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RESUMO

O objetivo do presente estudo clinico cego, aleatorizado e placebo-controlado foi
avaliar os efeitos microbiolégicos da raspagem e alisamento radicular (RAR)
combinada a antibiéticos sistémicos (metronidazol/amoxicilina ou metronidazol) e ao
controle do biofilme supragengival, por meio de bochechos de clorexidina, no
tratamento de individuos com periodontite crénica. Cento e dezessete individuos
foram aleatoriamente distribuidos em seis grupos terapéuticos: controle (n=19):
RAR; Teste 1 (n=20): RAR + bochechos com clorexidina 0,12% 2x/dia por 2 meses
(CLX); Teste 2 (n=20): RAR + metronidazol sistémico (400mg) 3x/dia por 14 dias
(MTZ); Teste 3 (n=20): RAR+MTZ+CLX; Teste 4 (n=19): RAR+MTZ+ amoxicilina
(500mg) sistémica, 3x/dia por 14 dias (AMX) e Teste 5 (n=19):
RAR+MTZ+AMX+CLX. Os parametros clinicos avaliados em seis sitios por dente no
inicio do estudo e 6 meses po6s-RAR, foram: profundidade de sondagem, nivel
clinico de insercao, placa visivel, sangramento gengival, sangramento a sondagem
e supuracado. Nove amostras de biofilme subgengival foram coletadas por individuo,
3 amostras em cada uma das seguintes categorias de PS iniciais: rasa (PS < 3 mm),
moderada (PS 4-6 mm) e profunda (PS =7 mm). As amostras foram avaliadas para
0s niveis e proporcdes de 40 espécies bacterianas por meio do teste checkerboard
DNA-DNA hybridization. As reducdes mais acentuadas nas propor¢coes dos
patdbgenos do complexo vermelho ocorreram nas terapias que associaram
antibioticos, principalmente no grupo MTZ+AMX+CLX, que apresentou 0os menores
niveis e proporcoes desses trés patdbgenos aos 6 meses de observagao. Todas as
terapias combinadas também reduziram mais efetivamente os patégenos do
complexo laranja do que a RAR somente; porém, esses beneficios foram menos
evidentes no grupo do MTZ. Todas as terapias levaram a graus variados de
aumento na proporcao das espécies benéficas, principalmente as dos grupos teste.
Porém, nota-se um efeito positivo adicional no aumento das proporcdes de espécies
compativeis com o hospedeiro com o0 uso das quatro terapias associadas. Os
individuos desse grupo tiveram aumentos significativos nas proporcoes individuais
de A. gerencseriae e A. naeslundii 2 na avaliagdo de boca toda e em bolsas
inicialmente rasas, e das cinco espécies de Actinomyces nas bolsas inicialmente
profundas. Em conclusdo, a associagdo de terapias a RAR levou as alteragdes
mais benéficas na composicdo da microbiota subgengival. O perfil microbiolégico
mais compativel com saude foi observado nos grupos MTZ+CHX, MTZ+AMX e
principalmente, MTZ+AMX+CLX. Os grupos CLX e MTZ também mostraram
resultados superiores aos observados com a RAR, porém esses beneficios foram
mais discretos do que os observados nos demais grupos teste.

Palavras-chave: periodontite crbnica, antibioticoterapia, clorexidina, raspagem e
alisamento radicular, microbiologia.



ABSTRACT

The aim of the present blind, randomized and placebo-controlled clinical trial was to
evaluate the microbiological effects of scaling and root planing (SRP) associated to
systemic antibiotics (metronidazole/amoxicilin  or metronidazole) and to
supragingival biofilm control with chlorhexidine mouthrinse in the treatment of
subjects with chronic periodontitis. One hundred and seventeen subjects were
randomly assigned to six therapeutic groups: control (n=19): SRP, Test 1 (n=20):
SRP+ chlorhexidine rinses 0.12%, 2x/day for 2 months (CLX); Test 2 (n=20): SRP+
systemic metronidazole (400mg) 3x/day for 14 days (MTZ); Test 3 (n=20): SRP+
CLX+MTZ; Test 4 (n=19): SRP+MTZ+ amoxicillin (500mg), 3x/day for 14 days
(AMX) and Test 5 (n=19): SRP+MTZ+AMX+CLX. The clinical parameters evaluated
at six sites per tooth at baseline and 6 months post-therapy were: probing depth,
clinical attachment level, visible plaque, gingival bleeding, bleeding on probing and
suppuration. Nine subgingival plaque samples were collected per subject, 3
samples in each of the following initial PD categories: shallow (PD < 3mm),
moderate (PD 4-6 mm), and deep (PD = 7mm). The samples were evaluated for
the levels and proportions of 40 subgingival bacterial species using the
checkerboard DNA-DNA hybridization test. The most striking reductions in the
proportions of red complex pathogens were observed after the treatments that
associated antibiotics, especially in group MTZ+AMX+CLX that showed the lowest
levels and proportions of these three pathogens at 6 months. The combined
therapies were also more effective in reducing orange complex pathogens than SRP
alone; however, these benefits were less evident in the MTZ group. All treatments
led, in different degrees, to an increase in the proportions of the beneficial species,
especially those from the test groups. However, the combination of the four therapies
had an additional positive effect in raising the proportions of the host-compatible
species. Subjects in this group showed a significant increase in the individual
proportions of A. gerencseriae and A. naeslundii 2 in the full-mouth analysis and in
initial shallow pockets, as well as in the five Actinomyces species evaluated in the
initial deep pockets. In conclusion, the combination of therapies with SRP led to the
most beneficial changes in the composition of the subgingival microbiota. The
microbial profile most compatible with health was observed in groups MTZ+CHX,
MTZ+AMX, and especially MTZ+AMX+CHX. Groups CHX and MTZ also showed
better results in comparison with SRP alone; however, these benefits were less
evident than those observed in the other test groups.

Key-words: Chronic periodontitis; Metronidazole; Amoxicillin; Chlorhexidine
Periodontal treatment.
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1. INTRODUGAO

1.1 Etiologia das doencas periodontais

A etiologia das doencas periodontais tem sido estudada ha muitas
décadas e o seu carater infeccioso especifico foi sugerido ha mais de um
século. Entre 1880 e 1920 alguns pesquisadores estudaram a microbiota oral e
sugeriram que certos microrganismos como amebas, espiroquetas,
fusobactérias e estreptococcus poderiam ser responsaveis pelo inicio e
progressao da destruicdo periodontal (BARRET, 1914 a,b; Le CLEAR, 1915;
KOLLE, 1917; KRITCHEVSKY & SEGUIN, 1918; HARTZELL, 1925; FISHER,
1927; HARELL, 1931). Apds esse periodo inicial, essa hipétese foi ignorada e
entre os anos de 1920 e 1960 acreditava-se que as doencas periodontais
estavam relacionadas a fatores sistémicos e que a presenca de
microrganismos patogénicos seria apenas uma consequéncia do
estabelecimento da doenca (BUNTING, 1922; PRINTZ, 1926; HAUPL & LANG,
1927; GOTTLIEB, 1921 a,b,1928; GOLDMAN, 1968;).

Ja na década de 60, novos estudos microbiolégicos demonstraram que
poderia ocorrer a transmissao de microrganismos orais e de periodontite entre
animais, retomando assim a etiologia bacteriana dessas infeccées (KEYES &
JORDAN, 1964; GIBBONS et al. 1966; GIBBONS & SOCRANSKY, 1966).
Gibbons e Socransky (1966) inocularam microrganismos presentes em bolsas
periodontais de humanos em ratos “germ-free” e observaram perda Ossea
alveolar nesses animais. Outros estudos realizados nesse periodo por Lovdal
et al. (1958), Schei et al.(1959); Lée et al. (1965); Theilade et al. (1966); Lée et
al. (1967) e Russel (1967) também ressaltaram a importancia do biofilme dental
na etiologia da doencas periodontais.

Lée et al. (1965) realizaram o estudo classico de “gengivite
experimental” em humanos e demonstraram que a placa bacteriana levava ao
aparecimento de gengivite e observaram uma relacdo direta entre o acumulo
de placa bacteriana e a inflamacgao gengival, além de uma alteragdo qualitativa

nas proporgdes dos microrganismos presentes. Os autores também mostraram



16

que apds a remocao da placa bacteriana o processo de inflamagcao gengival
era revertido e o perfil microbiano restabelecido a situagéo de saude.

Seguiu-se entdo uma fase em que se considerava que o acumulo de
biofilme na margem gengival levaria a produgdo de fatores irritantes e
consequentemente a inflamacao gengival e a destruicao periodontal. Esta
teoria ficou conhecida como a “Hip6tese da placa nao especifica” (THEILADE,
1986), e relacionava as doencgas gengivais e periodontais a quantidade de
acumulo de placa bacteriana e ndo a sua composicdo. Porém, com a
continuidade dos estudos foi possivel observar que em alguns individuos,
mesmo na presenga de grande quantidade de placa a doenca nédo se
desenvolvia, ou permanecia estavel (LOE et al., 1978 e 1986). Por outro lado,
certos casos de doenca periodontal progrediam de forma mais répida e
agressiva mesmo na presenca de pouca placa e célculo (LOE et al., 1986;
REDDY & PARKER, 1986; BAELUM, 1988). Loée et al. (1978 e 1986)
avaliaram 480 plantadores de cha no Sri Lanka, por 15 anos, e observaram que
11% desses individuos, mesmo apresentando grande quantidade de biofilme,
nao mostravam progressao da doenca periodontal. Por outro lado, Listgarten et
al. (1976) avaliaram a microbiota em dentes naturais extraidos de individuos
com diagndésticos de saude, gengivite e periodontite e observaram diversas
diferengas na composicao do biofilme subgengival. Esses estudos retomaram a
teoria de especificidade do biofilme, que ficou conhecida como a “Hip6tese da
placa especifica” (LOESCHE, 1976). A partir dai grande parte da comunidade
cientifica passou a acreditar que a composicdo do biofilme supra e
subgengivais diferia entre individuos, e entre as diversas condi¢coes
periodontais, tais como periodonto saudavel, gengivite e periodontites. Essa
teoria € aceita até os dias atuais.

Na década de 90 o desenvolvimento de técnicas imunoldgicas e de
biologia molecular permitiu a deteccdo mais precisa das espécies bacterianas
que compdem os biofilmes orais e a partir dai comegou-se a estabelecer a
relacdo entre os diferentes perfis microbianos e as diversas formas de
periodontite (CHRISTERSSON et al., 1987; SOCRANSKY et al., 1988;
SOCRANSKY & HAFFAJEE et al., 1994b; AVILA-CAMPOS et al., 1999;
GOMES et al., 2006). A maior vantagem dessas técnicas é a possibilidade de

deteccdo de espécies dificeis de serem identificadas pelos métodos
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tradicionais de diagndéstico microbiolégico, como a cultura bacteriana. Esse
seria 0 caso de espécies como a Tannerella forsythia e as espiroquetas.
Socransky et al. (1994c) descreveram a técnica do checkerboard DNA-DNA
hybridization para diagnéstico microbiolégico utilizando sondas de &cido
desoxirribonucleico (DNA). Utilizando essa técnica de diagnostico, esse grupo
de pesquisadores avaliou as associagcdes entre 40 espécies bacterianas
presentes em 13.261 amostras de biofilme subgengival de 185 individuos (160
com periodontite e 25 saudaveis) (SOCRANSKY et al., 1998). Os autores
descreveram cinco complexos bacterianos principais nas amostras de biofilme
subgengival desses individuos. Um deles, denominado complexo vermelho, era
composto pelas espécies T. forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola, e foi fortemente relacionado com profundidade de sondagem (PS) e
sangramento a sondagem (SS). Outro, denominado complexo laranja, que
parece preceder a colonizagdo do complexo vermelho, foi dividido em 2
subgrupos: um central, composto por Fusobacterium  nucleatum,
Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e
Parvimonas micra; e outro grupo periférico, formado por Eubacterium nodatum,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis e
Streptococcus constellatus. Os outros trés complexos, denominados amarelo,
verde e roxo demonstraram grande associacao entre si e menor associacao
com os dois primeiros, € sdo compostos por diversas espécies consideradas
compativeis com o hospedeiro. Esses seriam 0s colonizadores primarios da
superficie dental. O complexo verde é formado por Capnocytophaga sputigena,
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Eikenella corrodens e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a. O complexo amarelo é
composto por um grupo de estreptococos: Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e Streptococcus
intermedius; e o complexo roxo inclui Actinomyces odontolyticus e Veillonella
parvula. As espécies Selenomonas noxia, As espécies Selenomonas noxia e
A. actinomycetencomitans sorotipo b ndo se correlacionaram com nenhuma
outra.

