
producdo de lasers visiveis na faixa do vermelho, constituindo o laser diodo semicondutor
AsGaAl, que apresenta comprimento de onda desde o vermelho ao infravermelho, variando
entre 620 e 830 nm. Os aparelhos sdo praticos, pequenos, faceis de utilizar e o laser possui
acdo na biomodulagado celular (GENOVESE, 2007).

O laser de He-Ne, se destaca em lesdes superficiais, ja os lasers AsGa, AsGaAl,

InGaAIP, permitem aplicacdes terapéuticas em lesdes mais profundas (GENOVESE, 2007).

2.2.4 Mecanismo de Acao da Laserterapia

Os mecanismos de acdo da laserterapia estdo relacionados a mitocOndria, organela
responsavel pela producido de ATP (trifosfato de adenosina). A mitocondria é uma estrutura
que produz a energia necessdria para a c€lula funcionar. A matriz mitocondrial apresenta
enzimas esséncias para as reacdes usadas na geracao de energia e com particulas de sintese do
ATP. A energia é armazenada na forma de ATP. Quando a célula precisa de energia, o ATP é
convertido em ADP (difosfato de adenosina), que libera energia para a célula. O incremento
de ATP mitocondrial que se produz apds a irradiagdo com laser, favorece um grande niimero
de reacdes que intervém no metabolismo celular. O laser ird interferir no processo de troca
ionica, acelerando o incremento de ATP, sobretudo quando a célula estd em desordem
funcional. (KARU, 2007)

A laserterapia produz mudangas fotoquimicas nos fotorreceptores das mitocondrias,
que alteram o metabolismo conduzindo a transducdo (processo de transferir energia de um
sistema para o outro) do sinal a outras partes da célula (incluindo membranas), que finalmente

conduzem a foto-resposta (biomodulagado).
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2.2.4.1 Laser Vermelho e Infravermelho

O laser visivel provavelmente inicia a cascata de eventos na cadeia respiratdria das
mitocOndrias, por evento fotoquimico, ou seja, hd uma direta ativagc@o da sintese de enzimas e
essa luz tem como primeiro alvo os lisossomos e as mitocOndrias da célula (Figura 1)
(KARU, 2007). As organelas nao absorvem a luz infravermelha, apenas as membranas
apresentam resposta a este estimulo, sendo assim, as altera¢cdes no potencial de membrana,
induzem a efeitos fotofisico e fotoelétrico, causando excitacdo de elétrons, vibracdo e rotagdao
de parte da molécula ou como um todo, que se traduzem intracelularmente, no incremento da

sintese de ATP (Figura 1) (KARU, 2007).

ORGANELAS IMPLICADAS E REACAO BASE
CASCATA DE RESPOSTA FOTOQUIMICA
A Luz N
MITOCONDRIAS visivel FOTO-RECEPCAO
(DNA pool)
CITOPLASMA ¢
(ATP)

2

MEMBRANA CELULAR <— /uz

(bomba de NA-K) infravermelha ~ TRAD UCAO DE SINAL E
AMPLIFICACAO
CITOPLASMA
(Ca™) I
NUCLEO
Proliferagdo ou diferenciagdo celular FOTO-RESPOSTA

ou sintese de proteinas

FIGURA 1 - Modelo de KARU. Acao foto-quimica do laser visivel na cadeia redox da
mitocOndria. Acdo foto-fisica do laser infravermelho na membrana celular. Ambos

desencadeiam uma resposta celular, que gera uma cascata bioquimica de reagdes.
FONTE: www.forp.usp.br/.../laser

A absorcdo da luz por um croméforo em uma célula produz as mudangas fisicas ou

quimicas nesta molécula e conseqiientemente, sdo observadas respostas bioldgicas. Quando a



27

luz interage com células ou tecido, se administrada na dose adequada, pode estimular certas
funcdes. A laserterapia pode estimular o crescimento celular de tecidos Osseos, regeneracao
celular, remodelacdo vascular, promover maior atividade tissular (mudangas no contetido de
prostaglandina, maior atividade de enzimas especificas, aumento da formacgao de

produtos celulares) e fun¢@o nervosa estimulada (alteragdao no potencial de acdo das células

nervosas) (KARU, 2007).

2.2.5 Efeitos da Laserterapia

O laser terapéutico é¢ empregado na bioestimulacao tecidual. A biomodulacao celular é
determinada pelos efeitos fotoquimicos e fotoelétricos ou fotofisicos do laser e ndo acarreta
efeito fototérmico. Aumento de 1°C € observado em conseqiiéncia do aumento da atividade
metabolica celular na drea irradiada. A agdo analgésica se d4 por sua atuagdo nos receptores
periféricos, que dificulta a transmissdo do estimulo doloroso até o sistema nervoso central
(SNC). A acdo antiinflamatdria é exercida mediante aceleracdo da microcirculagdo, o que
determina alteragdes na pressdo hidrostética capilar, com reabsor¢do do edema e inativacao de
catabolitos intermedidrios. Por outro lado, o laser aumenta a quantidade de células dos tecidos
irradiados por aceleragdo da mitose, acdo que se observa principalmente na reparacdo
cicatricial das lesdes de maior vasculariza¢do e formacdo abundante de tecido de granulagdo.
Os efeitos bioldgicos comprovados da estimulacdo com laser incluem ativagdo da producgdo
de adenosina trifosfato (ATP) e da proliferagdo das fibras coldgenas, formagdo de enzimas
especificas, estimulacdao da drenagem linfética, angiogénse, aumento da sintese de DNA e de
proteinas. Os lasers terapéuticos t€m efeitos bioldgicos que incluem acdo antidlgica,
vasodilatacdo, resolucdo de edema, imunoestimulacdo e aceleracio do metabolismo, como
ativacdo enzimdtica. A irradiacdo com laser terapéutico pode alterar o processo celular de
uma maneira ndo térmica e dependente do comprimento de onda (GENOVESE, 2007).

Por razdes didéticas, os efeitos da laserterapia sdo classificados em trés tipos: efeitos
primdrios (aumento do metabolismo celular, por exemplo, aumentando a sintese de endorfinas
e diminuindo a liberacdo de transmissores nosciceptivos, como a bradicinina e serotonina.
Clinicamente, observa-se ac¢do estimulativa e analgésica), efeitos secundarios (aumento do
fluxo sanguineo e drenagem linfética. Clinicamente, observa-se ac¢do antiinflamatéria) , e

efeitos terapéuticos amplos ou sistémicos (Clinicamente, observa-se, ativacdo do sistema
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imunolégico) entretanto, € importante ressaltar que todos ocorrem simultaneamente
(GENOVESE, 2007).

TUNER & HODE (2007) destacam trabalhos que comprovam que comprovam um
aumento da microcirculacdo local, ativagdo do sistema linfatico, proliferacio de células
epitelias e fibroblatos, assim como aumento da sintese de coldgeno por parte dos fibroblastos.

Sendo assim, os efeitos terapéuticos dos lasers sobre os tecidos bioldgicos sdo muito
amplos, induzindo a : efeitos regenerativos, antiinflamatérios e analgésicos

(GENOVESE,2007).

2.3 TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA (PACT)

2.3.1 Definig¢do e Historico

A terapia fotodinamica do inglés Photodynamic Therapy (PDT), envolve basicamente
uma triade: luz, um agente fotossensibilizador (corante) e oxigénio. E baseado no principio de
que um fotossensibilizador liga-se a célula alvo e € ativado por uma luz com comprimento de
onda especifico. Nesta reacdo, ocorre a formagdo de oxigé€nio singleto e radicais livres, que
sdo extremamente toxicos para determinadas células e bactérias, podendo levar a morte
celular ou destruicdo dos tecidos por necrose ou apoptose (WAINWRIGHT, 1998;
KONOPKA & GOSLINSKI, 2007; MAISH, 2007). (Figura 2)
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FIGURA 2 - Aplicacdio da terapia fotodindmica numa bolsa periodontal. A- sonda
periodontal, configurando a presenca de bolsa periodontal, e caracterizacdo da presenca de
bactérias periodontopatogénicas; B- Aplicacdo do fotossensibilizador no interior da bolsa
periodontal com auxilio de uma seringa e a absor¢do do corante pelas bactérias; C- Irradiacio
com laser em baixa intensidade, no visivel, por fora da bolsa periodontal.

FONTE: Editado de www. periowave.com.br

Esta terapia teve inicio hd mais de 4.000 anos, quando egipcios ingeriam plantas
contendo psoralenos e se expunham a luz solar para tratar doencas como o vitiligo. No inicio
do século XX, Raab e Von Tappeiner (1900), constataram acidentalmente, durante um estudo
da acdo da acridina sobre culturas de paramécios, expostos a uma luz intensa (neste caso, 0s
raios de uma tempestade), que estes microorganismos unicelulares morriam sob essas
condig¢des. Portanto, descobriu a propriedade 6ptica de fluorescéncia e concluiu que ndo era a
luz, mas sim alguns produtos da fluorescéncia que induziam a toxicidade “in vitro”. Ap0s
outros estudos, estes autores postularam, que tal efeito era produto da transferéncia de energia
da luz para a substancia quimica. Em uma segunda publicacdo, Von Tappeiner concluiu que
havia um grande potencial a aplicacdo de substincias fluorescentes na medicina (ACKROYD
etal.,2001).

O primeiro relatério da administracdo parenteral de fotossensibilizador em humanos
foi em 1900, por um neurologista franc€s, que usou eosina por via oral no tratamento da

epilepsia. Esta descoberta conduziu entdo a primeira aplicagdo médica de uma interacdo entre
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um composto fluorescente e luz, na qual Von Tappeiner, e Jesionek, utilizaram a aplicagdo
tépica do corante eosina e exposi¢do a uma luz branca para o tratamento de tumores de pele.
Juntamente com Jodlbauer, Von Tappeiner demonstrou a presenga de oxigénio nestas reacoes
de fotossensibilizacdo, e em 1907 introduziram o termo “acdo fotodinamica” para descrever
este fendmeno (ACKROYD et al., 2001).

Vinte anos depois, em 1924, Policard relata a fluorescéncia de tumores, induzidos
experimentalmente, com o auxilio de uma lampada de Wood e porfirina. Em 1942, Auler e
Benzer, demonstram formacao de necrose tumoral apds uso de porfirina e luz. Na década de
70, os estudos se voltaram para utilizacdo desta terapia em bactérias. Nos anos 90, outras
areas além da oncologia passaram a fazer uso deste tipo de terapia, como: infectologia,
oftalmologia, etc. A partir de 1992, Wilson et al., utilizaram a terapia fotodindmica em
bactérias orais. E finalmente, a partir de 2000, estudos clinicos “in vivo” comecam a ser
realizados para tratamento da cdrie dentdria e biofilmes supra e subgengivais (ACKROYD et

al., 2001; TAKASAKI et al., 2009).

2.3.2 Mecanismo de Acao da Terapia Fotodindmica

O mecanismo de agdo pelo qual o agente fotossensibilizador associado ao laser de
baixa intensidade causa danos celular, ainda ndo estd totalmente compreendido. Existem duas
hipéteses: a) transferéncia direta de elétrons entre o corante e biomoléculas; b) transferéncias
de energia, pela excitacdo do corante, para as moléculas de oxigénio, resultando na formacao
de oxigénio singleto (102) (BHATTI et al., 1997).

Ap6s irradiacdo com uma luz de comprimento de onda especifico, ressonante ao
corante, o agente fotossensibilizador absorve os fotons da fonte de luz, e suas moléculas
sofrem uma transi¢do, saem do seu estado fundamental e passam a um estado singleto
excitado de energia. Em seguida, estas moléculas podem retornar ao seu estado fundamental,
com emissdo de fluorescéncia, ou passar por um sistema intermedidrio e chegar a um estado
tripleto excitado de energia. Neste estado tripleto, as moléculas mais estdveis vao interagir, na
agua, com o oxigénio, e ao retornar a seu estado fundamental, transferem energia, produzindo
espécies altamente reativas, como € o caso do oxigénio singleto (102), radicais livres,

hidroxilas e anions superéxidos. No estado tripleto, existem dois mecanismos (Tipo I e II) de



31

interacdo com as biomoléculas (Figura 3) (WAINWRIGHT,1998; MEISEL, 2005;
KONOPKA & GOSLINSKI, 2007; TAKASAKI et al., 2009).