Posteriormente, algumas espécies de actinomicetos (Actinomyces
gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii sorotipos 1 e 2)
foram agrupadas no complexo azul (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).
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1.2 Terapia periodontal

Apesar do nosso conhecimento sobre a composi¢céo dos biofilmes supra
e sugengivais ter crescido muito nos ultimos anos, terapias mais efetivas e
especificas para as infecgoes periodontais ainda estdo sendo estudadas. Os
principais objetivos da terapia periodontal sdo melhorar os parametros clinicos
e manter os niveis de insercdo estaveis ao longo do tempo. Atualmente, ja
esta bem definido que esses objetivos somente sdo alcancados quando a
terapia utilizada é capaz de reduzir os niveis e as proporcoes das espécies
bacterianas patogénicas em toda a cavidade oral e permitir a sua subsequente
recolonizacdo por uma microbiota compativel com saude.

A raspagem e alisamento radicular (RAR) é a terapia periodontal mais
comumente utilizada para o tratamento periodontal. Apesar de levar, na maioria
das vezes, a uma melhora nos parametros clinicos periodontais, a RAR &,
muitas vezes, insuficiente para modificar profundamente o perfil bacteriano
patogénico para um perfil relacionado a saude periodontal, principalmente em
casos de doencas mais severas ou associadas a fatores de risco, como o fumo
(HAFFAJEE et al., 1997; CUGINI et al., 2000; CARVALHO et al., 2005;
MATARAZZO et al., 2008). Sendo assim, outras terapias coadjuvantes a RAR,
como o0s antibidticos sistémicos e o controle sistematico da placa
supragengival, tém sido propostos com o objetivo de potencializar os efeitos
clinicos e microbiol6gicos desta forma de terapia (van WINKELHOFF et al.,
1997; FERES et al., 2001; GONCALVES, 2000; MOEINTAGHAVI et al., 2007;
XIMENEZ-FYVIE et al., 2000b; HERRERA et al., 2002; CARVALHO et al., 2004
e 2005; TELLES et al.,, 2006; FAVERI et al., 2006b; MOREIRA & FERES
FILHO, 2007; HAFFAJEE et al. 2003a, 2007 e 2008; HERRERA et al., 2008;
MATARAZZO et al., 2008; FERES et al., 2009).

1.2.1 Antibioticoterapia no tratamento periodontal

1.2.1.1 Historico
Segundo a definicdo original os antibi6ticos sdo substancias produzidas
por organismos vivos, como fungos e bactérias, que tém a funcao de eliminar

ou inibir o crescimento de outros microrganismos. Porém, atualmente, drogas
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sintéticas (ex.: metronidazol) e semi-sintéticas (ex.: doxiciclina, minociclina e
amoxicilina (AMX)) com agdo antimicrobiana também s&o genericamente
chamadas de antibiéticos. De acordo com a a¢ao farmacoldgica, os antibidticos
sdo classificados como bactericidas, quando provocam a morte dos
microrganismos suscetiveis; ou bacteriostaticos, quando inibem o crescimento
e a multiplicagdo das espécies sensiveis. De acordo com 0os mecanismos de
acao, os antibioticos podem ser divididos em quatro grupos: os que atuam
sobre a sintese da parede celular, de proteinas, de acidos nucléicos e da
membrana citoplasmatica (MONTGOMERY EH, 2000).

Os estudos clinicos sobre o efeito dos antibidticos nas doencas
periodontais iniciaram-se na década de 70, quando Slots et al. (1979)
observaram a acdo positiva da tetraciclina hidrocloridrica no tratamento da
periodontite agressiva localizada em individuos jovens. Foi observado um efeito
adicional a RAR quando a tetraciclina foi utilizada em conjunto com essa
terapia, incluindo uma alteracdo mais benéfica na composicdo da microbiota
subgengival, além de regeneracdo do o0sso alveolar em varias bolsas
infradsseas. Depois disso, outros estudos também relataram beneficios clinicos
e microbiol6gicos com a utilizacdo das tetraciclinas no tratamento das
periodontites agressivas (WILLIAMS et al., 1979; GENCO et al., 1981; LINDHE,
1981; LINDHE & LILJENBERG, 1984; NOVAK et al, 1988; 1991).
Posteriormente, os antibiéticos comecaram também a ser estudados no

tratamento de outras formas de periodontite, como as periodontites cronicas.

1.2.1.2 Metronidazol e Amoxicilina

Um dos antibiéticos mais promissores para o tratamento de individuos
com periodontite crénica € o metronidazol (MTZ) que € uma droga sintética,
derivada do nitroimidazol, com atividade bactericida e protozoaricida. O MTZ
penetra nas células bacterianas por difusdo passiva e gera metabdlitos tdxicos
que interagem com o DNA e outras macromoléculas bacterianas, causando a
morte celular. Apesar de penetrar em todas as células bacterianas a porgcao
nitro da droga sofre reducdo enzimatica, e consequente ativacdo, apenas nas
bactérias anaerdbias estritas. O MTZ é geralmente bem tolerado, mas alguns
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efeitos adversos podem ocorrer como nausea, dor epigastrica, estomatite,
lingua saburrosa negra e gosto metalico na boca (MONTGOMERY EH, 2000).

Shinn (1962) foi o primeiro a utilizar o MTZ em odontologia apéds
observar um alivio casual nos sintomas da gengivite ulcerativa necrosante
aguda (GUNA) em uma mulher que utilizou o MTZ para o tratamento de
tricomoniase vaginal. A partir de entdo esse medicamento comegou a ser mais
utilizado para o tratamento da GUNA (DAVIES et al., 1964; GLENWRIGHT &
SIDAWAY, 1966; LOESCHE et al., 1982). Recentemente, Pahkla et al. (2005)
avaliaram a concentracdo do MTZ sistémico (500mg, 2 ou 3 x dia, por pelo
menos 2 dias) no plasma, saliva e fluido gengival, em individuos com
periodontite crénica generalizada avancada e observaram boa penetracao
desta droga no fluido gengival e na saliva. As concentracbes observadas no
fluido eram similares as observadas no plasma, sugerindo uma farmacocinética
favoravel desse medicamento para sua utilizagdo no tratamento da doenca
periodontal.

A vantagem do MTZ no tratamento da periodontite cronica € seu
espectro de acao direcionado as espécies bacterianas anaerdbias estritas,
como é o caso dos 3 patégenos do complexo vermelho (P. gingivalis, T.
forsythia e T. denticola). Uma série de estudos iniciados por Loesche e
colaboradores no final da década de 1980 sugeriu a reducdo da necessidade
de se realizar procedimento cirdrgico no tratamento periodontal quando
individuos com periodontite crénica eram tratados com MTZ sistémico. Os
autores observaram que o MTZ, na dosagem de 750mg a 1 g por dia,
administrado por 14 dias associado a terapia mecanica, diminuia em até 93% o
namero de dentes com necessidade de tratamento cirdrgico, e em até 81% o
nameros de dentes com indicacdo de extracdo por doenca periodontal
(LOESCHE et al., 1987, 1991, 1992, 1996, 2002 e 2005). Os efeitos do MTZ
nos diversos parametros clinicos periodontais, como reducédo na profundidade
de sondagem e ganho de insercao, foram estudados por diferentes grupos de
pesquisa. De forma geral, a maioria dos estudos que associaram o MTZ a RAR
no tratamento da peridontite crénica mostrou resultados clinicos melhores do
que os obtidos somente com a terapia mecéanica (JOYSTON-BECHAL et al.,
1986; LOESCHE et al.,, 1992; WINKEL et al., 1997; ELTER et al., 1997;
FERES, 1999a; HAFFAJEE et al., 2003b e 2007; CARVALHO et al., 2004,
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MATARAZZO et al., 2008). Diversos estudos sugerem que o MTZ & mais
efetivo em sitios profundos do que em sitios rasos (LOESCHE et al., 1981;
CLARK et al., 1983; JOYSTON-BECHAL et al., 1984,1986; LOESCHE et al.,
1984; STERRY et al., 1985; CARVALHO et al., 2004; HAFFAJEE et al., 2007).
Elter et al. (1997) em uma meta-analise, concluiram que a combinagao de
MTZ e RAR proporciona melhores resultados clinicos do que a RAR sozinha,
em casos de individuos que apresentam bolsas com profundidade de
sondagem = 4mm. Por outro lado, Feres, (1999a) e Feres et al., (2001)
observaram beneficios desta terapia também em sitios intermediarios (PS entre
4-6 mm).

Em relagcdo as alteracbes microbiolégicas alguns estudos também
avaliaram os efeitos do MTZ na composicao da microbiota subgengival em
individuos com periodontite crénica nao-fumantes (GOODSON & FERES,
1999; FERES et al.,, 2001; ROONEY et al.,, 2002; CARVALHO et al., 2005;
EHMKE et al.,, 2005; TELES et al.,, 2006; MOENTAGHAVI et al., 2007;
HAFFAJEE et al., 2008) ou fumantes (PALMER et al., 1999; SODER et al.,
1999; WINKEL et al., 2001; PAHKLA et al., 2006 e MATARAZZO et al., 2008).

Haffajee et al., (2008) observaram alteracées mais positivas no perfil
microbiolégico em individuos com periodontite crénica que receberam MTZ ou
azitromicina sistémicos, superiores as observadas com RAR somente. Os
autores acompanharam por um periodo de um ano, individuos portadores de
periodontite cronica submetidos a terapia mecanica apenas ou combinada ao
metronidazol sistémico (250mg, 3 x ao dia/ 14 dias), azitromicina sistémica
(500mg, 1 x ao dia/ 3 dias) ou doxiciclina em baixa dosagem (20mg, 2 x ao dia/
3 meses).

A amoxicilina (AMX) pertence ao grupo das penicilinas. Esses
antibiéticos sao bactericidas e atuam impedindo a sintese da parede celular
bacteriana e levam consequentemente & morte do microrganismo. A AMX tem
um amplo espectro de atividade, atuando sobre espécies anaerdbias estritas e
facultativas (WALKER et al., 1985; KULIK et al., 2008), e também sobre cocos
e bacilos Gram-negativos e Gram-positivos (MONTGOMERY EH, 2000).
Porém, os estudos que avaliaram o efeito desse antibiético combinado a RAR
no tratamento da doenca periodontal mostraram apenas discretas vantagem
sobre a terapia mecénica sozinha (HELOVUO & PAUNIO, 1989; FERES et al.,
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2001). Logo, a AMX nao tem sido o antibiotico de primeira escolha para o
tratamento das infeccdes periodontais.

Feres et al. (2001) compararam diretamente os efeitos da AMX ou do
MTZ na composicao da microbiota subgengival de individuos com periodontite
cronica. Os voluntarios receberam RAR associada ao MTZ (250 mg 3 x dia) ou
a AMX (500mg 3 x dia), ambos por 14 dias. Foi observado que os niveis e as
proporgdes de T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola reduziram drasticamente
durante a administracdo dos antibidticos e se mantiveram mais baixas que no
tempo inicial em 1 ano po6s-terapia, principalmente no grupo que recebeu o
MTZ. Além disso, o MTZ afetou muito pouco as espécies consideradas
benéficas, como Actinomyces, Streptococcus e Capnocytophaga. O grupo que
recebeu AMX também apresentou redugdo dos niveis das 3 espécies do
complexo vermelho; no entanto, apés 1 ano ocorreu uma maior recolonizacao
desses patdgenos, principalmente das espécies T. forsythia e T. denticola.
Além disso, houve uma reducéo na proporcao dos Actinomyces, no grupo da
AMX, que sao espécies intimamente relacionadas a saude periodontal.

1.2.1.3 Metronidazol associado a amoxicilina

A associagdo do MTZ e da AMX a terapia mecanica foi sugerida pela
primeira vez por van Winkelhoff et al. (1989 e 1992). Esse grupo de
pesquisadores observou significante redugdo nos nives de A
actinomycetemcomitans e na profundidade de sondagem, além de ganho de
insercdo, na maioria dos individuos que receberam RAR associada ao MTZ
(250 mg, 3x/dia) e AMX (375 mg, 3x/dia), ambos por 7 dias (van WINKELHOFF
et al., 1992). Apds esses estudos iniciais, diversos autores avaliaram os efeitos
clinicos e microbiolégicos dessa combinacdo de terapias no tratamento da
periodontite crénica (PAVICIC et al, 1994; FLEMMIG et al., 1998;
BERGLUNDH et al,, 1998; WINKEL et al., 2001; ROONEY et al., 2002;
HERRERA et al., 2002; MOMBELLI et al., 2005; EHMKE et al., 2005, PAHKLA
et al., 2006; MOEINTAGHAVI et al., 2007; DANNEWITZ et al., 2007;
MATARAZZO et al., 2008; CIONCA et al., 2009). Recentemente, Cionca et al.
(2009), avaliaram os beneficios clinicos ocorridos em pacientes com
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periodontite crénica tratados com administracdo de AMX (375mg, 3x ao dia/
7dias) e MTZ (500mg, 3x ao dia/ 7dias) apdés a RAR realizada dentro de 24hs,
complementada com irrigacao das bolsas periodontais com clorexidina 0,1% e
controle quimico do biofilme supragengival por meio de bochecho (clorexidina
0,2% 2x ao dia/ 10dias). Os autores observaram que seis meses apds as
terapias o grupo que combinou os antibiéticos a RAR reduziu a necessidade de
intervencdes adicionais para o tratamento da doenca comparado ao grupo que
recebeu apenas RAR em 24hs.