Mecanismo tipo 1:

Reagado redox com biomoléculas, produgao de
superaxido, etc.

Mecanismo tipo 2:

Mediada por oxigénio singleto, por exemplo,
peroxidagao de lipidios, hidroxilagao de
guanosina

Onde:So=estado fundamental singleto;S1=primeiro estado singleto excitado;SIC=inter-sistemas cruzados;
T1=primeriro estado tripleto excitado;F=fluorescéncia;P=fosforecéncia;Cl=conversao interna:

FIGURA 3 - Diagrama de Jablonski - Esquema da transferéncia de elétrons pelos
mecanismos Tipo I e Tipo II com producdo de oxigé€nio singleto, anions superoxidos e
hidroxilas por fluorescéncia e fosforescéncia.
Fonte: Souza, Gerdal Roberto de, 2007, p.28.

O mecanismo do Tipo I envolve a transferéncia de elétrons ou captacdo de dtomos de
hidrogénio entre o fotossensibilizador no estado tripleto excitado e biomoléculas, gerando
radicais livres e fons-radicais, que tendem a reagir com o oxigénio no estado fundamental,
resultando em produtos altamente reativos (KONOPKA & GOSLINSKI, 2007; TAKASAKI
et al., 2009). Mais especificamente, este mecanismo ocorre quando o composto fotoativo no
estado singleto (S;) ou tripleto (T;) pode, por reacdo de oxidacdo e reducdo com diferente
biomoléculas, ser foto-reduzido a anion radical, que por transferéncia de um elétron a
molécula de oxigénio, gera espécies reativas, tais como peréxidos (ROQO"), anion superdxidos
(Oy), radicais hidroxila (OH) e per6xido de hidrogénio, que provocam a destrui¢do da
membrana celular ou de macromoléculas (BORISSEVITCH e SCHABERLE, 2006).
(FIGURA 4)

No mecanismo Tipo II ocorre transferéncia de energia. O fotossensibilizador no estado
tripleto (T5), transfere energia para a molécula de oxigénio, cujo estado fundamental € tripleto
C0y), gerando uma espécie de oxigénio altamente reativa, conhecido como oxigénio singleto

('0,), que pode interagir com um grande nimero de substratos biolégicos, induzindo danos a
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membrana e parede celular ( KONOPKA & GOSLINSKI, 2007; BORISSEVITCH e
SCHABERLE, 2006; TAKASAKI et al., 2009) (FIGURA 4).

MECANISMO
TIPO I
- SUBSTRATOS ADICA(;% LIVR
RADICAIS HIDROXILAS

ORGANICOS
" MORTE

CELULA

FOTOSSENSIBILIZ ———> ESTADO
(ESTADO FUNDAMENTAL) TRIPLET

OXIGENIO OXIGENIO
MOLECULAR ™  §INGLETO
MECANISM
TIPO II

FIGURA 4 — Mecanismo de ac@o da PDT. Traduzido e editado por FELDMAN, 2009.
Fonte: TAKASAKI et al., 2009.

O fator que determina se vai ocorrer reacdes do Tipo I ou Tipo II, € a competi¢cao entre
o substrato e o oxigénio molecular pelo estado excitado do sensibilizador. Atualmente, nos
sistemas utilizados na clinica a porcentagem de ocorréncia do mecanismo do Tipo I é de mais
ou menos 10%, enquanto, a do Tipo II € de até 90%. Estes valores podem variar, dependendo
das caracteristicas do fotossensibilizador e da natureza do alvo de sua acao (BORISSEVITCH
& SCHABERLE, 2006).

O oxigénio singleto € o fator intermedidrio no processo fotodinamico, sendo o
principal responsdvel pela inativagdo celular. Em sistemas bioldgicos, o oxigénio singleto
apresenta tempo de vida extremamente baixo ( <0,04 us), em funcdo disso, seu raio de acdo €
muito reduzido (<0,02 um) (REDMOND & KOCHEVAR, 2006). Apesar disto, o 102, exerce
fortes efeitos citotoxicos aos componentes moleculares da célula, tais como: organelas,
proteinas, fosfolipidios da membrana celular, DNA, mitocOndrias e lisossomos, tendo como
resultado a morte celular, e de um modo geral a destrui¢do do tecido. Por causa da difusao
limitada de 102, como resultado de sua meia-vida curta, os locais das lesdes celulares da
terapia fotodinamica estdo relacionados com o local de aplicagdo do fotossensibilizador.
Assim, a reacdo leva a uma resposta localizada, o que a torna ideal para aplicacdo em

infec¢des localizadas, sem ter que afetar outras moléculas, células ou 6rgdos. E, além disso, a
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reacdo para, imediatamente, apds a luz ser desligada (MEISEL & KOCHER, 2005;
TAKASAKI et al., 2009).

Um requisito importante, na fotossensibilizacdo letal, € que o tempo de vida qtil do
substrato excitado, seja suficiente para permitir a interacdo com moléculas vizinhas e assim,
produzir espécies citotoxicas. Além disso, para a terapia fotodinamica ser apta na doenca
periodontal, ela dever ser capaz de eliminar bactérias presentes no biofilme (WILSON, 1993).

O principal agente citotéxico responsavel pelos efeitos biolégicos do processo de foto-
oxidagdo € o oxigénio singleto. Entdo, o processo da terapia fotodindmica antimicrobiana &,
geralmente, mediada pela reacdo do tipo II, principal via de danos as células microbianas
(WAINWRIGHT, 1998).

Durante o processo de fotossensibiliza¢do, pode ocorrer apoptose ou necrose celular,
ou os dois, sendo que na maioria dos casos ocorre apoptose. O corante que estd localizado na
mitocondria pode induzir a apoptose, enquanto que o corante localizado nos lisossomos e

membrana celular pode causar necrose celular (KONOPKA & GOSLINSKI, 2007).

2.3.3 Fonte de luz na terapia fotodinamica

As primeiras fontes de luz utilizadas em PDT foram as 1ampadas convencionais, com
uma luz ndo-coerente, policromética e com um forte componente térmico. Com a descoberta
do laser, tornou-se possivel utilizar uma luz homogénea de baixa intensidade para ativar a
reacdo fotodindmica (ACROYD et al., 2001).

A PDT, requer uma fonte de luz de baixa poténcia, situada na por¢do visivel do
espectro eletromagnético, e com comprimento de onda especifico ressonante ao corante.
Atualmente, as fontes mais utilizadas com seus respectivos comprimentos de onda sdo: laser
de He-Ne (632,8 nm); laser de Diodo AsGaAl (620-690 nm); laser de Diodo InGaAIP (635-
685 nm) e laser de Argonio (488-514 nm). (KONOPKA & GOSLINSKI, 2007). Em estudos
“in vivo” e clinico as fontes de luz mais utilizada sdo os Lasers de diodo, por possuir as
seguintes vantagens: apresentar maior profundidade de penetracdo no tecido bioldgico,
possuir comprimento de onda ressonante a banda de absor¢do da maioria dos corantes

atualmente utilizados, atua de forma continua, sio menores e portateis, e de baixo custo

(RIBEIRO et al., 2005; TAKASAKI et al., 2009).
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A mais recente alternativa sdo os LEDs (Light Emitting Diodes - diodos emissores de
luz), que também podem ser utilizados com sucesso como fonte de luz na terapia
fotodinamica, pois tém baixo custo, apresentam um baixo componente térmico e luz

monocromatica (RIBEIRO et al., 2005).

2.3.3.1 Parametros da luz Laser

2.3.3.1.1 Energia

Representa a quantidade de luz que estd sendo depositada no tecido. Representada pela

férmula: (GENOVESE, 2007)

Energia (J) = Poténcia (W) X Tempo (seg.)

2.3.3.1.2 Poténcia

E a energia capaz de provocar maior ou menor reagao fotobioldgica, representada pela

férmula: (GENOVESE, 2007)

Poténcia (W) = Energia (J) / Tempo (segundos)

2.3.3.1.3 Irradiancia, Densidade de poténcia

E a poténcia 6ptica util do laser, expressa em W, dividida pela area irradiada, expressa
2 ¥ 4 . AL e .
em cm”. E através do controle da irradiancia que o operador pode cortar, vaporizar, coagular,
quando da utilizacdo de laser cirtrgico; e gerar fotoativagdo no caso do laserterapéutico.

Representada pela formula: (GENOVESE, 2007)
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Irradiancia (W/cmz) = Poténcia (W) / Area (sz)

2.3.3.1.4 Fluéncia, Dosimetria, Densidade de energia

E a taxa de energia que estd sendo aplicada no tecido bioldgico, refere-se a unidade de

superficie irradiada e ndo a totalidade de energia emitida, sendo o critério de verificacao da
., . A . . 2 2

eficicia e referéncia da terapia. Expressa em J/cm”. Representada pela férmula:

(GENOVESE, 2007)

Fluéncia (J/cmz) = Irradidncia (W/cmz) X Tempo (seg.)

2.3.3.1.5 Comprimento de Onda

E uma caracteristica extremamente importante, pois é quem define a profundidade de
penetracio no tecido alvo. Diferentes comprimentos de onda apresentam diferentes
coeficientes de absorcdo para um mesmo tecido. Dependendo do comprimento de onda o
tecido absorve energia mais superficialmente ou mais profundamente, agindo na intimidade

tecidual, geralmente a membrana celular. (GENOVESE, 2007)

2.3.4 Fotossensibilizadores (Corantes)

Fotossensibilizadores sao compostos atéxicos ou de baixa toxicidade, inativos em seu
estado fundamental, que absorvem luz na regido visivel do espectro eletromagnético (JORI,
2006). Embora o conceito de morte celular induzida pela interacao entre a luz e substincias
quimicas seja conhecida a mais de um século, o interesse por corantes tem aumentado nos
altimos anos, € novos corantes vem sendo desenvolvidos em virtude do uso destas substancias
no tratamento de tumores e na fotoinativacdo de microorganismos em diversos sistemas

bioldgicos, tanto “ in vitro” como “ in vivo” (TAKASAKI et al., 2009).
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Como a maioria das bactérias orais ndo absorve a luz visivel, a utilizacdo de um
croméforo (nesse caso conhecido como fotossensibilizador) que se fixe a parede bacteriana
atraindo para si a luz laser no momento da irradiacdo € essencial para que os lasers de baixa
poténcia tenham ac@o antimicrobiana sobre bactérias (WIILSON er al., 1992; WILSON,
1993). O fotossensibilizador funciona, como um agente de absor¢do Optica, sendo essencial
usar um tipo adequado ao comprimento de onda do laser a ser utilizado (ZANIN &
GONCALVES, 2003).

As propriedades fisico-quimicas dos fotossensibilizadores e dos sistemas bioldgicos
em que irdo atuar sdo extremamente importantes para a eficiéncia do processo de
fotossensibilizacdo. A habilidade de um componente em absorver uma luz incidente nao
significa necessariamente que ele possa atuar como um fotossensibilizador. Outros requisitos
sdo importantes para ser considerado ideal: ndo apresentar caracteristicas toxicas para as
células do hospedeiro; apresentar toxicidade local apenas apds a ativagdo pela luz;
permanecer em estado excitado por tempo suficiente para permitir a sua interagdo com as
moléculas vizinhas e produzir espécies citotoxicas capazes de causar a morte bacteriana; ter
alta solubilidade em 4gua, solucdes injetaveis e substitutos do sangue (KONAN et al., 2002;
MEISEL & KOCHER, 2005; KONOPKA & GOSLINSKI, 2007).

A toxicidade dos corantes mais utilizados na terapia fotodinamica ainda € alta, o que
faz com que o uso destas substancias seja vidvel apenas em pequenas concentracdes. Portanto,
a pesquisa por corantes menos toxicos, de maior absor¢do, mais ressonante com oS
comprimentos de onda utilizados e mais eficiente, tem sido uma constante na eliminacio de
microorganismos. Assim, quanto mais proximo do ideal, melhor serd a terapia fotodinidmica
antimicrobiana (TAKASAKI et al., 2009).