Ao nosso conhecimento, apenas dois estudos até hoje compararam os
efeitos da RAR associada ao MTZ ou ao MTZ e a AMX no tratamento da
periodontite crénica (ROONEY et al., 2002; MATARAZZO et al., 2008), sendo
que apenas um deles, realizado em individuos fumantes comparou as
alteracées ocorridas no perfil microbiolégico subgengival apés a utilizacao
desses dois protocolos terapéuticos (MATARAZZO et al., 2008). O estudo de
Matarazzo et al. (2008) avaliou parametros clinicos e 40 espécies bacterianas
subgengivais em 43 individuos fumantes com periodontite cronica. Os autores
observaram que aqueles que receberam RAR associada ao MTZ e a AMX
(MTZ 400mg, 3 x dia por 14 dias; AMX 500mg, 3 x dia por 14 dias) mostraram
a maior reducdo nas contagens e proporcées de espécies consideradas
patogénicas, como as do complexo vermelho. Além disso, esses individuos
tiveram os aumentos mais significantes nas espécies compativeis com saude,
quando comparados com individuos que receberam apenas RAR ou RAR
associada ao MTZ. Vale destacar que, até o momento, a comparacao dos
efeitos esses dois protocolos terapéuticos no perfil microbioldgico subgengival

de individuos com periodontite crénica nao-fumantes ainda nao foi realizada.

1.2.2 Controle mecanico do biofilme supragengival

A idéia de introduzir o controle rigoroso profissional da placa
supragengival como parte ativa da terapia periodontal foi inicialmente descrita
entre os anos 1980 e 1990. Diferentes grupos de pesquisadores sugeriram que
a remocao da placa supragengival duas vezes por semana por longos periodos

levaria a beneficios clincios e microbiolégicos na terapia periodontal (NYMAN
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et al., 1975; ROSLING et al.,, 1976; LINDHE et al., 1982; WESTFELT et al.,
1983 e MAGNUSSON et al., 1984).

Posteriormente, Hellstrom et al. (1996), realizaram uma pesquisa com
12 individuos portadores de periodontite moderada a avancada, que receberam
instrucdo de higiene oral e profilaxia profissional 2 a 3 vezes por semana
durante 30 semanas. Foram realizadas avaliacdes clinica e microbioldgica para
testar a hipétese de que o controle do biofilme supragengival poderia afetar a
composicdo do biofilme subgengival. Os autores observaram reducdo nos
niveis de P. gingivalis tanto nas regides de furca quanto em bolsas supra e
infradsseas. Houve também reducao no percentual de sitios com PS entre 4 e
6 mm e aumento daqueles sitios com PS < 3mm. Ximenez-Fyvie et al.
(2000a,b) investigaram os efeitos da remocéao da placa supragengival (RPS) na
composicao da placa subgengival em individuos com periodontite cronica leve,
utilizando a técnica do Checkerboard DNA-DNA hybridization. Foi avaliado o
efeito da remocéao profissional de placa supragengival apés a RAR, realizada
semanalmente por um periodo de 3 meses. Os resultados demonstraram que o
controle de placa sistematico durante os trés primeiros meses de manutencao
pbs-terapia periodontal apresenta efeitos benéficos de longa duragdo sobre a
microbiota da placa subgengival. Os niveis de todas as 40 espécies
microbianas avaliadas foram reduzidos aos 6 meses pods-terapia.
Surpreendentemente, o controle profissional de placa supragengival levou a
uma reducdo na proporcao de diversos patdgenos periodontais na placa
subgengival. As espécies mais significativamente reduzidas foram o A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola. E interessante
observar que aos 12 meses de avaliacao pds-terapia, ou seja, 9 meses apos a
suspensao do controle de placa profissional semanal, o perfil microbiolégico
destes pacientes ainda era semelhante ao perfil microbiolégico observado em
um grupo de 22 pacientes com saude periodontal, que nunca havia sido
submetido a tratamento periodontal.

Mais recentemente, Carvalho (2002) e Carvalho et al. (2004 e 2005)
realizaram um estudo aleatorizado, duplo cego, placebo-controlado, com 45
individuos portadores de periodontite crénica avangcada generalizada. Os
pacientes foram divididos em 4 grupos experimentais, € receberam RAR

somente ou associada a terapia com antibiéticos sistémicos (MTZ 400mg, 3 x
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dia por 10 dias), complementada ou ndo com RPS semanal por 3 meses. Foi
observado que o grupo que recebeu as 3 terapias associadas foi o que
apresentou melhores resultados clinicos (principalmente nos sitios com PS =
7mm) e microbiol6gicos. Em todos os grupos de tratamento ocorreu reducao
significativa das espécies bacterianas do complexo vermelho; porém, no grupo
que recebeu as trés terapias, houve também uma maior reducao das espécies
do complexo laranja. Estas alteragdes foram observadas logo apés a terapia e
se mantiveram até um ano (CARVALHO, 2002). Resultados semelhantes foram
descritos por Haffajee et al. (2003a) na populacdo norte americana. Hugoson et
al. (2007) avaliaram cerca de 400 individuos por 3 anos que foram incluidos em
diferentes protocolos de controle do biofilme supragengival. Os autores
observaram que todos os individuos que participaram de algum desses
programas mostraram menores indices de gengivite e de sitios com

sangramento gengival do que os individuos que nao participaram.

1.2.3 Controle quimico do biofilme supragengival

Os resultados benéficos observados quando a remocéao profissional do
biofilme supragengival € realizada durante a fase ativa da terapia periodontal
sd0 animadores (HELLSTROM et al., 1996; XIMENEZ-FYVIE et al., 2000b;
CARVALHO et al., 2004 e 2005). Porém, manter o paciente retornando
semanalmente ao consultério odontolégico para realizar o procedimento de
remocdo mecanica do biofilme €& muitas vezes uma pratica dificil de ser
realizada. A substituicdo do controle de placa profissional semanal pelo
bochecho diario com digluconato de clorexidina (CLX) foi sugerido como uma
boa alternativa terapéutica em dois estudos recentes do nosso grupo de
pesquisa. (FAVERI et al., 2006b e FERES et al., 2009).

A CLX é considerada como o antisséptico de escolha para o controle de
placa supragengival por possuir amplo espectro de acdo e excelente efeito
antimicrobiano sobre as bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, fungos e
virus presentes na cavidade oral (LOESCHE, 1979; GJERMO, 1989;
ALBANDAR et al.,, 1994; SEKINO et al., 2003). Embora alguns efeitos
colaterais possam ser observados com o uso prolongado da CLX como o

surgimento de manchas nos dentes, mucosas, lingua e restauragdes, além de
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perda do paladar e sensacdo de queimacado das mucosas orais, todas estas
alteracdes sao de facil resolucao e reversiveis apos o fim do tratamento e, além
disso, os beneficios terapéuticos sdo de grande valia e justificam o seu uso
(ERNST et al.,1998; MC COY et al.,, 2008). Com base nesses conceitos,
Faveri et al. (2006b) conduziram um estudo clinico controlado para avaliar o
efeito de bochechos com CLX durante e apdés o tratamento periodontal
convencional. Os autores observaram melhores resultados clinicos e
microbiolégicos no tratamento de pacientes com periodontite crénica com a
combinacao de RAR e bochechos de CLX a 0,12%, duas vezes ao dia por 2
meses, quando comparado ao grupo controle que recebeu apenas RAR.
Quando os sitios periodontais foram categorizados de acordo com a PS inicial,
0s beneficios clinicos da associacao das terapias foram especialmente notados
nos sitios intermediarios e profundos (PS entre 4 e 6mm e > 6mm,
respectivamente). Esses sitios apresentaram as maiores redugdes nas medias
de PS e no percentual de sitios com sangramento a sondagem, além de ganho
clinico de insercao. Mais recentemente, Feres et al. (2009) observaram que a
associacdo da RAR a CLX ou a RPS leva a beneficios clinicos e
microbiologicos superiores a RAR sozinha. De acordo com os autores, o
controle do biofilme supragengival previne a recolonizagdo dos sitios ja
tratados e reduz a inflamagdo nos tecidos periodontais adjacentes, diminui
assim a nutricao subgengival necesséaria para a multiplicagdo de certos
patdgenos periodontais. Foi sugerido também que a terapia que associou CLX
alcancou resultados clinicos e na composicdo da microbiota subgengival
superiores aos observados com RPS, provavelmente pelo fato do antisséptico
atingir locais que atuam como resevatérios de periodontopatégenos que nao
sao afetados pela remogcao mecéanica da placa supragengival, como lingua e
bochechas (MAGER et al., 2003).
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2. JUSTIFICATIVA

A RAR, apesar de ser uma terapia efetiva para grande parte dos
individuos com periodontite crénica, possui limitacbes para o tratamento de
individuos com doenca avancada e generalizada. A principal limitacao diz
respeito a ineficacia da RAR em alterar profundamente o perfil microbiol6gico
associado a doenca para um perfil compativel com salde periodontal,
principalmente em casos mais avancados. Logo, é fundamental que se
realizem estudos clinicos controlados associando-se outras terapias a RAR
com a finalidade de se tracar tratamentos mais efetivos para esses individuos.
Neste sentido a avaliacdo das alteragdes microbiol6gicas decorrentes desses
tratamentos é fundamental, pois somente diante dessas informacdes é que
poderemos entender os efeitos de cada terapia e prosseguir otimizando suas
aplicacoes. Até o presente momento as terapias que mostraram 0s maiores
beneficios quando associadas a RAR para o tratamento da periodontite cronica
foram o MTZ somente ou em combinacdo com a AMX, além do controle
quimico da placa supragengival (CLX 0.12%). Porém, poucos estudos
avaliaram as alteragbes microbiolégicas decorrentes desses tratamentos.
Apenas um estudo, do nosso grupo de pesquisa, avaliou os efeitos da
associacao da RAR com MTZ ou com MTZ e AMX (MATARAZZO et al., 2008)
no perfil microbiolégico, em fumantes com periodontite crénica. Nada esta
descrito na literatura para os ndo-fumantes. Da mesma forma, poucos estudos
avaliaram as alteracdes no perfil microbiolégico subgengival quando o controle
sistematico profissional do biofilme supragengival (XIMENEZ-FYVIE et al.,
2000b; HAFFAJEE et al., 2003a; CARVALHO et al., 2005) ou quimico (FERES
et al., 2009) foram realizados durante a fase ativa do tratamento periodontal.
Outro ponto importante a ser estudado sdo os efeitos clinicos, e principalmente,
na composicao da microbiota subgengival das diferentes combina¢des dessas

terapias.
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3. PROPOSICAO

Avaliar e comparar os efeitos da terapia de RAR associada ou nao ao
MTZ ou ao MTZ e a AMX, com ou sem o contole quimico do biofilme
supragengival por meio do bochecho com CLX na composi¢cdao da microbiota
subgengival, em individuos com periodontite crbnica, testando a hipétese de
que quimioterapicos, locais ou sistémicos, contribuem para melhorar os efeitos

microbioldgicos da terapia de RAR em portadores de periodontite crénica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Calculo da poténcia

O tamanho amostral ideal para garantir uma poténcia adequada a esse
estudo clinico controlado foi calculado com base nos seguintes parametros: a)
Clinicos: diferencas de pelo menos 1 mm no NIC entre 0s grupos
experimentais para sitios com PS > 6 mm. O desvio padrao estabelecido para
essas alteracdes foi de 1.0 mm; b) Microbiolégicos: diferencas de pelo menos

3.5% na proporcao de complexo vermelho entre os grupos experimentais. O
desvio padrao estabelecido foi de 3.4%.

Os desvios padrdes clinico e microbioldégico foram estabelecidos com
base em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (FAVERI et al.,
2006b; MATARAZZO et al., 2008, FERES et al., 2009) e foi utilizado a=0.05.
Foi encontrada uma poténcia superior a 80% para uma amostragem de 15
pacientes, tanto para a variavel clinica quanto para a microbioldgica.
Considerando-se uma média de desisténcia de aproximadamente 20%, optou-
se por incluir 20 individuos por grupo.