Os fotossensibilizadores que tém sido estudados para erradicagdo de microrganismos
pertencem a diferentes grupos de compostos. Os principais corantes utilizados na terapia
fotodinamica, sdo: fenotiazinicos; eritrosina; conjugados de Clorina ( Clorin eg ); derivados de

hematoporfirinas; fitoterdpicos (Azuleno); ftalocianinas (WAINWRIGHT, 1998).

2.3.4.1 Fotossensibilizadores Fenotiazinicos

Os corantes fenotiazinicos (azul de toluidina O e azul de metileno ), sdo os

fotossensibilizadores mais utilizados em pesquisas na drea médico-odontolégica. Possuem



37

estrutura heteroaromdticas planas que conferem as suas moléculas propriedades

fotossensibilizadoras. (Figura 5)

HsC.- + _CH
Loy S N

I I
CHs ClI= CHs
FIGURA 5 — Representacao da estrutura quimica da molécula azul de

metileno.
Fonte: http://quimicanova.sbq.org.br/qn/qnol/2007/vol30n4/index.htm

A acdo fotossensibilizadora deste tipo de corante, como o azul de metileno, em
bactérias gram-positivas e gram-negativas, € conhecida hd décadas (WAINWRIGHT, 1998).
Os fatores que determinam a seletividade deste tipo de corante em células microbianas, € a
interacdo eletrostdtica entre as cargas positivas deste corante, e as cargas negativas da
superficie externa da célula microbiana (HARRIS et al., 2006).

Na maioria dos casos, em bactérias gram-negativas, o sitio primdrio de acdo € a
membrana externa, enquanto em bactérias gram-positivas e fungos, ¢ a membrana plasmatica
da célula-alvo. A agdo do fotossensibilizador, envolve a modificacio de lipidios e/ou
polissacarideos, e a inativacdo de proteinas e enzimas essenciais, presentes na membrana
plasmética, provocando a morte celular. Em células bacterianas, embora o principal sitio de
acdo seja o DNA, os corantes fenotiazinicos, podem exibir multiplos sitios de ac¢do entre
diferentes espécies de microorganismo (USACHEVA et al., 2001; HARRIS et al., 2006).

O corante azul de metileno, € um protétipo dos derivados fenotiazinicos. Seu uso é
atestado ha quase um século, e sua toxicidade para humanos €, relativamente, baixa
(USACHEVA et al., 2003). Na PDT, é muito eficaz na inativacdo de bactérias
periodontopatogénicas ( MAISCH, 2007). E um fotossensibilizador que tem sido utilizado,
principalmente, em estudos clinicos, por jd possuir kits disponiveis comercialmente (ex.:

PeriowaveTM; HelboR; ChimioluxR).
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2.3.4.2 Concentragdo e Tempo de pré-irradiagcdo

Muitos fotossensibilizadores sdo ativados pela luz vermelha entre 630-700 nm,
correspondendo a uma profundidade de penetracdo de 0,5 cm ( a 630nm) até 1,5 cm (a 700
nm). Isto limita a profundidade de necrose e/ou apoptose, além de definir o efeito terapéutico
(KONOPKA & GOSLINSKI, 2007).

Um fator importante para o sucesso da PDT, é a concentracdo do corante. Esta varia
de um corante para outro, de acordo com as caracteristicas quimicas de cada composto e de
sua toxicidade. As concentracdes tipicas utilizadas sdo da ordem de um/MI (RIBEIRO et al.,
2005).

Outro fator de relevancia, que na maioria das vezes € crucial para o sucesso da terapia
fotodinamica, € a interacdo do corante com o alvo. Este vai variar de acordo com a interacao
desejada. Nas aplicag¢des topicas da PDT antimicrobiana, espera-se que o corante una-se ao
microorganismo, ou chegue a ultrapassar a membrana citoplasmdtica, localizando-se no
citoplasma da célula ou mesmo intercalando-se com o DNA do nucleo. Para que isto ocorra é
necessario um tempo de pré-radiacio, ou seja, o tempo entre a aplicacdio do
fotossensibilizador no alvo e sua ativacdo pela fonte de luz. Os tempos utilizados em PDT

antimicrobiana varia de 1 a 10 minutos (RIBEIRO et al., 2005).

2.3.5 Terapia fotodindmica antimicrobiana na Periodontia

Diversos estudos “in vitro, “in vivo” e clinicos, relatados a seguir, documentam a
validade da terapia fotodindmica como alternativa de tratamento periodontal através da

reducdo das bactérias periodontopatogenicas da bolsa periodontal.

2.3.5.1 Estudos “ in vitro”
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O potencial da terapia fotodindmica em bactérias orais comecou a ser investigado na
década de 90 quando DOBSON & WILSON (1992), analisaram a reducdo bacteriana por
fotossensibilizacao de biofilme formado pelas espécies S. sanguis, P.gingivalis, F. nucleatum
e A. actynomicetemicomitans. Utilizando uma associa¢ao de diversos corantes e um laser de
He-Ne de 7,3 mW de potencia, sobre amostras de biofilme em placa de petri, os autores
concluiram que os corantes azul de toluidina e azul de metileno foram eficazes em eliminar as
quatro espécies de bactérias e os corantes ftalocianina dissulfonada de aluminio,
hematorporfirina HCI e hematoporfirina Ester somente foram efetivos em sensibilizar alguns
microorganismos. Sugeriram ainda que, baseados em seus resultados, a técnica da terapia
fotodinamica pode ser efetiva em eliminar bactérias periodontopatogénicas da placa
bacteriana.

Seguindo a mesma linha de pesquisa, WILSON e cols. realizaram outros estudos
demonstrando bons resultados na redu¢do bacteriana.

WILSON, DOBSON & SARKAR (1993) utilizaram o laser de He-Ne, com
comprimento de onda 632,8 nm e 7,3mW de poténcia, associado aos fotossensibilizadores:
azul de toluidina, azul de metileno, ftalocianina e hematoporfirinas. Testaram as bactérias S.
sanguis, A. actinomycetemcomitans, F. nucleatum e P. gingivalis. Foram utilizadas bactérias
do biofilme subgengival de pacientes com periodontite cronica. Amostras da placa
subgengival foram expostas a luz, na presencga e na auséncia do corante azul de toluidina na
concentracdo de 50 ug/ml. Os autores concluiram que a combinagao laser e corante alcangou
uma significante redugdo bacteriana, sendo que a média de redugdo foi de 91,1% nas bactérias
aerobias, 96,9% nas anaerdbias, 100% nas pigmentadas anaerébias e 94,4% para o
Streptococcus. Entretanto, a reducdo bacteriana ndo foi significante na presenca apenas do
corante ou apenas do laser. Isto sugere que o laser em baixa intensidade associado ao corante
apropriado pode ser efetivo como tratamento coadjuvante ao debridamento mecanico em
inflamacdes periodontais, pois trés dos principais responsaveis pela etiologia da doenca
periodontal podem ser mortos por esta modalidade de tratamento.

SARKAR & WILSON (1993) estudaram a fotossensibilizacdo de bactérias da placa
subgengival de pacientes com periodontite cronica. Amostras da placa foram expostas a um
laser de He-Ne de 7,3mW de poténcia, por 30 segundos, usando-se 16,5J/cm?, na presenca e
na auséncia do corante azul de toluidina na concentracdo de 50pug/ml. Os autores concluiram
que a combinacdo laser/corante alcangou significativa redu¢do bacteriana, sendo que a média
de reducio foi de 91,1% nas bactérias aerébias, 96,9% nas anaerdbias, 100% nas pigmentadas

anaerdbias e 94,4% para os Streptococcus. Entretanto a reducdo ndo foi significativa na
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presenca apenas do corante. Isso sugere que o laser de baixa intensidade associado a um
corante apropriado pode ser eficaz como tratamento coadjuvante ao debridamento mecanico,
no tratamento periodontal.

WILSON (1993) mostrou que os corantes azul de toluidina, azul de metileno e
cloridrato de azure B (todos na concentracdo de 50 pg/ml) foram fotossensibilizadores
efetivos para A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, F.nucleatum e S.sanguis, quando
expostos in vitro ao laser He-Ne de 7,3mW, por 30 segundos. Mas nao houve evidéncia de
morte bacteriana somente com os corantes na auséncia da luz laser. Os derivados da
hematoporfirina mostraram-se fracos para sensibilizar A.a, F.nucleatum e S.sanguis, sendo
efetivos somente contra o P.gingivalis. Isso pode ser atribuido a inabilidade do corante de
absorver luz com o comprimento de onda utilizado, que foi de 632,8nm. Mas, usando-se 500-
560nm, os derivados de hematoporfirina podem ser excelentes fotossensibilizadores.

WILSON & DOBSON (1993) investigaram o potencial de 3 tipos de corantes, azul de
toluidina, derivados de hematoporfirina e ftalociacina dissulfonada de aluminio, todos com
concentracdo de 25ug/ml, agindo na fotossensibilizacdo letal do P.gingivalis e do
F.nucleatum, ambos relacionados com a patogénese da periodontite. Foi usado um laser de
HeNe com uma poténcia de 7,3mW e um densidade de 22)/cm? (292mlJ). O comprimento de
onda emitido foi de 632,8nm. Exposi¢cdes dos microorganismos somente ao laser, mesmo
durante mais de 80 segundos, ndo tiveram efeito significativo; azul de toluidina ou os
derivados de hematoporfirina, isolados, ndo apresentaram resultados; ftalociacina disulfonada
de aluminio, sem o laser, causou decréscimo no P.gingivalis, 0 que ndo ocorreu com O
F.nucleatum; grandes quantidades de ambos os microorganismos foram eliminados (49,8 x
106ufc/ml e 54,72 x 106ufc/ml, respectivamente para P.gingivalis e F.nucleatum), com 0 uso
de pequenas concentracdes do corante azul de toluidina e pequenas doses de laser. Entretanto,
nas associagdes de derivados de hematoporfirina ou ftalociacina dissulfonada de aluminio
com laser, os resultados ndo foram significativos.

Com o objetivo de avaliar se a PDT poderia ser usada no tratamento da doenca
periodontal, eliminando as bactérias causadoras da mesma, sem provocar danos aos tecidos
adjacentes, SOUKOS et al (1996) avaliaram os efeitos da terapia fotodinamica, utilizando o
laser de baixa, no vermelho do espectro eletromagnético associado ao corante azul de
toluidina sobre queratinocitos orais humanos, fibroblastos e cultura de S. sanguis. Os autores
concluiram que o uso de baixas concentragdes de corante e do laser provocava a morte

bacteriana ndo reduzindo viabilidade celular.
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BHATTI et al. (1997) utilizaram o corante azul de toluidina e laser He-Ne para
pesqisar a influéncia de alguns fatores, como o pH, concentracio do corante, presenca do soro
sangiiineo, fases de crescimento do microorganismo, tempo de pré-irradiacdo e dose de luz
usada na fotossensibilizacdo letal da P.gingivalis. Os resultados obtidos foram os seguintes:
na presenca do azul de toluidina, foi obtido efeito do laser dose-dependente. Nao houve efeito
significativo no nimero de P.gingivalis quando a concentracdo do azul de toluidina foi
aumentada de 12,5 para 50,0pg/ml. Aumento no tempo da pré-irradiagdo gerou discreto
aumento de mortes dos microorganismos. Alto nimero de mortes foi encontrado nos trés pHs
estudados (6,8 a 8,0). O estudo mostrou também que células das trés fases de crescimento do
microorganismo foram susceptiveis a fotossensibilizacdo letal, apesar de as da fase
estaciondria ser discretamente menos susceptiveis e as da fase log ser ligeiramente mais
susceptiveis. A apreensdo maxima do azul de toluidina ocorreu por volta de 60 segundos,
sendo a absor¢do menor no soro que em solucao salina.

WILSON et al. (1996) avaliaram a susceptibilidade do S.sanguis, no biofilme, a
terapia fotodinamica, com a associacdo do laser GaAlAs ( 660nm, 11mW, 12,2]J ) com o
corante AIPcS2(675nm). Para isso, fizeram o microorganismo crescer em condi¢des similares
as existentes na cavidade oral, utilizando hidroxiapatita como substrato e saliva artificial
como fonte de nutriente. Os autores lembraram que as bactérias nos biofilmes sdo
consideravelmente menos susceptiveis a agentes antimicrobianos e que o uso difundido destes
estd gerando bactérias resistentes. Mesmo assim, a terapia fotodindmica mostra-se como uma
alternativa, ja que houve substancial redu¢do do S.sanguis, apés uso da PDT. No entanto,
nenhum dos dois, sozinho, teve efeito significativo sobre a bactéria.

KONIG et al (2000) analisaram a terapia fotodinidmica com laser vermelho, sem uso
de corantes exdgenos, contra determinadas bactérias (P.gingivalis, P.intermedia, P. acnes, A.
odontolyticus e S.mutans) capazes de produzir porfirinas endégenas, com excecdo do S.
mutans. Os autores preconizaram um novo método de redugdo bacteriana, baseado na
fotossensibilizacao das porfirinas endégenas por um laser de He-Ne de 60 mW, 632,8 nm. Os
resultados mostraram reducao de ate 50% das espécies produtoras de endoporfirinas (corantes
enddgenos), e nenhum efeito sobre o S.mutans. Os autores, baseando-se nos resultados,
preconizaram esta técnica como método terapéutico contra bactérias produtoras de
endoporfirinas, desde que o comprimento do laser utilizado seja compativel com o corante
endégeno. Os autores nos lembram ainda do aumento da resisténcia bacteriana aos

antibidticos torna cada vez mais importante a busca de novas formas de tratamento para
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infeccdes bacterianas e que a terapia fotodindmica tem se mostrado uma alternativa
interessante e vidvel na prevencdo da carie e doenca periodontal.

Segundo KOMERIK et al. (2000), a terapia fotodindmica, além de ter efeito
antimicrobiando, parece ter efeito sobre alguns fatores de viruléncia microbianos. Os
lipopolissacarideos sdo um dos mais importantes fatores de viruléncia das bactérias
causadoras da doenca periodontal, induzindo a resposta inflamatéria do hospedeiro e
estimulando a liberagdo de citoquinas. Demonstraram que a habilidade de bactérias gram-
negativas em induzir a produgdo de citoquinas foi reduzida apés exposicao a PDT, utilizando
Laser de He-Ne e corante azul de toluidina. Assim, a terapia fotodindmica pode inativar
endotoxinas, tais como lipopolissacarideos, diminuindo sua atividade bioldgica.

Outro importante fator de viruléncia para o desenvolvimento da doenca periodontal é a
presenca de algumas enzimas bacterianas (enzimas proteoliticas) que sdao importantes
mediadores da destrui¢do celular durante a periodontite, degradando os tecidos do hospedeiro.
Sendo assim, PACKER et al. (2000), demonstraram que a exposi¢do de P. gingivalis a terapia
fotodinamica, utilizando associacdo do corante azul de toluidina e um Laser de He-Ne,
reduziu a atividade proteolitica dessas enzimas em até 50%.

USACHEVA et al. (2001), utilizaram os corantes azul de metileno e azul de toluidina
O em diversas concentracdes: 10, 20, 30 40, 50, 100, 150, 200 uM sobre diferentes bactérias,
como S. aureus; S. pneumoniae; E. faecalis;, H. influenzae; E. coli e P. aeruginos. Como
fonte de luz, os autores utilizaram o Laser de Argdnio com comprimento de onda de 530 nm e
o Laser diodo de comprimento de onda de 664 nm com fluéncia variando de 10 e 60 J/cmz,
variando a intensidade de poténcia de 50 a 100 mW/cm®. Os resultados indicaram que todos
os microorganismos foram eliminados em diferentes porcentagens quando expostos ao laser
na presenca dos corantes. Além disso, observaram que a fotossensibilizacdo depende do
corante utilizado, sua concentragdo e tempo de contato com o tecido alvo, e da fluéncia e
intensidade de poténcia do laser. Os microrganismos gram-negativos foram mais resistentes
que os gram-positivos, resultado atribuido as diferencas estruturais e de composi¢ido entre
esses organismos, em particular, a existéncia de uma membrana externa nas bactérias gram-
negativas.

Na tentativa de criar um protocolo otimizado de aplicacdo da terapia fotodinamica
frente a bactérias periodontopatogénicas, CHAN & LAI (2003) avaliaram o efeito bactericida
de diferentes comprimentos na terapia fotodinamica, em culturas das bactérias A.
actinomycetemcomitans, F. nucleatum, P. gengivalis, P. intermédia e S. sanguis. Utilizaram o

Laser de He-Ne, com poténcia de 30 mW e comprimento de onda de 632,8 nm e o Laser
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diodo de AsGaAl, com poténcia de 100 mW e comprimentos de onda de 665 nm e 830 nm.
Utilizaram como corante o azul de metileno na concentragdo de 0,01%. As bactérias utilizadas
foram P. gingivalis, F. nucleatum, P.intermedia, A. actinomycetemcomitans e S. sanguis, as
quais foram mantidas em meio de cultura anaerébio com posterior quantificacdo. O Laser de
He-Ne foi utilizado por 30 e 60 segundos, € proporcionou nos microorganismos uma
densidade de energia de 3,2 J/em® e 6,4 J/cm®. J4 o Laser de diodo promoveu uma densidade

¢ 21,2 J/em®. Os resultados mostraram que a terapia foi tempo-

de energia de 10,6 J/cm
dependente para ambos os sistemas de Laser. Foi obtida uma reduc¢do de 99-100% das
bactérias pigmentadas (P. gingivalis. e P. intermedia e S.sanguis). Ja para as espécies de A.
actinomycetemcomitans e F. nucleatum, promoveu a reducdo microbiana de 95 e 96%,
respectivamente. Os resultados mostraram que um efeito bactericida efetivo foi obtido na
combinacdo do azul de metileno com o laser de diodo (665nm e 100mW) com um tempo de
irradiacao de 60s. Concluiram que esta combina¢do pode ser uma excelente ferramenta a ser
utilizada adjunta ao debridamento mecéanico na prevenc¢do da recolonizacdo de lesdes
subgengivais por microorganismos patogénicos.

PFITZNER et al (2004) empregaram a PDT com os corantes chlorin e6, BLC 1010, e
BLC 1014 na concentragdo de 10 pum. para eliminar bactérias periodontopatogenicas. Os
resultados mostraram melhores resultados para os corantes chlorin €6 € BLC 1010 que foram
capazes de induzir zonas de inibi¢do nas placas de agar. O corante BLC 1014, mostrou
menor efeito fotodindmica em comparagdo com os outros. Entdo, sugere-se que a PDT,
utilizando como corantes chlorin e6 e BLC 1010, ¢ eficiente para suprimir bactérias
periodontopatogenicas.

PRATES et al (2007) avaliaram a capacidade do fotossensibilizante verde malaquita
associado a um laser vermelho em eliminar a bactéria periodontopatogenica,
A.actinomycetemcomitans, ¢ a foto degradacdo do corante apés a PDT através de
espectroscopia de absor¢do Optica. Meios de cultura bacteriana de Aa, foram irradiados com
30 mW de potencia na presenga ou na auséncia do corante. A concentracdo utilizada foi de
0,01%. O tempo de pré-irradiagao para o grupo com culturas em campo escuro foi de cinco
min. Na presenca do corante, dois tempos de pré-irradiacio foram analisados, trés (5,4 J/cm?)
e cinco minutos (9 J/cm?). As amostras foram diluidas para realizar a contagem de unidade
formadoras de colonias. Foram obtidos os espectros de absor¢do dos grupos estudados.
Observou-se que o laser combinado com o corante com tempos de trés e cinco min. levou a
uma redugdo de 97,2% e 99,9 % do periodontopatégeno. O uso do Laser e do corante

isoladamente ndo foram capazes de eliminar o microorganismo. A absor¢do Optica mostrou
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que o verde malaquita e foto degradado apoés a irradiacdo. Estes resultados demonstraram que
0 Aa pode ser foto eliminado pela associacdo do laser vermelho e o verde malaquita e que o
corante e foto degradado apos a irradiacdo.

QIN et al. (2008) investigaram os parametros necessarios para uma terapia
fotodinamica antimicrobiana eficiente em biofilmes supragengivais de 20 voluntdrios com
doenca periodontal. Foram utilizados diferentes concentracdes do corante azul de toluidina e
do laser de diodo (635 nm) com o melhor efeito terapéutico observado quando utilizou-se a
combinacio de 1mg/ml do corante com irradiacdo de 12 J/cm? do laser.

STREET et al. (2009) examinaram a capacidade da PDT erradicar culturas
planctonicas e biofilmes. Sobre estas culturas foram aplicados o fotossensibilizador azul de
metileno e doses de 1,7 a 20,6 J/cmz, com Laser de diodo de 670 nm. Os biofilmes foram
cultivados por 24 e 48 h., e expostos ao corante por 30 seg. antes da aplicacdo da luz com
13,2) ou 26,4 J de energia. Uma Unica exposi¢ao a 15,5 J/ecm?, resultou na erradicacdo 100%.
Diminuiu-se a dose de energia abaixo deste limiar, variando tanto a densidade de poténcia e
duracdo de iluminagao, resultando em uma diminui¢cdo dose-dependente no efeito bactericida.
Além disso, a viabilidade do biofilme em 24 h foi reduzido em 99% com uma unica
exposicao e 99,9% com duas exposicoes. Em 48 h, a viabilidade do biofilme foi reduzida em
99,9% com ambas as exposi¢oes individuais e duplas. Este estudo mostra que o PDT ¢€ eficaz
na erradicacdo de culturas planctonicas e biofilme de P. aeruginosa, suportando o conceito

que a indicacdo desta terapia para a pratica clinica € uma opg¢ao viavel.

2.3.5.2 Estudos “in vivo”

WILSON et al. (1995) avaliaram, em um estudo in vivo, se bactérias da placa
supragengival poderiam ser eliminadas pela associacdo de um laser em baixa intensidade
associado a um corante. Utilizaram placas bacterianas obtidas de dez voluntérios, que foram
tratadas com corante azul de toluidina (TBO) e ftalocianina dissulfonada de aluminio
(AlIPcS,) e entdo expostos a um laser de He-Ne ou AsGaAl respectivamente. Para ambos os
casos foi encontrada redugdo significativa das bactérias anaerdbias e do género Streptococcus
e Agregatibacter. Entretanto a associagcdo HeNe/TBO foi mais efetiva na reducdo bacteriana
que a de AsGaAl/ AlPcS,, quando usadas as energias de 1,31 J. Isso pode ser explicado pelo

fato de ser o comprimento de onda do He-Ne (632,8nm) ressonante com o pico de absor¢@o
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do azul de toluidina (632nm). J4 o0 AsGaAl com um comprimento de onda de 660 nm e o pico
de absorcdo do AlPcS; é de 675nm. Neste estudo, nem o laser nem os corantes isoladamente
apresentaram efeito significativo na eliminacdo das bactérias. Destacaram as vantagens da
terapia fotodindmica comparadas as do uso de antimicrobianos, como o nao-desenvolvimento
da resisténcia bacteriana e auséncia de necessidade de se manterem altas concentracdes do
fotossensibilizador por longos periodos.

KOMERIK et al. (2002) inocularam P. gingivalis no interior da cavidade oral de
ratos. Logo apds a inoculacao de 25 ul de P. gingivalis, na regido dos molares superiores foi
administrado topicamente o corante azul de toluidina nas concentracdes de 0,01, 0,1 e
Img/ml. Como fonte de luz utilizaram o Laser diodo de 630 nm depositando na area doses de
6, 12, 24 e 48 J correspondendo aos tempos de 1, 2, 4 e 8 minutos. Na andlise histolégica dos
resultados, ndo observaram nenhuma alteracdo nas estruturas do periodonto como, ulceracdes
e inflamacdo no tecido conjuntivo, mesmo nas concentracOoes mais altas tanto do corante
quanto do Laser utilizado. Concluiram que a terapia fotodindmica com o uso do corante azul
de toluidina, reduziu periodontopatégenos importantes, sem causar danos aos tecidos
adjacentes. A perda dssea alveolar foi significativamente menor nos ratos tratados com a
terapia fotodindmica, sendo sugerida como terapia antimicrobiana alternativa para o
tratamento da doenca periodontal.