4.2 Selecao dos individuos

A selecdo de individuos foi realizada por dois mestrandos em
Odontologia, area de concentragdo em periodontia, sob supervisdo dos
professores da disciplina, apdés a apreciacdo e aprovacdao (ANEXO C) do
projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos (UnG).
Aproximadamente 800 individuos que compareceram a Clinica Odontolégica
da UnG foram triados para que 120 individuos portadores de periodontite
cronica fossem incluidos neste estudo. Todos os participantes foram
informados dos objetivos do estudo, de seus riscos e beneficios, incluindo os
tipos de medicdes clinicas e terapias a serem utilizadas. A participagdo na
pesquisa foi voluntaria e os individuos assinaram um Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido, estando de acordo com a Resolugdo n° 196/96 das

Diretrizes e Normas do Conselho Nacional de Saude.
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4.3 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao

Para a inclusdo no estudo, foram selecionados individuos com
periodontite crénica generalizada, de acordo com os critérios a seguir:

- Voluntarios portadores de periodontite cronica;

- Idade igual ou superior a 30 anos;

- Possuir um minimo de 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares e
os com indicacdo de extracao;

- Minimo de 6 dentes com pelo menos 1 sitio interproximal, nao
contiguo, com PS entre 5 e 7 mm e NCI entre 5 e 10 mm, preferencialmente
distribuidos em sextantes distintos.

Critérios de exclusédo

Os critérios de exclusado foram os seguintes:

- Fumantes e ex-fumantes ha menos de 5 anos.

- Gestantes ou lactantes;

- Historico de tratamento periodontal prévio nos ultimos seis meses;

- Histérico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;

- Histérico de uso de antissépticos orais nos ultimos 6 meses;

- Doenca sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro ou
exigisse medicacao profildtica ao tratamento, como protese de valvulas
cardiacas;

- Relato de alergia ao MTZ e/ou a penicilina e/ou a CLX;

- Reabilitagdes protéticas extensas.

4.4 Delineamento experimental

No inicio deste estudo duplo cego, aleatorizado, placebo controlado,
todos os individuos foram submetidos a anamnese e exame clinico periodontal.
Em seguida, um pesquisador, ndo envolvido diretamente no estudo, fez a
distribuicdo aleatéria dos individuos por meio de uma tabela de numeros

equiprovaveis nos seguintes grupos terapéuticos (n=20 por grupo):
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- Grupo controle (RAR): RAR + AMX sistémica placebo (500mg) + MTZ
placebo (400mg) 3 vezes ao dia durante 14 dias + bochecho com CLX 0,12%

placebo 2 vezes ao dia, durante 2 meses;

- Grupo teste 1 (CLX): RAR + bochecho com CLX 0,12% 2 vezes ao
dia, durante 2 meses + MTZ (400mg) placebo e AMX placebo (500mg) 3
vezes ao dia, durante 14 dias;

- Grupo teste 2 (MTZ): RAR + MTZ sistémico (400mg), 3 vezes ao
dia, durante 14 dias + AMX (500mg) placebo 3 vezes ao dia, durante 14 dias
dias + bochecho com CLX 0,12% placebo 2 vezes ao dia, durante 2 meses;

- Grupo teste 3 (MTZ+CLX): RAR + MTZ (400mg) sistémico +
bochecho com CLX 0,12% 2 vezes ao dia, durante 2 meses + AMX (500mg)

placebo 3 vezes ao dia, durante 14 dias;

- Grupo teste 4 (MTZ+AMX): RAR + MTZ (400mg) e AMX (500mg)
sistémicos 3 vezes ao dia, durante 14 + bochecho com CLX 0,12% placebo 2

vezes ao dia, durante 2 meses;

- Grupo teste 5 (MTZ+AMX+CLX): RAR + MTZ (400mg) e AMX
(500mg) sistémicos 3 vezes ao dia, durante 14 dias + bochecho com CLX
0,12% 2 vezes ao dia, durante 2 meses.

A antibioticoterapia (MTZ, AMX e placebos) e o controle quimico (CLX e
placebo) foram iniciados no mesmo dia da terapia basica de RAR, que foi
realizada em 6 sessoes e finalizada em 21 dias. A medicacao sistémica durou
14 dias, enquanto o controle quimico foi utilizado por 2 meses. As avaliagdes
clinicas e microbiolégicas foram repetidas nas consultas de reavaliagdo 3
meses e 6 meses apos o término do tratamento. O protocolo experimental esta

apresentado na Figura 1.

4.5 Procedimentos terapéuticos

4.5.1 Terapia periodontal basica

Ap6s o registro das medidas clinicas, todos os individuos foram

submetidos a uma ou duas sessdes de adequacgao do meio bucal que incluiam
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instrucéo de higiene bucal (IHB), raspagem supragengival de todos os dentes
(RSP) com instrumentos manuais, remocdo de excesso de restauragoes,

selamento provisério das lesdes cariosas cavitadas, curativos endodénticos e

exodontias.
CL
M
IHO CL CL
RSP M M
AD Manut Manut

CLX/placebo

[
MTZ /placebo

-21 70 40 90 180

RAR: Raspagem e alisamento radicular
CLX : Clorexidina 0,12%, 2 x / dia

Controle: RAR + CLX placebo + MTZ placebo + AMX placebo
Teste 1: RAR + MTZ + AMX placebo + CLX placebo

Teste 2: RAR + MTZ placebo + AMX placebo + CLX

Teste 3: RAR + MTZ + AMX placebo + CLX

Teste 4: RAR + MTZ + AMX + CLX placebo

Teste 5: RAR + MTZ + AMX + CLX

MTZ: Metronidazol 400mg, 3 x / dia
AMX: Amoxicilina 500mg, 3 x / dia
CL: Avaliagéao clinica

M: Avaliagdo microbiol6gica

RSP: Raspagem supragengival

IHO: Instrugédo de higiene oral
AD: Adequagao do meio
Manut: Manutengéao periodontal

Figura 1. Delineamento experimental

Durante as sessdes de IHB, os individuos foram orientados a utilizar
escovas com cerdas macias, juntamente com creme dental Colgate Total®
(Anacol Ind. E Com. Ltda - Kolynos do Brasil — Colgate Palmolive Co., Sao
Bernardo do Campo, SP, Brasil). Em seguida, os individuos receberam seis
sessoes de RAR com curetas Gracey, numeros 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14
(Hufriedy) sob anestesia local. Estas sessdes de RAR foram realizadas por
dois alunos treinados do Mestrado em Odontologia da Universidade Guarulhos,

(Geisla M. S. Soares e Juliana A. Mendes) com duragao de aproximadamente
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1 hora e foram finalizadas em 21 dias, sendo que os sitios mais comprometidos
foram tratados nos primeiros 14 dias.

Os dois examinadores realizaram os exames clinicos e também a
terapia de RAR, porém aquele examinador responsavel pela execucao da RAR
nao realizava os exames no mesmo individuo.

As necessidades adicionais de tratamento odontoldgico, quando
observadas, foram encaminhadas as demais disciplinas da clinica odontolégica

da prépria universidade.

4.5.2 Administragao de MTZ e AMX sistémicos e placebos

Individuos dos grupos testes (MTZ, MTZ+CLX, MTZ+AMX e
MTZ+AMX+CLX) receberam RAR e administracéo de 1,2 g/dia de MTZ (400mg
de 8/8 horas) somente, ou combinado com 1,5 g/dia de AMX (500mg de 8/8
horas) via oral por 14 dias, iniciada em conjunto a terapia periodontal basica.
Os pacientes dos grupos controle e dos grupos das terapias que utilizaram
placebo de uma das drogas ou de ambas, receberam comprimidos de placebo
e foram orientados a seguir o0 mesmo regime dos pacientes que receberam as
substancias ativas. O antibidtico e o placebo foram manipulados especialmente
para este estudo na Farmacia de Manipulacdo Pharmédica (Sao Paulo, SP,
Brasil). Todas as capsulas (medicacao ou placebo) apresentaram a mesma
coloracao e tamanho, e foram estocados em frascos plasticos leitosos com 21
unidades, devidamente codificados. Quanto ao controle da ingestdo da droga
nos intervalos pré-determinados, os individuos foram orientados a retornar na
proxima semana a clinica de Odontologia-UnG, trazendo o frasco vazio para
depois receber outro frasco contendo a mesma medicagdo. Além disso,
também foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente ou via telefone, por
um aluno de iniciacao cientifica. Apés o término do periodo de administragao
da droga e/ou placebo, os individuos responderam a um questionario (ANEXO

A) sobre possiveis reagdes adversas da medicagao.
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4.5.3 Administragéo de bochecho com CLX e placebo.

Os bochechos (solucao de digluconato de clorexidina 0,12% ou solugao
placebo) foram realizados 2 vezes ao dia com 15 ml da solugédo, 40 minutos
apos a escovacao. O inicio do uso da CLX ou placebo ocorreu juntamente com
o inicio da RAR e durou 2 meses. As solugdes foram manipuladas
especialmente para o estudo, na farmacia de manipulagdo Pharmédica (Sao
Paulo, SP, Brasil) e acondicionadas em frascos de 210 ml, idénticos e
codificados. A solucdo placebo possuia a mesma apresentacéo, cor e sabor da
substancia ativa - solucao de digluconato de CLX a 0,12%. Os individuos
receberam 1 frasco por semana contendo a solu¢cdo de CLX ou o placebo.
Apés o término do produto, os pacientes foram orientados a trazerem a clinica
de odontologia da UnG o frasco vazio para a retirada de um novo frasco, para
controle da cooperagéo.

Ao final do periodo de bochecho com CLX ou placebo (2 meses) os
individuos responderam a um questionario (ANEXO B) sobre possiveis reacoes

adversas do medicamento.

4.6 Avaliacao clinico-periodontal

O exame clinico-periodontal foi efetuado no inicio do estudo com o
objetivo de realizar o diagnéstico do individuo. Dois examinadores foram
treinados e calibrados com o objetivo de conseguir a maxima reprodutibilidade
nas medicoes realizadas por cada um deles e entre eles. A metodologia
utiizada para a calibracdo foi preconizada por Aradjo et al. (2003), que
avaliaram o erro padrao da medida (e.p.m.) e o erro médio percentual (e.m.p.)
para os parametros clinicos periodontais continuos (profundidade de sondagem
e nivel clinico de insercdo). O e.p.m e 0 e.m.p variaram entre 0,09mm-0,31mm
e 2,0% - 5,79%, respectivamente. Para as variaveis categoricas considerando
a presenca ou auséncia do parametro clinico, foi realizada a média do nivel de
concordancia para cada examinador e entre eles, obtendo-se concordancia

superior a 92% (Teste Kappa).
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As mensuragoes clinicas foram realizadas no inicio do estudo, 3 meses
e 6 meses poés terapia, em 6 sitios por dente (mesiovestibular, vestibular,
distovestibular, mesiolingual, lingual, distolingual), em todos os dentes (exceto
terceiros molares) utilizando-se sonda periodontal milimetrada Carolina do
Norte (PCPUNC-BR 15 HuFriedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os
parametros clinicos avaliados incluiram:

e indice de Placa Visivel - (IPV) (AINAMO & BAY, 1975): presenca
(escore 1) ou auséncia (escore 0) de placa supragengival visivel;

e indice de Sangramento Gengival - (ISG) (AINAMO & BAY, 1975):
presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento da gengiva
marginal, apds percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco
gengival;

e Profundidade de Sondagem - (PS): distancia, em milimetros,
entre a margem gengival livre e a porgdo mais apical sondavel do sulco/bolsa
periodontal;

¢ Nivel Clinico de Insercao - (NCI): distancia, em milimetros, entre a
juncdo cemento-esmalte e a porcao mais apical sondavel do sulco/bolsa
periodontal;

e Sangramento a Sondagem - (SS): presenca (escore 1) ou
auséncia (escore 0) de sangramento, apds 20 segundos da sondagem com a
sonda periodontal milimetrada;

e Supuracgao - (SUP): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0)
de SUP espontanea ou apdés 20 segundos da sondagem com a sonda

periodontal milimetrada.