KOMERIK et al (2003) avaliaram o efeito do azul de toluidina mediado pela terapia
fotodindmica na mucosa oral de ratos e a biodistribuicao do fotossensibilizador no tecido.
Uma solucdo de azul de toluidina foi aplicada na mucosa oral em um dos lados da cavidade
oral e esta foi exposta a luz (633 nm) e o lado oposto foi considerado controle, onde ndo
houve exposi¢cdo. Foram avaliadas varias concentragdes do corante (25, 50 e 200 dg/ml) e
dosimetria (110, 170 e 340 J/cmz). Este estudo sugere que o azul de toluidina / Laser (nas
concentracoes e doses testadas) pode ser uma técnica antimicrobiana segura e apropriada para
as infeccdes orais sem dano para os tecidos adjacentes.

SHIBLI et al.(2003) realizaram um estudo piloto, utilizando cultura microbiana, para
avaliarem a efetividade da fotossensibilizagcao sobre os microrganismos envolvidos na
periimplantite em caes. Apds dois meses de indug¢do da periimplantite em cdes as ligaduras
foram removidas e controle de placa com clorexidina a 0,12%, foi adotado por 12 meses.
Ap0s este periodo, foram realizados retalhos mucoperidsteos para raspagem da superficie do
implante, e amostras microbiolégicas foram coletadas com cones de papel antes e apds a
terapia fotodinamica com 100 pg/mL de azul de toluidina O e Laser de diodo semicondutor de

GaAlAs, com comprimento de onda de 685 nm, 50 mW de poténcia e por 80 segundos.
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Obtiveram redugdo e eliminagdo, em algumas amostras, de patégenos da periimplantite em
caes, principalmente nas espécies P.intermemedia, Fusobacterium spp e Streptococcus beta
hemoliticos. Relataram que a PDT em patégenos periodontais apresenta vantagens como a de
nao desenvolver a selecdo de microorganismos resistentes, utilizados em baixas concentragdes
e de facil aplicacgao.

SIGUSCH et al. (2005) analisaram a eficidcia da terapia fotodindmica nos sinais
inflamatoérios, e em duas espécies periodontopatogénicas em cades beagle. Foram testados dois
fotossensibilizadores chlorin e6 e BLC1010. Os animais foram infectados com P. gingivalis e
F. nucleatum em &areas subgengivais. Foram observados os sinais de inflamacao através dos
indices gengivais. A terapia fotodindmica foi realizada através de um laser de diodo com
662nm e 0,5 W de potencia e os corantes acima citados. A PDT no grupo teste resultou em
uma reducgdo significante nos sinais clinicos de inflamac¢do e vermelhidao comparada ao
grupo controle. Este estudo demonstrou que a terapia fotodindmica apresenta vantagens para o
controle da doenga periodontal.

HAYEK et al. (2005) comparou os efeitos da terapia fotodindmica com as técnicas
convencionais de redu¢do microbiana em periimplantite induzida por ligadura em caes. Foram
extraidos dezoito terceiros pré-molares de cdes labradores e imediatamente apds implantes
foram instalados. Apds o processo de osseointegracdo, a periitmplantite foi induzida através de
ligaduras durante o periodo de quatro meses. Apds este periodo, as ligaduras foram removidas
€ O0S animais permaneceram por mais quatro meses para permitir a formacdo natural de
biofilme dental. Os animais foram divididos randomicamente em dois grupos. O grupo
controle recebeu tratamento convencional através de retalho mucoperiosteo para raspagem da
superficie dos implantes associado a irrigagdo com solugdo de clorexidina. No segundo grupo,
a PDT foi realizada apos a cirurgia de retalho mucoperiosteo. Dentro da bolsa periimplantar
foi aplicada uma pasta do fotossensibilizador azuleno irradiada com laser vermelho 660nm
com potencia de 40 mW, 7,2 J por 3 min. . Foram coletadas amostras microbiolédgicas antes e
imediatamente apos o tratamento. Foi removido um implante antes de realizado o tratamento
para validar a contaminagdo. Os resultados deste estudo demonstraram que em ambos 0s
grupos houve reducdo de patdégenos do biofilme periimplantar. Apds o tratamento ndo foi
encontrada diferencas significantes entre os grupos. Conclui-se, portanto, que a terapia
fotodinamica € um tratamento nao invasivo e pode ser utilizado para reduzir a periimplantite

de ALMEIDA et al. (2007) avaliaram através de microscopia Optica e andlise
radiografica,o efeito da terapia fotodinamica na evoluc¢do da doenca periodontal induzida em

ratos. Os animais foram divididos em 4 grupos ( I - controle, II - tratamento topico com azul
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de metileno 100 pg /ml; III- tratamento apenas com laser e IV- tratamento com PDT) e foram
colocadas ligaduras ao redor dos primeiros molares. O grupo PDT foi tratado com corante
azul de metileno a 100 pg /ml e irradiado com laser de baixa intensidade com dose de
4,5J/cm2. Os animais foram sacrificados 5, 15 e 30 dias apds o tratamento e avaliados
histologicamente e radiograficamente. O grupo PDT apresentou menor perda Ossea
comparada ao grupo controle nos 5 e 15 dias. Nao houve diferenga estatistica nos 30 dias.
Ap6s 15 dias, os resultados histolégicos mostraram diferenca estatistica na extensao da reacao
inflamatéria no tecido gengival. Concluiu-se, portanto, que a terapia fotodinamica pode
reduzir a destrui¢ao dssea periodontal transitoriamente.

QIN et al. (2008) compararam a eficicia da PDT com a raspagem e alisamento
radicular em peridontites induzida em ratos. Apds 6 semanas de inducdo a periodontite nos
molares superiores, os sitios foram tratados com: aplicacdo de 1 mg/ml de TBO, e irradiado
com laser no vermelho do espectro eletromagnético com 12 J/em?, ou com raspagem e
alisamento radicular. A eficicia da terapia foi avaliada de reducdo da flora bacteriana,
alteracdes histologicas e alteracdo dos tecidos periodontais. Como resultado, observaram
reducdo significativa da flora bacteriana em ambas as terapias fotodinamica e convencional.
Os sinais de inflamacdo, indice de placa e indice gengival, sangramento a sondagem e
infiltrado inflamatério, foram reduzida sem qualquer prejuizo aos tecidos do hospedeiro. A

terapia fotodinamica e a terapia convencional mostraram resultados terapéuticos semelhantes.

2.3.5.3 Estudos Clinicos

MEISEL & KOCHER (2005) em revisao do estado da arte na terapia fotodinamica
para doencas periodontais, concluiram que mesmo ainda em estdgios experimentais, a PDT
poderd ser um coadjuvante importante as técnicas convencionais no controle bacteriano das
doencas periodontais e que estudos clinicos sdo necessdrios para confirmar a eficicia deste
procedimento.

YILMAZ et al. (2002) realizaram estudo em humanos, para avaliar o efeito da terapia
fotodinamica no tratamento da doenga periodontal. O grupo de estudo foi composto por 10
pacientes os quais ndo haviam recebido tratamento periodontal anterior, nem feito uso de
antibidticos 6 meses antes do estudo. Selecionaram 4 dentes unirradiculares, sendo 1 por

quadrante, apresentando perda de insercio de 4 mm na face mesial. Os pacientes foram
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divididos em 4 grupos experimentais, sendo: G1: raspagem e alisamento radicular associado
ao Laser de AsGaAl (685 nm de comprimento de onda, poténcia de 30mW, densidade de
energia de 1,6 J/cm? ) e azul de metileno 0,05%; G2, apenas a aplicacdo do Laser; G3, apenas
raspagem e alisamento radicular e G4 somente técnicas de higiene oral. Quando levaram em
consideracdo todos os indices considerados no exame clinico e microbioldgico periodontal,
somente o raspagem subgengival associado ou ndo ao Laser foi mais efetivo quando
comparado com o grupo que recebeu apenas a aplicacdo do Laser. Esta opcdo terapéutica
pode ser vantajosa no tratamento da doenga periodontal inflamatdria sendo necessario avaliar
o efeito da associagdo de corantes com o Laser como coadjuvantes a terapia periodontal
convencional.

QADRI et al. (2005) avaliaram os efeitos da irradiagdo do Laser de baixa intensidade
como coadjuvante ao tratamento na inflamacao do tecido gengival, em um ensaio clinico de
boca dividida, duplo-cego, controlado. O grupo do estudo foi composto por 17 pacientes com
diagnoéstico de periodontite moderada. Apds o exame clinico e periodontal (mediram:
profundidade de bolsa, indice gengival e indice de placa), todos os pacientes receberam
tratamento periodontal nao-cirdrgico e instrucdo de higiene oral. Uma semana depois, foi
retirada amostras do fluido gengival, para andlise de IL-1p e metaloproteinase-8 (MMP-8), e
da placa subgengival ( andlise de 12 bactérias, com sonda de DNA). A terapia com laser foi
iniciado 1 semana depois e continuou uma vez por semana durante 6 semanas. Foram
incluidos cinco dentes para cada lado. Um lado foi tratado com laser e o outro com placebo. O
lado teste foi tratado com dois lasers com comprimentos de onda de 635 e 830 nm. Uma
semana apds a ultima irradiagdo os pacientes submeteram-se a um outro exame clinico com
amostragem de fluido gengival e placa subgengival. As varidveis clinicas, profundidade de
bolsa, e os indices de placa e gengival foram reduzidos mais do lado teste que no controle. A
diminui¢do no volume do fluido gengival também foi maior no lado do laser que do placebo.
O total da MMP-8 foi, ligeiramente, mais baixa do lado teste. As concentracdes de IL-1f e as
andlises microbioldgicas ndo apresentaram diferengas significativas entre o os lados teste e
controle. O tratamento adicional com laser de baixa intensidade reduziu o quadro de
inflamacdo gengival.

ANDERSEN et al. (2007) comparou a eficidcia da terapia fotodindmica com o
tratamento periodontal ndo cirdrgico. Um total de 33 pacientes com diagndstico de
periodontite moderada e severa, foram distribuidos randomicamente, em 3 grupos, onde
receberiam os seguintes tratamentos: Grupo 1, apenas PDT; Grupo 2 , raspagem e alisamento

radicular; Grupo 3, raspagem e alisamento radicular + PDT. Foram utilizados para avaliacio
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os parametros clinicos de profundidade de bolsa; nivel de insercdo clinica e sangramento a
sondagem, medidos em todos os dentes (6 sitios por dente). Os sitios com profundidade > 6
mm, foram incluidos na pesquisa. Estas medidas foram realizadas antes de iniciar o
tratamento, e depois, 3, 6 e 12 semanas apés finalizada a terapia. A PDT foi realizada com o
corante azul de metileno 0,005% + Laser de diodo, com comprimento de onda de 670nm e
poténcia de 150mW. Os pacientes do Grupo 2 e 3 receberam raspagem e alisamento radicular
em todos os dentes, em duas a quatro consultas. Nos individuos do Grupo 3 a terapia
fotodinamica foi aplicada , imediatamente apds a raspagem, depositando o corante no interior
da bolsa periodontal com auxilio de uma seringa, e depois aplicou-se o laser com auxilio de
uma ponta de fibra dptica, com poténcia maxima de 150 mW, durante 60 seg., numa fluéncia
de 10-20 J/cm® por sitio. Em todos os periodos de avaliacdo, a raspagem e alisamento
radicular + terapia fotodinamica resultou em melhorias significativas nos parametros
investigados quando comparados ao uso apenas de raspagem e alisamento radicular,
mostrando que a PDT é uma abordagem ndo-invasiva efetiva no tratamento da periodontite
cronica, podendo ser uma alternativa a antibioticoterapia.

de OLIVEIRA et al. (2007) avaliaram a aplicacdo da terapia fotodindmica no
tratamento da periodontite agressiva, num modelo de boca dividida. Participaram 10 pacientes
com diagndstico de periodontite agressiva. Foram selecionados, 10 pares de dentes
uniradiculares com profundidade de bolsa a sondagem e nivel de inser¢do > Smm em no
minimo dois sitios. Os pares foram divididos, randomicamente, um dente receberia apenas
raspagem e alisamento radicular e seu contralateral recebia o PDT. Esta ultima foi realizada
com um corante fenotiazinico 10 mg/ml associado a um laser de diodo, com comprimento de
onda de 660 nm, e poténcia maxima de 60 mW. Apds o tempo de pré-irradiagdo de 1 minuto,
aplicou-se o laser, com auxilio de uma fibra 6ptica, durante 10 seg.. O tratamento foi feito nos
seis sitios, totalizando 1 min. por dente, mas apenas os sitios mesial e distal foram
considerados. Os parametros clinicos ( indice de placa, indice gengival, profundidade de bolsa
a sondagem, nivel de insercdo clinica) foram medidos no inicio e apds 3 meses do tratamento.
Concluiram que ambos os tratamentos mostraram resultados clinicos semelhantes para o
tratamento da periodontite agressiva, e sugerem que outros estudos, aumentando o ndimero da
amostra sejam realizados.