4.7 Avaliacao microbiolégica

4.7.1 Selecao dos sitios-testes

Foram selecionados nove sitios em cada voluntario, distribuidos
uniformemente de acordo com a profundidade de sondagem inicial nas
seguintes categorias (3 sitios por categoria): rasas (PS < 3mm), intermediarias

(PS 4-6 mm), e profundas (PS = 7mm). Quando um dos 3 sitios profundos nao
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foi encontrado, o mesmo foi substituido por sitio intermediario. Estes sitios
estavam localizados em faces dentais interproximais nao-contiguas, e
preferencialmente distribuidos entre os quatro quadrantes. Sitios localizados
em dentes com proteses mal adaptadas, lesdo de céarie extensa e/ou lesao
endo-periodontal ndo foram utilizados. Amostras de biofilme foram coletadas no
inicio do estudo, 3 e 6 meses pos-terapia.

4.7.2 Coleta das amostras de biofilme subgengival

Apdbs a remocéao de célculo e biofilme supragengivais, as amostras de
biofilme subgengival foram retiradas com curetas Gracey do tipo minifive 11-12
esterilizadas, posicionadas na porcao mais apical dos sitios € em um Unico
golpe de raspagem no sentido 4pico-coronal. As amostras foram
imediatamente depositadas em tubos plasticos individuais contendo 150uL de
solucdo tampao TE (10 mM Tris-HCL (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad,
CA, EUA), 1 mM EDTA (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema,
SP, Brasil), pH 7,6, e a estas foi acrescentado 100uL de NaOH (Labsynth) a
0,5M para que o DNA bacteriano permanecesse viavel por um longo periodo
de tempo. Esses tubos plasticos foram previamente identificados com o cédigo
do individuo, data e sitio, e apds a coleta foram armazenados sob refrigeracao
a -20°C até as amostras serem analisadas por meio da técnica do
checkerboard DNA-DNA hybridization para 40 cepas bacterianas no

Laboratério de Pesquisa em Odontologia Il da UnG.

4.7.3 Cepas bacterianas e condigbes de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo
das sondas de DNA estd apresentada na Tabela 1. Todas as cepas foram
adquiridas liofilizadas da ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockuville,
MD, EUA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteudo liofilizado foi
reidratado em caldo para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories,

Detroit, MI, EUA) e cultivado em agar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de
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sangue desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological Laboratories,
Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob condicao de anaerobiose (80% Nz, 10%
CO,, 10% Hy). Algumas bactérias foram cultivadas em meios de cultura
enriquecidos de forma a suprir suas necessidades nutricionais. T. forsythia, por
exemplo, foi cultivada em agar-triptose de soja com 5% de sangue desfibrilado
de ovelha e 10 ug/mL de acido N-acetil muramico (NAM) (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresceu em um meio similar,
suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3 pg/mL de
menadiona (Sigma) e 5 yg/mL de hemina (Sigma). As espécies T. denticola e
Treponema socranskii foram cultivados em caldo para crescimento de
Mycoplasma suplementado com 1 mg/mL de glicose (Sigma), 400 ug/mL de
niacinamida (Sigma), 150 pg/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20
Mg/mL de isobutirato de sodio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-
cisteina (Sigma), 5 pg/mL de tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro
bovino (Laborclin, Sdo José dos Pinhais, PR, Brasil).

4.7.4 Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie
de agar-sangue, com exceg¢ao das 2 espécies de espiroquetas, que foram
cultivadas em caldo, por 3 a 7 dias. As col6nias foram raspadas e depositadas
em tubos plasticos para microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL de solucao
TE (pH 7,6). As células foram lavadas 2 vezes por centrifugacdo na solugéo-
tampao de TE a 3.500xg por 10 minutos. Em seguida, as cepas gram-negativas
foram novamente suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de sodio,
C12H25NaO,4S, Labsynth) a 10% e proteinase K (Sigma) em uma concentracao
de 20 mg/mL. As cepas de bactérias gram-positivas foram lisadas em 150uL de
uma mistura enzimatica contendo 15 mg/mL de lisozima (Sigma) e 5 mg/mL de
acromopeptidase (Sigma) em solugao tampao TE (pH 8,0).

O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al. (1989). As
sondas gendmicas foram preparadas para cada uma das 40 espécies pela
marcacao de 1 ug do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do random
primer digoxigenin labeling kit (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA),

de acordo com o método descrito por Feinberg & Vogelstein (1983). As
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espécies avaliadas foram selecionadas segundo suas associagcdes com
diferentes tipos de doencas ou saude periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE,
1994c; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005).

Tabela 1. Relagédo das cepas bacterianas empregadas para a confec¢ao das sondas

de DNA. As espécies estdo agrupadas por complexos bacterianos (Socransky et al.,
1998; Socransky & Haffajee, 2002).

Espécies Cepas Espécies Cepas

Complexo Azul Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 23860% | Fusobacterium nucleatum ssp nucleatum 25586°
Actinomyces israelii 12102% | Fusobacterium nucleatum ssp polymorphum 10953%
Actinomyces naeslundii | 12104 | Fusobacterium nucleatum ssp vincentii 492562
Actinomyces naeslundii Il 43146% | Fusobacterium periodonticum 33693°
Complexo Roxo Parvimonas micra 332707
Actinomyces odontolyticus 17929* | Prevotella intermedia 256117
Veillonella parvula 10790* | Prevotella nigrescens 335637

Streptococcus constellatus 27823
Streptococcus gordonii 10558% | Complexo Vermelho
Streptococcus intermedius 27335% | Tannerella forsythia 430372
Streptococcus mitis 49456% | Porphyromonas gingivalis 332772
Streptococcus oralis 35037% | Treponema denticola B1®
Streptococcus sanguinis 10556* | Outras Espécies

Eubacterium saburreum 332712
Aggregatibacter 43718* | Gemella morbillorum 27824°
actinomycetemcomitans a + b 29523% | Leptotrichia buccalis 142012
Capnocytophaga gingivalis 33624% | Neisseria mucosa 19696°
Capnocytophaga ochracea 33596 | Prevotella melaninogenica 25845
Capnocytophaga sputigena 33612 | Propionibacterium acnes I + Il 118277
Eikenella corrodens 238347 11828°
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 33236% | Streptococcus anginosus 333972
Campylobacter rectus 33238° | Treponema socranskii S1°
Campylobacter showae 51146°
Eubacterium nodatum 33099°

2 ATCC (American Type Culture Collection); ° Forsyth Institute
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4.7.5 Checkerboard DNA-DNA hybridization

As suspensdes contidas nos tubos plasticos foram fervidas em banho-
maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adicdo de 0,8 ml de
acetato de aménia a 5M. Cada suspensao de biofilme dental contendo o DNA
livre foi depositada em uma das canaletas do Minislot 30 (Immunetics,
Cambridge, MA, EUA — Figura 2) e transferida para a membrana de nylon (15 x
15 cm) com carga positiva (Amersham Biosciences UK Limited,
Buckinghamshire, Inglaterra). As duas ultimas das 30 canaletas do Minislot
foram ocupadas por controles contendo uma mistura das espécies de
microrganismos  investigados pelas sondas, nas  concentracbes
correspondentes a 10° e 10° células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada
espécie, respectivamente (SOCRANSKY et al., 1994c; HAFFAJEE et al.,1997).
A membrana foi removida do Minislot 30 e o DNA nela concentrado foi fixado
por aguecimento em forno a 120°C por 20 min. A membrana foi pré-hibridizada
a 42°C, por 1 hora, em uma solug¢ao contendo 50% formamida (Vetec Quimica
Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 x solucéo salina
citratada (SSC) (1 x SSC= 150mM NaCl (Vetec), 15M de citrato de sodio
(J.T.Baker, Edo. de Méx., México) , pH 7,0, 25mM de fosfato de sodio
(NazHPO4, Labsynth) pH 6,5 e 0,5 mg/mL de RNA de levedura (Sigma). Em
seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 (Immunetics,
Cambridge, MA, EUA — Figura 3) com as linhas contendo o DNA das amostras
e dos controles posicionadas perpendicularmente as canaletas do aparato. Em
cada canaleta do Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA, diluida a
aproximadamente 20 ng/mL, em 130 pL de solugdo de hibridizacdo composta
de 45% formamida, 5 x SSC, 20mM de Na HPO, (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA
de levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% caseina. A

hibridizacdo ocorreu dentro de um periodo minimo de 20 horas, a 42°C.

4.7.6 Deteccao das espécies

Apoés o periodo de hibridizagdo, a membrana foi removida do Miniblotter
45 (Immunetcs), lavada por 40 minutos a 65°C numa solugdo adstringente
composta por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na,HPO,4, a fim de
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remover sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida, a
membrana foi imersa por 1 hora em uma solucdo contendo 1% de acido
maleico (C4H4O4, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20
(Vetec), 0,5% caseina, pH 8,0, e, logo apds, por 30 minutos, na mesma
solucdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina
(Roche) em uma concentragdo de 1:10.000. A membrana foi, entdo, lavada 2
vezes, por 20 minutos, em uma solucado de 0,1M de acido maleico, 3M de
NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em
uma solucéo de 0,1M de Tris HCI, 0,1M de NaCl, pH 9,5.

Para a deteccdo dos sinais a membrana foi incubada por 45 minutos a
37°C em uma solucdo detectora contendo substrato para fosfatase alcalina,
CDP-Star™ Detection Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi
colocada em um cassete, Chassi Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Sao Paulo,
SP, Brasil), sob um filme radiografico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica)
por aproximadamente 40 minutos. O filme foi posteriormente revelado (Figura
4) manualmente pelo método convencional temperatura-tempo, de acordo com
orientacbes do fabricante. As solugdes utilizadas foram da marca Kodak
(Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Sdo José dos Campos, SP, Brasil),
mantidas a temperatura de 20°C.

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um unico examinador
treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A leitura foi realizada
2 vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada sinal
produzido por uma determinada sonda na amostra de biofilme foi comparado,
em intensidade, ao sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de
controles contendo 10° e 10° bactérias. Desta forma, o nimero 0 foi registrado
quando nao houve detecg¢do do sinal; 1 equivaleu a um sinal menos intenso
que o controle de 10° células; 2 equivaleu a 10° células; 3 entre 10° e 10°
células; 4 a aproximadamente 10° células e 5 mais de 10° células (Tabela 2).
Estes registros foram utilizados para determinar os niveis das diferentes
espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas.
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Colocar amostra em
150ul solucao tampao TE pH 7,6

Adicionar 100l NaOH 0,5M

Ferver durante 10 minutos

Canaleta Adicionar 800ul Acetato de
aberta Aménia 5M

[ [ ] Depositar amostras nas
Membrana de B = canaletas do MiniSlot 30

nylon

Fixar DNA na membrana a 120°C
Filtro por 20 min

Figura 2. Representacao grafica do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e
resumo da preparacdo e colocacdo das amostras de biofilme subgengival na
membrana de nylon (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization).

Pré-hibridizacdo a 42°C 1 hr

!

Girar membrana 90°

Canaletas de — ~ =~ Sondas de DNA genémicas marcadas
hibridizacao — com digoxigenina

Hibridizacao em buffer de
formamida a 42°C 20 hrs

Lavagem de alta adstringéncia em
solucao tampao SSC 0.4M a 65°C por
40 min

Membrana de nylon
|

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina 1:10.000

Deteccao por quimioluminescéncia com
CDP-Star™ Detection Reagent

Figura 3. Representagao grafica do Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA)
e resumo das etapas de hibridizacdo e deteccao das espécies bacterianas presentes
nas amostras de biofilme subgengival (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization).
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checkerboard DNA-DNA hybridization).

Tabela 2. indice utilizado para a determinagéo dos niveis dos microrganismos
nas amostras de biofilme subgengival.

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 Nao detectado 0
1 Menos de 10° células 10.000
2 Aproximadamente 10° células 100.000
3 Entre 10° e 10° células 500.000
4 Aproximadamente 10° células 1.000.000
5 Mais de 10° células 10.000.000

4.8 Analise estatistica

Os dados disponiveis para avaliacdo microbiolégica foram provenientes
da analise das 40 espécies bacterianas em 9 amostras de biofilme subgengival
por individuo, em 118 individuos (RAR n=19, CHX n=20, MTZ n=20, MTZ+CHX
n=20, MTZ+AMX n=19 e MTZ+AMX+CLX n=19).
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Esses dados foram expressos de 2 maneiras: contagens (niveis) e % de
contagem das sondas de DNA (proporcdo). Os niveis (x 10°) foram
computados por individuo e depois dentro de cada grupo terapéutico, em cada
tempo do estudo. A partir desses dados foram calculadas as proporcoes de
cada espécie por sitio, por individuo e finalmente no grupo. Diferengas nos
niveis meédios e propor¢cdes de cada espécie bacteriana individualmente ou nas
proporcoes dos diferentes complexos bacterianos entre os grupos terapéuticos
em diferentes tempos experimentais foram avaliadas por meio do teste Kruskal-
Wallis. Caso diferenca estatistica fosse detectada, o teste Mann-Whitney foi
empregado para identificar as diferengcas entre cada dois grupos. Diferencas
nos niveis médios ou nas proporcdes de microrganismos Ou Qrupos
bacterianos dentro de cada grupo, entre o inicio do estudo e os diferentes
tempos experimentais, foram avaliadas por meio do teste Kruskal-Wallis. Caso
diferenca estatistica fosse detectada, o teste Wilcoxon foi empregado para
identificar as diferencas entre cada dois tempos experimentais. A significancia
estatistica foi estabelecida em 5%. Todas as analises foram realizadas
utilizando ajustes para comparagdes multiplas. Foi aplicada a férmula 0,05 = 1-
(1-K) 40, onde k é o valor equivalente ao p<0,05 quando ajustado para a
comparacao de 40 bactérias. Desta forma, as diferencas detectadas no
presente estudo foram consideradas significativas quando p < 0,00125 (p <
0,05), como proposto por Socransky et al. (1991).