BRAUN et al. (2008) avaliaram os efeitos da terapia fotodinamica adjunta ao
tratamento da periodontite cronica, num modelo de boca dividida. O grupo do estudo foi
composto por 20 pacientes com diagndstico de periodontite cronica, que nao tenham recebido

tratamento periodontal recente, € com pelo menos um dente com perda de inser¢do > 3 mm



50

em todos os quadrantes. Os parametros clinicos (profundidade de bolsa, sangramento a
sondagem, perda de insercdo, fluxo do fluido gengival) foram medidos antes de iniciar o
tratamento, uma semana ¢ 3 meses depois do tratamento. Todos os individuos receberam
raspagem e alisamento radicular, e depois entdo, os quadrantes foram aleatoriamente
designados para o tratamento adicional com a terapia fotodindmica. Os sitios foram irrigados
com corante azul de metileno, apds 3 min. (tempo de pré-irradiacdo), aplicou-se o Laser de
diodo, com comprimento de onda de 660 nm e poténcia de 100 mW, energia de 1J/cm2),
durante 10 seg. por sitio. Nao foi utilizado ponteira de fibra Optica. Apds andlise dos
resultados, os autores concluiram que a terapia fotodindmica adjunta a terapia periodontal
ndo-cirurgica resulta em alteragcdes, significantemente, melhores nos parametros clinicos
analisados em pacientes com periodontite cronica.

CRISTODOULIDES et al. (2008) avaliaram os efeitos clinicos e microbiolégicos da
terapia fotodindmica adjunta ao tratamento periodontal ndo-cirirgico. Um total de 24
pacientes com diagnéstico de periodontite cronica, foram distribuidos aleatoriamente, em dois
grupos: Grupo Controle, raspagem e alisamento radicular ; Grupo Teste, raspagem e
alisamento radicular + terapia fotodindmica. Os parametros clinicos (indice de placa,
profundidade de bolsa, sangramento a sondagem, perda de inser¢do) foram medidos antes de
iniciar o tratamento, 3 e 6 meses depois do tratamento (6 sitios por dente). Todos os
individuos receberam raspagem e alisamento radicular em até 24 horas, e depois entdo, foi
feita a randomizagao. No grupo Teste, foi realizada a irrigacao dos sitios com corante azul de
metileno, apés 3 min. (tempo de pré-irradiacdo), aplicou-se o Laser de diodo, com
comprimento de onda de 670 nm, poténcia de 75 mW, e energia de 4,55 J/cmz, utilizando uma
ponteira de fibra Optica, durante 1 min. por dente. As amostras microbiologicas foram
extraidas da placa subgengival para analisar os seguintes microorganismos: Aa, Pg, Pi, Tf, Td,
Pm, Fn, Cr, Em Ec e Cs. Apdés andlise dos resultados, os autores concluiram que a terapia
fotodinamica adjunta a terapia periodontal ndo-cirdrgica ndo resultou em melhorias nos
parametros clinicos de PBS e NI. No entanto, resultou em uma reducdo, significativamente,
maior no sangramento a sondagem quando comparado a raspagem e alisamento radicular
somente. A freqii€ncia da aplicagdo do PDT € uma possivel explicagdo para a auséncia de
diferencas clinicas e microbioldgicas entre os grupos. Na andlise microbioldgica, ndo houve
significancia estatistica entre 0s grupos.

Seguindo a mesma linha de pesquisa CHONDROS et al. (2008), avaliaram a PDT
adjunta ou ndo a terapia periodontal ndo-cirirgica em pacientes em manutengao periodontal.

Encontraram resultados semelhantes ao estudo anterior, ou seja, ndo resultando em uma
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melhora adicional sobre os parametros clinicos de PBS e NI, mas resultou numa redugdo
significativamente maior em SS quando comparado a terapia periodontal ndo-cirurgica
somente.

POLANSKY et al. (2009) analisaram os efeitos clinicos e bactericida da terapia
fotodinamica no tratamento da periodontite cronica, num ensaio clinico piloto randomizado
controlado. Foram selecionados 58 pacientes com diagndstico de periodontite cronica, que
ndo haviam recebido tratamento periodontal nos ultimos dois anos e ndo utilizaram
antibioticoterapia nos ultimos 12 meses. Cada um deveria apresentar pelo menos 3 sitios com
bolsa periodontal > 5 mm, sangramento a sondagem e presenca de P. gingivalis. Sitios com
profundidade a sondagem maior que 8 mm, foram excluidos, totalizando 225 avaliados. Os
individuos foram divididos aleatoriamente em dois grupos: Grupo teste: raspagem e
alisamento radicular + PDT (115 sitios); Grupo Controle: apenas raspagem e alisamento
radicular (110 sitios). Os parametros clinicos (indice gengival, profundidade de bolsa a
sondagem, sangramento a sondagem, perda de insercdo clinica) foram medidos antes de
iniciar o tratamento, e reavalidas 90 dias apds o tratamento. A andlise microbioldgica para P.
gingivalis, T. forsytia, T. denticola foi realizada no inicio, 10, 42 e 90 dias apds o tratamento.
Ap6s tratamento Full-mouth em todos os pacientes, o grupo teste recebeu a PDT adicional,
com irrigacdo do corante azul de metileno nos sitios, apds 3 min. (tempo de pré-irradiacao),
aplicou-se o Laser de diodo (comprimento de onda de 680 nm e poténcia de 75 mW) com
auxilio de ponteira de fibra dptica, durante 1 minuto. A andlise microbioldgica foi feita
através do sistema microDent®. Ndo foram encontradas diferencas entre os grupos teste e
controle tanto na andlise dos parametros clinicos como microbioldgicos. Sugerem que
estudos longitudinais sejam realizados para investigar alteracOes positivas adicionais nos

parametros clinicos a longo prazo.
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3 OBJETIVO

O objetivo do presente estudo foi avaliar, clinicamente, sobre os parametros clinicos de
profundidade de bolsa, perda de inser¢do clinica e sangramento a sondagem os efeitos da

terapia fotodindmica antimicrobiana no tratamento ndo-cirurgico da periodontite cronica.



53

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 SELECAO DOS PACIENTES

Foram selecionados 15 pacientes com diagnéstico de periodontite cronica severa
(ARMITAGE,1999), sendo 6 do sexo feminino e 9 do sexo masculino, com média de idade
de 44 anos (DP = 6.68)

A selecdo foi feita através da Clinica de Periodontia da Universidade do Grande Rio
(Unigranrio). Os pacientes selecionados possuiam, no minimo, 20 dentes e, pelo menos, cinco
sitios em dentes uni radiculares com profundidade de bolsa e perda de inser¢do clinica
> 5 mm (distribuidos de forma bilateral), além de evidéncia radiografica de perda Ossea
vertical e/ ou horizontal. Foram excluidos individuos que: 1- receberam tratamento
periodontal nos dultimos 12 meses; 2- apresentaram comprometimento sistémico que
pudessem influenciar na terapia; 3- estivessem gravidas; 4- eram fumantes; 5- fizeram uso de
antibioticoterapia nos dltimos 6 meses.

Todos os individuos envolvidos, foram informados da importincia e objetivos do
estudo. Receberam, também, informacdes sobre o uso do laser baseado na literatura. E
estando de acordo com as implicagdes, os pacientes assinaram um termo de consentimento
livre e esclarecido (ANEXO B).

O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da
Universidade do Grande Rio (CEP- Unigranrio), em 21 de Agosto de 2008 (protocolo n’
0025.0.317.000.08); conforme resolugao n’ 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho

Nacional de Sadde, sobre pesquisa envolvendo seres humanos.

4.2 DESENHO DO ESTUDO

E um estudo randomizado controlado, em um modelo de boca dividida, onde foram
incluidos pares de dentes uniradiculares contralaterais que possuiam um ou mais sitios com
profundidade de bolsa > 5 mm. Cada par, através de escolha aleatéria, foi dividido em lado

teste e controle. (de OLIVEIRA et al., 2007)
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4.3 PARAMETROS CLINICOS

No exame periodontal inicial e dos 3 meses de acompanhamento, os seguintes
parametros clinicos foram mensurados: (1) Profundidade de Bolsa a Sondagem (PBS),
caracterizada pela distancia da margem gengival até o fundo da bolsa; (2) Nivel de Insercao
(NI), caracterizada pela distincia da juncdo cemento-esmalte até o fundo da bolsa; (3)
Sangramento a Sondagem (SS), presenca ou auséncia de sangramento 30 segundos apds a
sondagem (AXELSON & LINDHE,1981). Tais medidas foram realizadas em quatro pontos
(Mesial, Vestibular, Distal e Palatina/Lingual). Este exame foi realizado por um unico
examinador calibrado (utilizando a sonda periodontal, do tipo Universidade Carolina do

Norte, 15 mm, (Hu—Friedy®, Chicago, EUA).

4.4 PREPARO PREVIO DOS PACIENTES

Em todos os pacientes, na primeira consulta, foi realizada anamnese, controle de placa
e instru¢do de higiene oral de acordo com a necessidade de cada individuo. Foi solicitado

exame radiografico completo de todos os pacientes.

4.5 TERAPIA PERIODONTAL

A terapia periodontal ndo cirdrgica foi realizada em todos os elementos dentarios
presentes, com raspagem supragengival ultra-sonica (ponta P10; Cavitron, Dentisp1y®) e
manual com curetas do tipo Mc Call, n® 13/14,17/18 (Hu—Friedy®, Chicago, EUA), e
raspagem subgengival e alisamento radicular, sob anestesia de bloqueio da regido, utilizando
curetas do tipo Gracey n° 5/6;7/8;11/12;13/14 (Hu—Friedy®, Chicago, EUA) e limas de
Hirschfeld n® 5/11 (Hu—Friedy®, Chicago, EUA).
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Foram selecionados dentes uni radiculares os quais foram divididos, de forma
aleatdria, em Lado Teste e Lado Controle. Os sitios do Lado Teste, receberam aplicacio unica
da terapia fotodindmica antimicrobiana, descrita a seguir, adaptado do protocolo de

ANDERSEN et al., 2007.
1) Isolamento relativo da drea a ser irradiada;

2) Aplicacdo do agente fotossensibilizador (corante) azul de metileno 0,01% (Chimiolux®,
Hipofarma, Ribeirdo das Neves - MG, Brasil), no interior da bolsa periodontal com

auxilio de uma seringa Luer descartdvel de 3 ml; (Figura6e 7)

Chiweo lex

absorvedor

Figura 6 — Kit corante azul de metileno 0,01%
(Chimiolux®, Hipofarma, MG, Brasil)

Figura 7 — Aplicagdo do corante azul de metileno 0,01%
no interior da bolsa periodontal com auxilio de uma
seringa Luer.