A média das medidas clinicas de profundidade de sondagem e nivel
clinico de insercdo, assim como a média da porcentagem de sitios
apresentando placa visivel, sangramento gengival, sangramento a sondagem e
supuracao foram computadas para cada individuo e, posteriormente, dentro de
cada grupo. O teste Kruskal-Wallis foi utilizado para examinar diferengas entre
0s 6 grupos terapéuticos em cada tempo experimental. Caso diferenca
estatistica fosse detectada, o teste de Mann-Whitney foi empregado para
identificar as diferencas entre cada dois grupos. A significAncia estatistica foi
estabelecida em 5% (p < 0,05). As diferencas dentro de cada grupo, entre os

tempos experimentais foram avaliadas utilizando o teste Wilcoxon.
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5. RESULTADOS

O estudo foi realizado no periodo de marco de 2007 a margo de 2009.
Cento e vinte individuos foram incluidos, porém, 3 desses individuos (1 do
grupo RAR, 1 do grupo MTZ+AMX e 1 do grupo MTZ+AMX+CLX) foram
excluidos da analise dos resultados por terem comparecido apenas na consulta
inicial. Os motivos da desisténcia desses 3 individuos nao foram identificados,
uma vez que nao conseguimos mais contato por telefone ou telegrama. Outros
5 individuos ndo compareceram a uma das duas consultas de reavaliacao (1
do grupo CLX, 3 do grupo MTZ+CLX e 1 do grupo MTZ+AMX+CLX), por
motivos particulares como viagem ou trabalho. Nesses casos os dados da
consulta que eles compareceram foram repetidos na consulta faltante (intention
to treat analysis). Logo, o total de individuos em cada grupo terapéutico foi
como a seguir: RAR (n=19), CHX (n=20), MTZ (n=20), MTZ+CHX (n=20),
MTZ+AMX (n=19) e MTZ+AMX+CLX (n=19).

As caracteristicas epidemiolégicas e as médias dos parametros clinicos
avaliados no exame inicial e 6 meses p6s-RAR, nos seis grupos terapéuticos,
estdo apresentadas na Tabela 3. No inicio do estudo ndo houve diferencas
significativas entre os grupos para nenhum dos parametros avaliados. (p>0.05).
Aos 6 meses apds as terapias o0 grupo que associou todas as terapias
(MTZ+AMX+CLX) apresentou as menores médias de NCI (3,0 mm + 1,0 mm) e
ISG (5,4% + 8,6%) em comparagao aos outros grupos do estudo (p<0,05). Em
relacao a PS, as médias observadas nos grupos MTZ+CLX (2,5 mm + 0,4 mm),
MTZ+AMX (2,6 mm + 0,3 mm) e MTZ+AMX+CLX (2,7 mm + 0,6 mm) foram
estatisticamente semelhantes (p>0,05); porém, inferiores as médias dos grupos
RAR (3,0 mm + 0,6 mm), CLX (2,9 mm + 0,6 mm) e MTZ (2,8 mm + 0,4 mm).
Ja para os parametros IPV, SS e SUP (p> 0,05) ndo houve diferencas
significativas entre os grupos. A Figura 5 mostra a freqiéncia de sitios com PS
> 5 mm no inicio do estudo e apds 6 meses. Os resultados demonstraram que
nao houve diferenca estatistica entre os grupos no inicio do estudo (p>0,05).
Todas as terapias reduziram a frequiéncia de sitios com PS = 5 mm aos 6
meses de observacdo. Porém, os grupos MTZ+CLX, MTZ+AMX e

MTZ+AMX+CLX apresentaram um percentual de sitios > 5 mm
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significativamente menor do que os demais grupos aos 6 meses pdés-RAR. O
maior percentual de bolsas profundas p6s-RAR foi observado no grupo RAR.

Os resultados obtidos nas avaliagbes microbiolégicas estao
representados nas figuras 6 a 12. Os niveis (média de contagem x10°) das 40
espécies bacterianas avaliadas no inicio do estudo, aos 3 e 6 meses p6s-RAR
estdo apresentados na Figura 6. De forma geral, em todos 0s grupos ocorreu
reducdo das trés espécies do complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia, T.
denticola). Os niveis da maioria das espécies do complexo laranja foram
reduzidos em todos os grupos aos 6 meses p6s-RAR, mas nenhuma dessas
redugdes foi estatisticamente significativa no grupo RAR. No grupo MTZ houve
a reducao significativa de uma espécie; e nos demais grupos de 3 a 6 espécies
do complexo laranja estavam reduzidas aos 6 meses de avaliacdo. Os niveis
das espécies dos complexos compativeis com saude (complexos azul, roxo,
amarelo e verde) foram pouco alterados por todas as terapias. De forma geral
nao houve diferencas significativas entre os tempos inicial e 6 meses p6s-RAR,
mas os individuos do grupo MTZ+AMX+CLX mostraram uma tendéncia maior
em elevar os niveis de algumas espécies benéficas dos complexos azul e roxo,
em relacao as demais terapias.

A Figura 7 apresenta os resultados da média das proporcdes das 40
espécies avaliadas nos trés tempos experimentais. Aos 6 meses, 0s trés
patdgenos do complexo vermelho estavam reduzidos, em relacido ao inicio do
estudo, em todos os grupos terapéuticos. As proporcées do patdogeno
periodontal E. nodatum, também sofreram reducdes significativas em todos os
grupos. No total, apenas essa espécie do complexo laranja estava reduzida
nos grupos MTZ e MTZ+CLX, duas espécies nos grupos controle, CLX e
MTZ+AMX; e trés espécies no grupo MTZ+AMX+CLX. A proporgcdo de
diversas espécies benéficas sofreu aumento apds as terapias, sendo que
essas diferengcas foram significativas para A. naeslundii 2 nos grupos CLX,
MTZ+CLX, MTZ+AMX e MTZ+AMX+CLX. Neste ultimo grupo também houve
aumento na proporcao de A. gerencseriae.

A Figura 8 mostra as alteracdes ocorridas nas proporcoes dos diferentes
complexos microbianos (SOCRANSKY et al. 1998) em todos os grupos e
tempos experimentais. Nao houve diferencas estatisticamente significativas

para nenhum dos complexos avaliados no inicio do estudo, entre os seis



46

grupos experimentais. Aos 6 meses de avaliacdo todas as terapias levaram a
uma reducao significativa nas proporcées do complexo vermelho. Ja a
proporcdo do complexo laranja sofreu reducado estatisticamente significativa
nos grupos CLX (28,8% para 20,2%), MTZ+AMX (31,4% para 23,4%) e
MTZ+AMX+CLX (28,1% para 21,1%). Porém, quando os seis grupos foram
comparados, a menor proporcao de complexo vermelho p6s-RAR foi sempre
observada no grupo MTZ+AMX+CHX (1.3% e 1.8%, aos 3 e 6 meses
respectivamente). As proporcdes dos complexos considerados benéficos
(verde, roxo, amarelo e azul) aumentaram de forma geral apds as terapias. Na
reavaliacdo de 6 meses, o complexo azul mostrou aumento significativo em
todos os grupos, exceto no grupo MTZ. O complexo roxo também estava em
proporgdes significativamente maiores neste tempo experimental nos grupos
RAR, MTZ, MTZ+AMX e MTZ+AMX+CLX.

Para um melhor entendimento do efeito das diferentes terapias e para
permitir compara¢des mais detalhadas entre os grupos os sitios foram divididos
em categorias baseadas nos valores iniciais de PS, em rasos (PS <5 mm), e
profundos (PS = 5 mm). As médias das proporcoes de cada uma das 40
espécies avaliadas entre o tempo inicial e 6 meses nas duas categorias estao
apresentadas nas Figuras 9 e 10. Em relagao aos sitios inicialmente profundos
(Figura 9), apds ajuste para comparagdes multiplas, apenas 0s grupos
MTZ+CLX, MTZ+AMX e MTZ+AMX+CLX sofreram reducdes estatisticamente
significativas das trés espécies do complexo vermelho (p<0,01). T. forsythia e
P. gingivalis também foram significativamente reduzidos (p<0,01) nos grupos
CLX e MTZ, e T. denticola mostrou reducado significativa, na analise nao
ajustada (p<0,05) nesses dois grupos. No grupo RAR apenas T. forsythia foi
significativamente reduzida, porém na analise ndo ajustada (p<0,05). Em
relacdo aos patégenos do complexo laranja a proporcao de E. nodatum sofreu
reducdo em todos o0s grupos terapéuticos, e essa foi a Unica espécie
significantemente reduzida nos grupos RAR e RAR+MTZ, enquanto que as
demais terapias levaram a reducdo de 3 ou 4 espécies, dependendo se as
analises foram ou nao ajustadas para comparacdes multiplas. Em relagdo aos
complexos que abrigam as espécies compativeis com saude, as principais
alteracbes em 6 meses nas bolsas profundas ocorreram nas espécies do

complexo azul. Todas as terapias levaram ao aumento significativo nas
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proporcoes de A. naeslundii 2 (p< 0.00125 ou p<0.05). Mais uma espécie de
Actinomyces sofreu aumento em proporcdo no grupo MTZ+AMX, duas no
grupo CHX e 3 no grupo MTZ+AMX+CLX (p<0,05).

Quando as bolsas inicialmente rasas foram avaliadas (Figura 10)
observou-se que nas anadlises ajustadas para comparacées multiplas (p<
0.00125), em relacao ao complexo vermelho as terapias de RAR ou RAR+CLX
ndo foram capazes de reduzir significativamente as proporcdes desses trés
patdgenos. De 1 a 4 espécies do complexo laranja foram reduzidas nos
diversos grupos terapéuticos aos 6 meses apdés o término da RAR. A.
actinomycetemcomitans também mostrou reducao significativa nos grupos MTZ
e MTZ+AMX. Em relagdo aos complexos benéficos, no grupo MTZ+CLX houve
aumento nas proporcées de 4 espécies (A. naeslundii 2, S. intermedius e S.
mitis, S. sanguinis), 2 espécies no grupo MTZ+AMX (A. naeslundii 2 e
S.gordonii), e de 3 espécies no grupo MTZ+AMX+CLX (A. gerencseriae, A.
naeslundii 2 e S. mitis).

As Figuras 11 e 12 mostram as altera¢des ocorridas nas proporgcées dos
complexos microbianos nos sitios com PS inicial 2 5 mm e < 5 mm,
respectivamente. As proporcoes dos complexos foram semelhantes no inicio
do estudo, sem diferencas estatisticas entre os seis grupos experimentais, para
as duas categorias de bolsas. Porém, os perfis microbianos foram afetados
apos os tratamentos com diferentes graus de efetividade, dependendo da
terapia empregada. Todos os grupos sofreram reducdes significativas nas
proporgdes do complexo vermelho, tanto nas bolsas inicialmente profundas (PS
> 5 mm), quanto nas rasas (PS < 5 mm). Porém, vale destacar que os
individuos que receberam todas as terapias combinadas (grupo
MTZ+AMX+CLX) apresentaram as menores proporcoes desses patdbgenos aos
3 e 6 meses de observagcdo, em comparagao com os individuos dos demais
cinco grupos. Nas bolsas inicialmente profundas essas diferengas foram
estatisticamente significativas aos 3 meses, onde a proporgdo de complexo
vermelho estava abaixo de 1% (0,8%) no grupo MTZ+AMX+CLX. Ja aos 6
meses pos-RAR esse complexo estava em menores proporcdes (p< 0,05) nos
dois grupos que receberam AMX e MTZ, em comparagcdo com os demais.
Ainda na categoria de bolsas > 5 mm, todas as terapias levaram a uma

reducao significativa no complexo laranja, com excecdo da RAR associada ao
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MTZ. Em relacdo aos complexos benéficos, houve aumento significativo no
complexo azul apdés os tratamentos; e, além disso, todas as terapias que
associaram antibiéticos levaram ao aumento nas propor¢cées de mais um ou
dois complexos benéficos (roxo, verde ou amarelo). Em relacdo as bolsas
rasas (figura 12), todas as terapias estudadas levaram a reducao significativa
do complexo vermelho, sendo que a menor proporcao foi observada no grupo
MTZ+AMX+CLX aos 3 (1,2%) e 6 meses (0,9%). Porém, todos os grupos que
associaram antibiéticos abrigavam proporcbes significativamente menores
desse complexo do que os grupos controle e CLX aos 6 meses de avaliacao.
Ja o complexo azul estava significativamente aumentado neste tempo
experimental, em relagdo ao inicio do estudo, apenas nos grupos MTZ+AMX e
MTZ+AMX+CLX.