3) Tempo de pré-irradiacdo de 5 minutos;
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4) Irradiagdo, por fora da bolsa periodontal, com Laser de diodo em baixa intensidade
(TwinFlex®; MMOptics; Brasil), emitindo no vermelho do espectro eletromagnético,
semicondutor, com comprimento de onda de 660 nm, poténcia de 40 mW e drea de spot
de 0,04 mm®*. O modo de irradiacao foi pontual com o tempo de aplicacdo de 2 minutos, a
energia depositada foi de 4,8 J, resultando numa fluéncia de 120 J/cm? por sitio. Durante

aplicacdo, a ponta ativa foi posicionada 90° em relagdo ao longo eixo da érea irradiada
(Figura 8 € 9)

Figura 8 — Laser de diodo em baixa intensidade
(TWinFlex®; MMOptics; Brasil), com os parametros
(comprimento de onda; poténcia; fluéncia e tempo)
utilizados no estudo.

)
Figura 9 — Aplicacdo do Laser de diodo de diodo em baixa
intensidade ( TwinFlex®; MMOptics; Brasil ), emitindo no
vermelho do espectro eletromagnético, com a ponta ativa
posicionada 90° em relacio ao longo eixo do sitio.
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Todo o tratamento foi realizado em um total de quatro consultas por paciente. O

intervalo entre uma consulta e outra foi de 7 dias.

4.6 REAVALIACOES CLINICAS

A primeira consulta de reavaliag¢do foi realizada 30 dias apds o término do tratamento,
onde os sitios dos lados teste e controle, de todos os pacientes, foram reavaliados quanto aos
parametros clinicos de Profundidade de Bolsa a Sondagem (PBS); Nivel de Insercdao (NI); e
Sangramento a Sondagem (SS) (AXELSON & LINDHE,1981). As mesmas medidas foram
feitas com 60 e 90 dias do término do tratamento. Raspagem supragengival e polimento
corondrio, assim como reforco das medidas de higiene oral foram executados quando

necessdario durante as reavaliacoes.
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S TRATAMENTO DOS DADOS

Apés obtencdo dos valores absolutos dos parametros clinicos de Profundidade de
Bolsa a Sondagem (PBS); Nivel de Insercdo (NI); e Sangramento a Sondagem (SS) nos
periodos: inicial, 30, 60 e 90 dias apds o tratamento, foi calculada a taxa de reducdo,
subtraindo as medidas de 30,60 e 90 dias pelas medidas inicias, dos sitios com profundidade
de bolsa a sondagem > 5 mm.

Como os dados obtidos para os pardmetros clinicos de PBS e NI, foram paramétricos,
as diferencas entre os dados coletados, do lado teste e controle, foram analisados com o teste
t-student. J4 os dados obtidos para SS, foram nao-paramétricos, entdo utilizou-se o teste
Wilcoxon, para verificar se houve diferenca entre os tratamentos.

Da mesma forma, a andlise dos dados de cada Lado separadamente, foi feita com o
teste ANOVA, para os parametros PBS e NI, e Kruskal Wallis para SS.

O nivel de significancia utilizado para afirmar se existem ou ndo diferencas
significativas entre os valores das médias observadas nos testes foi de 5%.

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do programa Primer of

Biostatistics v 4.0 ( 1996 McGraw Hill).
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6 RESULTADOS

Na tabela 1 foi descrito os aspectos gerais dos pacientes, mostrando que a selecao foi
feita dentro dos padrdes previstos pela classificacdo das doencas periodontais (ARMITAGE,
1999) proposta para este estudo, caracterizando o diagndstico de periodontite cronica.

Os dados completos (medidas de PBS, NI e SS) dos elementos utilizados estdo

descritos no ANEXO C.

PBS
Paciente N° Dentes Idade Sexo > 5mm

1 27 42 Feminino 7

2 24 43 Masculino 16

3 20 53 Feminino 13

4 22 45 Masculino 20

5 24 31 Masculino 18

6 21 43 Masculino 9

7 28 50 Masculino 13

8 24 52 Feminino 34
9 20 45 Masculino 16
10 28 49 Masculino 12
11 25 38 Masculino 21
12 20 42 Feminino 20
13 26 47 Feminino 20
14 28 31 Feminino 16
15 % 49 Masculino 12

9 Masculino
Média (DP) 23.9 (3.01) 44 (6.68) 16,46 (6,42 )

6 Feminino

Tabela 1: Caracteristicas da amostra, com nimero de dentes, idade, sexo e nimero de sitios com profundidade
de bolsa > 5Smm nos dentes uniradiculares.

Foram incluidos um total de 51 pares de dentes uniradiculares contralaterais (40
Incisivos Centrais; 34 Incisivos Laterais; 28 Caninos) que possuiam um ou mais sitios com
profundidade de bolsa a sondagem maior ou igual a Smm, num total de 192 sitios. No periodo
de 30 dias foram reavaliados os 15 pacientes (192 sitios), no periodo de 60 dias 14 pacientes

(182 sitios) e no periodo de 90 dias 12 pacientes (154 sitios).
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Na tabela 2 estdo descritos o nimero de sitios com PBS e NI > 5Smm € > 7 mm e com

sangramento a sondagem nos lados teste e controle.

Lado Teste Lado Controle
PBS 5-6mm 60 55
PBS >7mm 41 38
NI 5-6mm 34 37
NI >7mm 59 63
SS 78 83

Tabela 2: Nimero de sitios com PBS e NI > 5mm e > 7 mm, e com sangramento a sondagem positivo nos lados
teste e controle.

Nas tabelas 3, 4 e 5 estdo descritas as médias e desvio-padrdao da PBS, NI e SS, nos
intervalos de tempo inicial, com 30, 60 e 90 dias dos lados teste e controle, mostrando que
houve reducdo da média destes parametros clinicos em ambos os lados, em todos os periodos
avaliados, quando comparados com as medidas iniciais e que estas diferencas foram

estatisticamente significantes.

INICIAL 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Lado Teste PBS / mm 6,35+ 1,23 4,92 + 1,44 4,87 £1,52 4,72 + 1,53
Lado Controle PBS / mm 6,28 £ 1,29 5,05+ 1,62 5,05 + 1,47 5,02+ 1,74
Valor de p 0,00

Tabela 3: Médias e Desvio-Padréo da profundidade de bolsa a sondagem inicial, com 30, 60 e 90 dias dos lados
teste e controle.
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INICIAL 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Lado Teste NI / mm 7,17 £ 1,45 6,19+ 1,73 6,17+ 1,76 6,02 £ 1,81
Lado Controle NI / mm 7,06 1,62 6,57 £2,12 6,57 £ 1,85 6,58 +2,20
Valor de p 0,00

Tabela 4: Médias e Desvio-Padrdo do nivel de inser¢ao inicial, com 30, 60 e 90 dias dos lados teste e controle.

INICIAL 30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Lado Teste SS/ % 85,48 + 22,34 34,05 + 23,77 46,52 £ 29,20 34,29 + 23,20
Lado Controle SS/ % 89,2 £ 19,60 55,13 £ 34,28 59,96 + 26,83 46,93 + 30,63
Valor de p 0,00

Tabela 5: Médias e Desvio-Padrao da porcentagem do sangramento a sondagem inicial, com 30, 60 e 90 dias
dos lados teste e controle.

A tabela 6 mostra as médias e desvios-padrao do resultado das terapias nos grupos
teste e controle nos sitios com PBS > 5mm, nos intervalos de 30, 60 e 90 dias. Houve redugao
dos niveis de PBS e NI sem, no entanto, mostrar diferenca estatisticamente significante entre
os grupos teste e controle. A porcentagem de redu¢@o do niimero de sitios com sangramento a
sondagem também mostrou reducdo em ambos os grupos, com o grupo teste mostrando uma

reducdo estatisticamente significante em relagao ao grupo controle, no periodo de 60 dias.

30 DIAS 60 DIAS 90 DIAS
Lado Lado Lado Lado Lado Lado
Teste Controle Teste Controle Teste Controle
PBS /mm -1,44 £1,51  -1,18+1,73 | -140+1,61 -1,12+1,83 | -1,52+1,64 -1,27+2,00
Valor de p 0,269 0,266 0,404
NI /mm -097+1,47 -048+216 | -094+175 -0,38+2,12|-1,10+x1,61 -0,53+2,34
Valor de p 0,069 0,054 0,080
51424 -34,08 + -37,92 + -28,47 £ -51,13 + -41,96
SS /% ead 40,24 40,53 34,51 38,27 25,68
Valor de p 0,052 0,048 0,054

Tabela 6: Médias e Desvios-Padrio do resultado (regressdo) das terapias nos grupos teste e controle nos sitios
com profundidade de bolsa & sondagem > Smm, em todos os intervalos de tempo (a=0,05).
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7 DISCUSSAO

A PDT envolve, basicamente, uma triade: luz, um agente fotossensibilizador (corante)
e oxigénio. E baseada no principio de que um fotossensibilizador liga-se a células alvo e é
ativado por uma fonte de luz visivel, com comprimento de onda especifico. Nesta reagdo,
ocorre a formacdo de oxigénio singleto e radicais livres, que podem provocar a inativacao
microbiana (KONOPKA & GOSLINSKI, 2007; MAISH et al., 2007). O objetivo desta
terapia € a obtencdo de um efeito antimicrobiano, suficientemente grande, sobre o agente
causador da infec¢do pela a¢do seletiva da luz e do corante sobre o alvo, evitando danos sobre
tecidos sadios do hospedeiro (GARCEZ et al., 2003). Pesquisas recentes mostraram como
vantagens desta terapia, a simplicidade da técnica, ser de facil execucdo mesmo em locais de
dificil acesso, baixa toxicidade do corante e eficiente efeito local e bactericida (KONOPKA
& GOSLINSKI, 2007). Sendo assim, a terapia fotodinamica pode ser uma alternativa vidvel
para complementar a terapia periodontal ndo cirtrgica.

O presente estudo testou, clinicamente, a aplicabilidade da terapia fotodinamica
adjunta a terapia ndo-cirdrgica da periodontite cronica. Os resultados mostraram que nao
houve diferenca estatisticamente significativa nos parametros clinicos avaliados nos Lado
Teste e Controle, nos trés periodos de acompanhamento apds a conclusdo das terapias.
Todavia, quando comparados separadamente, os Lados Teste e Controle, mostraram melhoria
estatisticamente significativa nos parametros e periodos avaliados.

Os resultados clinicos obtidos com a terapia ndo cirdrgica isoladamente mostraram
eficacia na reducdo da PBS e NI, compativel com os resultados d¢ BADERSTEIN (1987) e
COOB (1996), que confirmaram o sucesso desta terapia no controle da doenga periodontal.
VANDER WEIDJEN E TIMMERMAN (2002), em uma revisdo sistematica, mostraram um
de média de ganho de inser¢do nas bolsas com PBS > Smm de 0,64 mm e da redugdo da
profundidade de bolsa de 1,18 mm, que se assemelham com os achados deste estudo que
mostrou uma reducdo de PBS em torno de 1,27 mm e ganho de inser¢do de 0,53 em média,
apo6s 90 dias.

Na comparagdo entre os resultados da terapia ndo cirurgica associada ao PDT e a
terapia ndo cirtrgica isolada, ndo houve diferencas estatisticas para os parametros clinicos de
PBS, NI. Estes achados estdo em concordiancia com CRISTODOULIDES et al. (2008);
CHONDROS et al. (2008) e POLANSKY et al. (2009), que avaliaram pacientes com

periodontite cronica usando uma metodologia bem parecida, nos periodos de 3 e 6 meses para
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os dois primeiro e 3 meses para o segundo estudo. Em relacido a SS, CRISTODOULIDES et
al. (2008) e CHONDROS et al. (2008), encontraram diferenga estatistica intergrupos (p <
0.01), nos periodos avaliados. No presente estudo também foi encontrada diferenca estatistica
entre os grupos em relacdo a este parametro no periodo de 60 dias, e valores de p muito
proximos de 0,05, para 30 e 90 dias, cuja estatistica talvez fosse obtida caso a amostra fosse
maior. No entanto, esse resultado nao deve ser enaltecido, porque o parametro SS nao seria o
mais efetivo para avaliar uma melhor efetividade da terapia ndo-cirtrgica associada ao PDT.