Os efeitos adversos provocados pelo uso dos antibidticos sistémicos,
bem como pela utilizacdo do antisséptico, também foram avaliados neste
estudo (Tabelas 4 e 5). A Tabela 4 apresenta os efeitos adversos que
ocorreram no periodo de ingestdo dos antibidticos sistémicos e placebos.
Todos os individuos, independente do grupo de tratamento, relataram ter
conseguido tomar os medicamentos como lhes foi orientado. O percentual de
individuos que afirmaram ter sofrido algum mal estar foi de aproximadamente
6%; porém, houve relato de mal-estar também no grupo que recebeu apenas
RAR também. Os individuos que se queixaram de “gosto metalico na boca”
representaram 12,5% no grupo RAR, 12,5% no MTZ, 21,5% no MTZ+CLX e
10,5% no MTZ+AMX+CLX. Mau humor e falta de animo afetaram 6,3% dos
pacientes dos grupos MTZ e MTZ+AMX. Apenas 6,3% dos pacientes do grupo
MTZ+AMX relataram que o horario de ingestao das drogas atrapalhou o seu
dia-a-dia. Todos os pacientes afirmaram fazer uso dos antibiéticos novamente
se necessario exceto um paciente do grupo RAR.

Em relacdo ao uso de bochechos com clorexidina, os principais
relatos de efeitos adversos foram provenientes dos individuos dos grupos CLX,
MTZ+CLX e MTZ+AMX+CLX, que utilizaram bochechos com o principio ativo
do medicamento. Vale ressaltar que todos os individuos disseram que usariam
0 bochecho novamente caso fosse necessério (Tabela 5). As principais queixas
foram gosto metéalico na boca, alteragdo do paladar e pigmentagéo de lingua e

dentes.
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Tabela 3. Média (tDP) dos parametros clinicos, no exame inicial e 6 meses

pds-terapia, para os seis grupos terapéuticos.

Grupos terapéuticos

Variaveis RAR CLX MTZ MTZ+CLX MTZ+AMX MTZ+AMX+CLX
n=19 n=20 n=20 n=20 n=19 n=19
Género 4/15 8/12 10/10 5/15 6/13 10/9
(Ma/ Fe)
Idade 45,2+10,1 41,6+7,2 44,7+48,5 48,8+7,7 43,9+7,9 45,046,8
(anos)
Exame inicial
PS (mm) 3,7+0,5 3,9+0,8 3,7+0,6 3,6+ 0,4 3,8+0,5 3,9+1,3
NCI (mm) 4,4+0,8 4,3+1,1 4,1+0,8 4,1+ 0,6 4,4+0,6 4,2+1,1
% sitios
IPV 1 80,0+16,0 76,6+17,0 72,5+17,2 79,9+ 17,9 78,7+15,0 77,3+15,4
ISG 1 37,1+26,4 36,2+27,2 36,5+25,5 36,0+ 22,2 40,0+28,1 22,7+25,5
SS 1 72,1+0,5 69,6+26,1 73,1+20,7 74,8+ 14,2 72,5+16,0 74,5+23,1
Sup1 0,91+0,8 1,242,2 3,348,8 0,2+ 0,6 5,448,3 3,549,8

Exame 6 meses

PS (mm) * 3,0£0,6" 2,940,6" 2,840,4" 2,540,4° 2,6+0,3° 2,7+0,6°
NCI (mm)* 3,840,7° 3,4+1,1° 3,3+0,7° 3,1%0,7° 3,3+0,5"° 3,0+1,0°
% sitios
IPV 1 35,3+229  259+14,0 28,5+17,8 31,1422,2 34,4+22,6 27,8+17,0
ISG 1* 13,7414,3°  11,1#112°  11,0+10,89° 15,2+18,7° 13,4+14,8"° 5,448,6°
SS 1 18,7420, 1 18,5+20,9 13,5+15,8 18,8+27,5 15,8+23,4 8,8+12,7
Sup 1 0,240,5 0,843,3 00 0,240,9 040 0,140,3

RAR: Raspagem e alisamento radicular; CLX: Clorexidina; MTZ: Metronidazol; AMX:
Amoxicilina; PS: Profundidade de Sondagem; NCI: Nivel Clinico de Insergéo; IPV 1: Indice de
Placa Visivel (escore 1); ISG 1: Indice de Sangramento Gengival (escore 1); SS 1:
Sangramento a Sondagem (escore 1); Sup 1: Supuracao (escore 1).
* Teste Kruskal-Wallis (p<0,05).
Teste Mann-Whitney: Letras distintas entre os tratamentos indicam as diferengas
estatisticas existentes.
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Figura 6. Perfil microbiano na contagem total das 40 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo, 3 e 6 meses
pds-RAR.

RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: Clorexidina

Teste Wilcoxon (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). * indicam diferencas significativas entre os tempos. Os resultados foram ajustados para comparacoes
multiplas (Socransky et al., 1991).
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Figura 7. Perfil microbiano das médias de propor¢ao (%) das 40 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo
3 e 6 meses pos-RAR.
RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: Clorexidina
Teste de Wilcoxon (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001). * indicam diferencas significativas entre os tempos. Os resultados foram ajustados para comparagées
multiplas (Socransky et al., 1991).
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Figura 8. Proporcoes (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo, 3 e 6 meses
pés-RAR. RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: Clorexidina
Teste Kruskal-Wallis (*p<0,05) - Teste U de Mann-Whitney (p<0,05): letras distintas indicam diferengas significativas entre os grupos em

cada tempo.
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Figura 9. Perfil microbiano das médias de proporgao (%) das 40 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo

3 e 6 meses pbés-RAR, nos sitios com PS = 5mm.

RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: Clorexidina. Teste de Wilcoxon (* p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001 ).
* indicam diferencas significantivas entre os tempos com ajuste para comparagdes multiplas. # indicam diferengas significantivas entre os tempos

sem ajuste para comparagdes multiplas (# p<0,00125 = p<0,05) (Socransky et al., 1991).
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Figura 10. Perfil microbiano das médias de propor¢ao (%) das 40 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo,
3 e 6 meses pds-RAR, nos sitios com PS < 5mm.

RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: Clorexidina. Teste de Wilcoxon. * indicam diferengas significativas entre
os tempos com ajuste para comparagoes multiplas (*p<0,05). # indicam diferencas significantivas entre os tempos sem ajuste para comparacdes multiplas (#
p<0,00125 = p<0,05) (Socransky et al., 1991).
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Figura 11. Proporgdes (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo, 3 e 6 meses pos-
terapia,nos sitios com PS incial 25 mm. RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: Clorexidina.

Teste Kruskal-Wallis (*p<0,05) - Teste U de Mann-Whitney (*p<0,05): letras distintas indicam diferencgas significativas entre os grupos em cada tempo.
Teste Kruskal-Wallis (*p<0,05) - Teste de Wilcoxon (*p<0,05): * indicam diferencgas significativas dentro de cada grupo entre os tempos.
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Figura 12. Proporgdes (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo, 3 e 6 meses pods-terapia,
nos sitios com PS incial < 5 mm. RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: Clorexidina.

Teste Kruskal-Wallis (*p<0,05) - Teste U de Mann-Whitney (*p<0,05): letras distintas indicam diferencgas significativas entre os grupos em cada tempo.
Teste Kruskal-Wallis (*p<0,05) - Teste de Wilcoxon (*p<0,05): * indicam diferencgas significativas dentro de cada grupo entre os tempos;
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Tabela 4. Percentual (%) das respostas afirmativas do questionario de efeitos

adversos dos antibibticos, para os seis grupos terapéuticos.

RAR RAR RAR RAR RAR RAR
Questionario CLX M MOLX MA  MAGLX

Medicamentos o - To 3 T4 s
1. Vo consegull toma o8 Medicamantos 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0 100,0
s im0 g3 00 63 105 63 52
3. Sentiu nduseas ou vémito? 0,0 0,0 0,0 10,5 12,5 0
4. Teve diarréia neste periodo? 0,0 0,0 6,3 0 6,3 10,5
5. Sentiu algum gosto metéalico na boca? 12,5 0,0 12,5 21,5 0,0 10,5
6. Sentiu dor de cabeca ou tontura? 0,0 0,0 6,3 0,0 12,5 15,7
7. Caso tenha sentido algum dos problemas das
gi;i%u?ntas anteriores , isso atrapalhou o seu dia- 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
iEi.rig:,}z_?;e?dicamentos provocaram mau humor ou 0,0 0,0 6,3 0,0 6,3 0,0
?r?abgﬁ:g’i?u fraqueza ou falta de animo para o 0,0 0,0 6,3 0,0 6,3 0,0
:n Oéd'li';\l/r?] :gtrg; gxcessivo devido aos 12,5 5,9 6,3 0,0 0,0 0,0
;;h(c)ﬁsatw;rdé}ggs do medicamento prejudicaram o 0,0 0,0 0,0 0,0 6,3 0,0
12. Vocé tomaria os medicamentos novamente 93,8 100 100 100 100 100

caso fosse necessario?
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Tabela 5. Percentual (%) das respostas afirmativas do questionario de efeitos

adversos dos enxaguatérios, para 0s seis grupos terapéuticos.

RAR RAR RAR RAR RAR RAR
Questionario CLX M MOLX MA MAGLX
Bochecho C T1 T2 T3 T4 T5

1) Sentiu gosto metalico na boca? 12,5 17,6 6,3 31,6 12,5 26,3
2) Sentiu sensacao de ardéncia? 6,3 5,9 6,3 31,6 6,3 26,3
3) Percebeu descamagao na mucosa? 0,0 11,8 12,5 10,5 0,0 15,7
4) Sentiu alteragao de paladar? 12,5 35,3 12,5 23,3 12,5 31,6
5) Seus dentes mancharam? 0,0 11,8 0,0 5,2 0,0 5,2
6) Sua lingua manchou? 0,0 11,8 0,0 10,5 0,0 15,7
ZLr(aOu:?o do bochecho provocou mau 0,0 5,9 6,3 0,0 0,0 0,0
gi)a(?:(;(;t?érios de uso prejudicaram seu 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
9) Vocé usaria o bochecho novamente 100 100 100 100 100 100

caso fosse necessario?
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6. DISCUSSAO

A associacao de terapias no tratamento da doenca periodontal crénica
tem mostrado beneficios clinicos e microbiolégicos. Dentre os antibiéticos
sistémicos utilizados no tratamento periodontal, o MTZ e a combinagdo de MTZ
e AMX tém sido apontados como promissores (FERES et al., 2001; WINKEL et
al., 2001; ROONEY et al., 2002; CARVALHO et al., 2004 e 2005; HAFFAJEE et
al., 2007; MOEINTEGHAVI et al., 2007; MATARAZZO et al., 2008; CIONCA et
al., 2009). Da mesma forma, o controle rigoroso da placa supragengival
durante e ap6s a RAR parece oferecer beneficios adicionais, principalmente
quando a CLX é utilizada (XIMENEZ-FYVIE et al., 2000b; HAFFAJEE et al.,
2003a; CARVALHO et al., 2004 e 2005; FAVERI et al., 2006b e FERES et al.,
2009). Porém, até o momento essas terapias nao foram comparadas
diretamente. Logo, o presente estudo teve por objetivo avaliar e comparar os
efeitos na composicdo da microbiota subgengival da terapia de RAR associada
ou ndo ao MTZ ou ao MTZ e a AMX, com ou sem 0 controle quimico do
biofilme supragengival, por meio do bochecho com CLX, no tratamento da
periodontite crénica generalizada.