Outros  trabalhos com metodologia semelhante  produziram  resultados,
significativamente, melhores para raspagem e alisamento radicular associada a PDT do que
apenas raspagem e alisamento radicular. ANDERSEN et al. (2007), observaram uma redu¢@o
na PBS de 1,11 £ 0,53 e 0,74 £ 0,43mm, 12 semanas apds a raspagem e alisamento radicular
adjunta ou nao a PDT, respectivamente (p < 0,05). BRAUN et al. (2008), num estudo de boca
dividida, mostrou um ganho relativo no nivel de inser¢cdo de 0,67mm apds raspagem e
alisamento radicular adjunta a PDT (p < 0,05), e de 0,35mm apds raspagem e alisamento
radicular apenas (p < 0,05). O que deve ser observado, nestes resultados clinicos, com ou
sem diferencas estatisticas entre a terapia periodontal ndo cirdrgica isolada ou associada ao
PDT, € que as reducdes de PBS e ganhos de NI estdo em torno de 1 mm que pode apresentar
pouca relevancia clinica.

Embora os dados disponiveis nos estudos “in vitro” e “in vivo”, tenham demonstrado
que a PDT possui um alto efeito bactericida contra periodontopatégenos (SOUKOS et al.,
2003; KOMERIK et al., 2003; PFITZNER et al., 2004; SIGUSCH et al., 2005), muitas sdo as
varidveis que influenciam no resultado da terapia fotodinadmica, a simples transferéncia dos
achados de reducao bacteriana “in vitro” e “in vivo” para a clinica podem ndo apresentar os
mesmos resultados.

A escolha do azul de metileno como corante a 0,01% a outros tipos de
fotossensibilizadores deveu-se por seu uso ja ser atestado hd quase um século, e sua
toxicidade para humanos ser, relativamente, baixa. Na PDT, se mostrou muito eficaz na
inativacdo de bactérias periodontopatogénicas, sendo muito utilizado, principalmente, em
estudos clinicos, de acordo com a literatura utilizada (YILMAZ et al., 2002; de OLIVEIRA et
al., 2007, ANDERSEN et al., 2007; BRAUN et al., 2008; CRISTODOULIDES et al.,2008;
CHONDROS et al.,2008; POLANSKY et al.,2009), além de ja possuir kits disponiveis
comercialmente. A principal fonte de luz utilizada na PDT, € o laser de diodo de baixa
poténcia, emitindo no vermelho do espectro eletromagnético. No entanto, ainda ndo ficou

claro, o que seria mais importante para PDT, a fonte de luz para ativacdo ou o tipo de



64

fotossensibilizador. Além disso, os parametros da fonte de luz bem como o tempo ideal para
aplicacdo do corante e sua atuacdo, ainda nao foram completamente elucidados.

O periodo de pré-irradiacio do fotossensibilizador preconizado na PDT
antimicrobiana varia de um a dez minutos (RIBEIRO et al., 2005). Na metodologia utilizada,
a permanéncia do corante AM, foi de cinco minutos e a aplicacdo do PDT realizada em uma
unica sessdo. Pode ser que um maior nimero de aplicacdes influenciasse o resultado da
terapia associada ao PDT. STREET et al. (2009) verificaram, num estudo “in vitro” com
biofilme fingico, que a erradicacdo de 99,9 % foi conseguida apds a segunda aplicacdo
(48h.) da PDT. Outras aplica¢gdes nao implicariam em desequilibrio da microbiota oral, pois
na PDT tépica, a acdo da terapia limita-se ao sitio de aplicacdo do fotossensibilizador e da luz.
Novas avaliacdes sdo necessdrias, para esclarecer definitivamente, o nimero de aplicacdes
que melhorem o resultado desta terapia. CRISTODOULIDES et al. 2008 sugeriram em sua
discussdo que o a terapia com PDT deveria ser repetida durante as primeiras semanas de
cicatrizag¢do para aumentar o efeito antimicrobiano.

Diferentes parametros, tais como: comprimento de onda, poténcia, fluéncia, tempo de
pré-irradiacdo, e tempo de aplicacio da luz foram utilizados nos estudos clinicos
mencionados, o que pode dificultar comparagdes diretas entre os protocolos estabelecidos.
Além disso, ainda existem poucos estudos clinicos controlados, comparando a terapia
periodontal ndo-cirdrgica adjunta a PDT. Sendo assim, mais estudos s3o necessarios, antes a
uma conclusdo definitiva sobre os efeitos clinicos benéficos destas terapias utilizadas em

conjunto.
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8 Conclusao

Quando comparados os lados teste e controle ndo houve diferencas estatisticas
para os parametros clinicos de PBS e NI, em todos os periodos avaliados. J& para
SS houve maior redugdo, com diferenca estatisticamente significante no periodo
de 60 dias.

Houve melhora nos parametros clinicos tanto na terapia ndo- cirurgica isolada

como na associada a PDT.
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ANEXO A - Aprovacdo do Comité de ética em Pesquisa da Universidade do Grande Rio.

U NIVERSIDADE
€ ,UNIGRANRIO

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Dugque de Caxias, 21 de agosto de 2008

Do: Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO

Prof. Ms Renato Cerqueira Zambrotti

Para Investigadora Principal: Bianca Calil Feldman
Orientador: Dr. Eduardo Muniz Barreto Tinoco

O Comité de Etica em Pesquisa da UNIGRANRIO, apoés avaliagdo considerou
aprovado o projeto de pesquisa protocolado sob o n°. 0025.0.317.000-08, “UTILIZACAO
DA TERAPIA FOTODINAMICA DA PERIODONTIA CRONICA”, encontrando-se a
referida pesquisa e o Consentimento Livre e Esclarecido de conformidade com a
Resolugdo n.° 196, de 10 de outubro de 1996, do Conselho Nacional de Saude, sobre
pesquisa envolvendo seres humanos.

O pesquisador devera informar ao Comité de Etica qualquer acontecimento ocorrido
no decorrer da pesquisa.

O Comité de Etica em Pesquisa solicita a V. $*, que ao término da pesquisa
encaminhe a este comité um sumario dos resultados do projeto, previsto para novembro de
2008, a fim de que seja expedido o certificado de aprovagao final.

g0 K

Prof. Ms Rerfato Cerqueira Zambrotti
Coordenador CEP/UNIGRANRIO

Secretana Fx officio

CEP/UNIGRANRIO - COMITE DE ETICA EM PESQUISA da UNIGRANRIO
Rua Prof. José de Souza Herdy, 1160 — 25 de Agosto — Duque de Caxias — CEP: 25071-202
Tel.: 21 2672-7871/7733 — E-mail: rzambrotti @ unigranrio.com.br
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ANEXO B - Formuldrio de Consentimento Livre e Esclarecido.

€, UNIGRANRIO

UNIVERSIDADE DO GRANDE RIO PROFESSOR JOSE DE SOUZA HERDY
PROJETO DE CAMPO UNIGRANRIO
Formulario de Consentimento Livre e Esclarecido

Prezado Sr(a) e Responsavel

A Universidade do Grande Rio (UNIGRANRIO) esta realizando um trabalho de pesquisa que
visa testar um novo tipo tratamento para doengas periodontais (Periodontite Cronica), através
de um Programa de Satide em pacientes da clinica de Odontologia desta Universidade. O
presente estudo, visa avaliar os efeitos clinicos do Laser de Baixa Intensidade, quando
utilizado como coadjuvante aos procedimentos basicos periodontais. Este tratamento seguird
os adequados principios técnicos e cientificos , reconhecidos pela Odontologia. Todas as
normas de seguranga para aplicacdo da luz Laser de baixa intensidade serdo corretamente
respeitados, ndo oferecendo nenhum risco ao paciente, operador e equipe, durante e apds o
procedimento clinico.

Eu, ,RG: ,CPF:

, abaixo assinado, concordo em participar desta pesquisa e autorizo o tratamento, do
qual fui esclarecido (a), de acordo com os termos abaixo relacionados:

1. Recebi explicagdes claras dos propdsitos, riscos e beneficios do tratamento.

2. Fui esclarecido (a) que os dados (documentos, fotografias, radiografias), obtidos no
tratamento serdo utilizados para fins Cientificos e Didaticos; porém serd garantido o
sigilo de minha identidade, assegurando minha privacidade.

3. Fui informado (a) também, que minha participagdo € livre e voluntdria, tendo
liberdade para discordar e desistir do tratamento em qualquer fase, retirando meu
consentimento para utilizacdo dos dados obtidos pelo pesquisador responsavel (Bianca
Calil Feldman).

4. Estou ciente que o pesquisador responsavel ( , tel.: ) e

equipe UNIGRANRIO, estardo a disposi¢do para esclarecer qualquer didvida que

possa surgir antes, durante ou apds o inicio do trabalho de pesquisa.
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Desta forma, uma vez lido, escutado e entendido tais esclarecimentos, dato e assino esse

termo de consentimento, por estar de pleno acordo com o teor do mesmo.

Data: [/

Assinatura
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ANEXO C - Tabela com as medidas dos pardmetros clinicos inicial, com 30, 60 e 90 dias de

cada paciente nos elementos selecionados para o estudo.
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30 DIAS
v L M VDP M L M M VDL
31 3 4 41 7 6 9 6 31 7 7 41 X 31 X X X
32 2 2 42 10 8 9 6 32 7 5 42 X 32
33 1 5 43 8 4 8 7 33 7 6 43 X 33 X
60 DIAS
P v L M V D P M L M M VDL
1 31 3 2 41 7 5 9 6 31 7 6 41 X 31 X X X
7 32 3 2 42 11 8 11 8 32 7 5 42 X 32 X
3 33 3 4 43 8 4 8 6 33 6 5 43 33 X X X
90 DIAS
P v L M V D P M L M M VDL
2 31 3 1 4 6 6 8 6 31 6 6 41 X 31 X X X
5 32 2 1 42 8 11 10 6 32 6 6 42 X 32 X
3 33 3 3 43 8 5 7 6 33 6 5 43 33 X X X
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Participante 13

41
42
43

41
42
43

41
42
43

N W b

31
32
33

31
32
33

31
32
33

Nao concluiu o estudo.

MEDIDA INICIAL
D L VDFP M L M VDP M VDL
5 3 41 6 5 6 31 6 6 41 X X X X 31 X X X X
4 2 42 6 6 5 32 7 5 42 X X X 32 X X X X
6 5 43 6 5 2 33 8 7 43 X X X 3 X X X X
30 DIAS
D L VDP M L M VDFP M VDL
2 41 5 6 31 6 5 41 X 31 X
2 42 6 32 7 5 42 X 32 X
1 43 4 5 33 7 3 43 X 33 X
60 DIAS
D L VDP M L M VDP M VDL
4 3 41 6 6 6 31 5 6 41 31 X
3 2 42 5 6 5 32 7 5 42 X X 32
3 5 43 6 4 4 33 8 6 43 33 X



41
4
43

41
42
43

41
42
43

31
32
33

31
32
33

31
32
33

w

41

)]

4
43

(€]

1 4
5 42
3 43

1 4
6 42
3 43

Nao concluiu o estudo.

Participante 14

MEDIDA INICIAL

(2]

31
32
33

30 DIAS

31
32
33

60 DIAS

31
32
33

M

6
9
9

w

41
42
43

41
42
43

4
i)
43

< X

>

31
32
33

31
32
33

31
32
33

M
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41
42
43

41
42
43

© o wn =2

IS Y R

w o ~

A W oW g

N W

Participante 15

MEDIDA INICIAL
M V D L M VDP MYV
31 5 4 7 5 4 5 6 8 5 31 5 7
32 7 4 6 2 42 8 5 7 4 32 7 6
33 7 3 6 3 43 8 3 4 4 33 7 5
30 DIAS
M VDL M VDFP M V
31 5 3 3 2 4 5 6 5 5 31 7 17
32 4 3 4 2 42 7 5 6 4 32 5 4
33 3 4 5 3 43 7 3 5 3 33 3 4

~

41
42
43

41
42
43

> X X 2
XXX <
XX X g

M VDP

>

Nao concluiu o estudo.

X 31
X 32
X 33

31
32
33

X X X =
XXX <
XX X g

M

X
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