A dosagem e a duracdo ideais para a administracdo do MTZ
somente ou em combinacdo com a AMX no tratamento das doencas
periodontais ainda ndo estdo determinadas. Diversos estudos avaliaram os
efeitos da administragcdo sistémica desses antibidticos em dosagens que
variaram de 200 a 500 mg 3 vezes ao dia (LOESCHE et al., 1984; 1992; 2002;
2005; PALMER et al., 1998 e 1999; FERES et al., 2001; CARVALHO et al.,
2004 e 2005; GUERRERO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al.,, 2006;
MOREIRA & FERES FILHO, 2007; HAFFAJEE et al.,, 2007 e 2008), dando
embasamento para a dosagem administrada no presente estudo: 400mg de
MTZ e 500mg de AMX 3 vezes ao dia. Essa dosagem esta de acordo com a
recomendacdo de Montvale (1992) no Phisicians Desk Reference (Medical
Economics Staff), de até 1.500 mg/dia de metronidazol para tratar infeccdes
anaerébias; e da ANVISA (DICIONARIO de ESPECIALIDADES
FARMACEUTICAS, 2007), que aprova a utilizagdo de até 1.500 mg/dia de
amoxicilina para o tratamento de infeccées. O protocolo de duragdo da
administracdo dos antibiéticos por 14 dias, iniciando junto com a RAR, foi
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determinado de acordo com os estudos de Haffajee et al. (2007 e 2008) e
Matarazzo et al. (2008) . Vale destacar que a utilizacao desses antibiéticos por
duas semanas esta dentro dos limites biol6gicos aceitaveis e tem sido utilizada
no tratamento de outras infeccbes, como no caso de Ulceras gastricas
causadas por Helicobacter pylori (UYGUN et al., 2007). Além disso, essa
escolha visou disponibilizar a droga no ambiente subgengival pelo maximo de
tempo possivel em que a RAR estivesse sendo realizada. Para minimizar que o
efeito protetor do biofilme diminuisse a acdo dos antibidticos os sitios mais
profundos foram instrumentados nas primeiras duas semanas do tratamento. O
melhor momento para a administracao da antibioticoterapia também ainda nao
esta definido em periodontia. Alguns estudos iniciaram a administracdo dos
antibidticos logo ap6s a RAR realizada por quadrantes (LOESCHE et al.,1992;
ROONEY et al., 2002; CARVALHO et al.,, 2004 e 2005) enquanto outros o
fizeram concomitantemente ao procedimento mecéanico (FERES et al., 2001;
HAFFAJEE et al., 2007 e 2008; MATARAZZO et al., 2008). Uma forte razao
para iniciar as terapias ao mesmo tempo € a reducado drastica e rapida da
maioria das espécies bacterianas subgengivais, que parece ser um ponto
crucial para provocar uma alteracdo mais benéfica no perfil microbiolégico
subgengival (HAFFAJEE et al., 2008).

A utilizacdo de CLX a 0,12% 2 vezes ao dia estd de acordo com Eaton
et al. (1997) que demonstraram a eficacia deste protocolo de bochecho com
CLX na reducéao do indice de placa e da inflamacao gengival. Em relacdo ao
tempo de utilizagdo, diversos autores ja haviam utilizado este antimicrobiano de
forma prolongada, em periodos que variaram entre 2 meses (QUIRYNEN et al.,
2000; FAVERI et al., 2006b), 3 meses (EATON et al.,, 1997), 4 meses
(MAGNUSSON et al.,, 1984) e 1 ano (CHRISTIE et al., 1998). O presente
estudo seguiu o protocolo de Faveri et al. (2006b) e Feres et al. (2009), que
propuseram o uso deste antimicrobiano por 2 meses.

Todas as terapias utilizadas no presente estudo levaram a uma melhora
no perfil microbioldgico subgengival; porém, de forma geral, as associacoes de
tratamentos levaram a efeitos benéficos superiores aos obtidos somente com a
RAR. Os patdégenos do complexo vermelho foram reduzidos em todos os
grupos, inclusive no grupo controle; apesar de que esse grupo foi o que
apresentou a menor reducao dessas espécies aos 3 € 6 meses de avaliacao.
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Porém, & importante salientar que as proporcoes de complexo vermelho
observada no grupo controle aos 6 meses (9%) foram semelhantes ou até
mesmo inferiores do que em outros estudos que também utilizaram o
checkerboard DNA-DNA hybridization para avaliacdo microbiolégica (FERES et
al., 2009; CARVALHO, 2002), indicando a efetividade da RAR realizada no
presente estudo. Quando a CLX foi associada a RAR, essa redugao foi mais
acentuada (5,9%) do que a obtida com a terapia mecanica somente,
especialmente em bolsas incialmente profundas (Figuras 9 e 11), corroborando
com achados de Feres et al. (2009), que também descreveram maiores
redugdes nos patdogenos do complexo vermelho com o uso do bochecho de
CLX durante a RAR e no periodo de cicatrizagdo. As terapias que envolveram
a utilizacdo de antibidticos sistémicos levaram as maiores redugdes nas
propor¢cdes do complexo vermelho. Nas bolsas profundas os grupos que
associaram MTZ+AMX e MTZ+AMX+CLX apresentaram proporcoes
significativamente menores dessas espécies em comparacao com 0s demais
grupos aos 6 meses. E importante destacar ainda que o grupo que associou
todas as terapias (MTZ+AMX+CLX) foi o que apresentou os niveis e as
proporcées mais baixas das espécies do complexo vermelho, individualmente
(Figuras 6, 7 e 9, 10) ou em conjunto (8, 11 e 12), aos 3 e 6 meses p6s-RAR,
tanto em bolsas inicialmente profundas, quanto nas rasas. Esses resultados
sdo muito importantes e sugerem uma vantagem clinica para a combinacéo de
RAR e MTZ+AMX+CLX, uma vez que essas espécies sao intimamente
relacionadas com o inicio e progressdo da periodontite crénica e a reducao
desses patdgenos é fundamental para que os niveis de insercao clinica sejam
mantidos estaveis ao longo do tempo (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005;
HAFFAJEE et al., 2006; TELES et al., 2006).

Em relagdo ao complexo laranja as mudangas mais discretas ocorreram
nos grupos de RAR e MTZ. E interessante observar que em relagdo a esses
patdbgenos a RAR em combinacdo com a CLX foi mais efetiva do que em
combinacdo com o MTZ, tanto para as espécies individuais quanto para os
complexos, na avaliacdo de boca toda e em bolsas profundas. Além disso, 0s
efeitos benéficos da RAR+CLX na inibicdo das espécies do complexo laranja
se mostraram semelhante aos observados nos grupos MTZ+CHX, MTZ+AMX,

MTZ+AMX+CLX. O unico estudo que avaliou detalhadamente os efeitos da
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RAR+CLX nos niveis e proporcoes das espécies do complexo laranja, e
comparou com os observados na RAR somente, também descreveu resultados
superiores quanto a inibicdo desses patégenos em individuos que
bochecharam com CLX por 2 meses (FERES et al., 2009).

No geral, os niveis e as proporcoes das espécies consideradas
compativeis com o hospedeiro dos complexos azul, roxo, amarelo e verde
mantiveram-se estaveis ou aumentaram apo6s as terapias. Porém, nota-se um
efeito positivo adicional no aumento das proporcoes dessas espécies com o
uso das quatro terapias associadas. Os individuos que receberam RAR
associada ao MTZ+AMX+CLX tiveram aumentos significativos nas proporcoes
individuais de A. gerencseriae e A. naeslundii 2 na avaliagdo de boca toda e
em bolsas inicialmente rasas (Figuras 7 e 10), e das cinco espécies de
Actinomyces nas bolsas inicialmente profundas. Esses resultados sé&o
relevantes, uma vez que essas espécies bacterianas sao altamente
relacionadas a saude periodontal (TELES et al., 2006). Os estudos que
avaliaram os efeitos da RAR em combinagdo com bochechos de CLX (FERES
et al., 2009) ou com MTZ+AMX (MATARAZZO et al.,, 2008) também
observaram um efeito positivo da CLX ou desses dois antibiéticos em aumentar
as proporgdes dos Actinomyces. Por outro lado, a RAR somente foi o
tratamento que menos aumentou as proporcdes das espécies benéficas,
principalmente nas bolsas inicialmente profundas (Figuras 9 e 11). Os dados
relativos as alteracbes nas espécies compativeis com salude sdao de grande
importancia, uma vez que nao somente a reducao dos patégenos, mas também
o aumento dessas espécies benéficas € fundamental para que a saude
periodontal seja restabelecida e mantida ao longo do tempo (SOCRANSKY &
HAFFAJEE 2005).

Um ponto importante a ser considerado nos resultados aqui
apresentados € o efeito das terapias no perfil microbiolégico subgengival nas
bolsas com PS inicial < 5 mm. Estudos anteriores sugerem que as bolsas rasas
de pacientes com periodontite abrigam niveis e propor¢cdes bem mais altas de
patdbgenos periodontias do que sitios rasos em pacientes saudaveis
(XIMENEZ-FYVIE et al., 2000a). Os dados representados na Figuras 10 e 12
confirmam quantidades elevadas de patdégenos periodontais nos sitios rasos de

individuos com periodontite crénica generalizada. E interessante observar que
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mesmo nesses sitios rasos, onde o procedimento de RAR é normalmente
considerado mais efetivo, as associacoes de terapias, especialmente as que
incluiram antibidticos sistémicos foram mais efetivas em alterar o perfil
microbioldgico nesses sitios do que a RAR somente. Aos 6 meses pds-RAR, os
patdgenos do complexo vermelho somavam menos de 1% da microbiota nos
individuos que receberam a combinacdo das quatro terapias, enquanto que no
grupo controle esse valor foi de 7,1%.

Apesar do objetivo deste estudo nao ter sido descrever os efeitos
clinicos decorrentes das diversas terapias, alguns desses dados foram aqui
incluidos (Tabela 3 e Figura 5) para evidenciar o fato que as alteragbes
microbiologicas tiveram reflexo direto nos paréametros clinicos. Porém, os
dados clinicos detalhados observados neste estudo foram anteriormente
descritas por Mendes (2009). Assim como nos resultados microbiolégicos, os
resultados clinicos mais positivos foram observados nos grupos MTZ+CLX,
MTZ+AMX e MTZ+AMX+CLX, que mostraram o menor percentual de bolsas >
5 mm aos 6 meses pdés-RAR, seguidos dos grupos CLX e MTZ. O maior
percentual de sitios profundos remanescentes foi observado no grupo de RAR.
Quando os grupos foram comparados de acordo com os valores de boca toda,
o grupo MTZ+AMX+CLX mostrou uma média significativamente menor do que
os demais para o parametro de NCI. Apesar de signficativas, a magnitude das
diferencas observadas nas médias de boca toda é pequena. Isso ocorre porque
a maioria dos sitios é raso, mesmo em se tratando de periodontite crbnica
generalizada, e esses sitios normalmente ndo sofrem alteragdes profundas nos
parametros de PS e NCI. Porém, quando os parametros de PS e NCI foram
avaliados dentro das diferentes categorias de bolsa (Mendes, 2009), nas
bolsas intermediarias (PS 4- 6 mm) as maiores reducdes em PS, assim como
no ganho clinico de insercdo foram observados nos grupos MTZ+CLX,
MTZ+AMX e MTZ+AMX+CLX; seguidos dos grupos CLX e MTZ; e seguidos do
grupo de RAR. Em sitios profundos (PS> 7 mm), houve uma reducido de
aproximadamente 2.3 mm na PS no grupo controle, e de 4 mm no grupo que
recebeu as quatro terapias associadas (p<0,05). Ja o ganho de insercao clinica
foi de 1,9 mm e 3,6 mm, respectivamente. As melhoras clinicas nos parametros
de PS e NCI para o grupo controle no presente estudo estdo acima das médias

observadas em diversos outros estudos clinicos. Em uma revisao sistematica
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(VAN DER WEIJDEN & TIMMERMAN, 2002) a maioria dos estudos descritos
mostrou redugdes em PS nos sitios > 7 mm entre 0,7 mm e 1,5 mm e no ganho
de insercao clinica entre 0,8 mm e 0,9 mm. Esse é um dado importante, pois
sugere que os beneficios observados nos grupos teste sdo vantagens
realmente adicionais a um procedimento de RAR bem conduzido. Ou seja, as
terapias adjuntas ndo foram empregadas para compensar um procedimento de
RAR pouco efetivo. Esse € um ponto fundamental a ser considerado ao se
planejar a associacao de terapias, e foi recentemente discutido por Cionca et
al. (2009).

Considerando todas as alteracbes microbioldgicas e clinicas aqui
descritas pode-se dizer que, de forma geral, as modificacbes mais benéficas
nos parametros clinicos e na composicao do biofilme subgengival, incluindo
reducdes nos patdbgenos e aumento de espécies benéficas foram obtidas com
a combinacdo de RAR+MTZ+CLX, RAR+MTZ+AMX e RAR+MTZ+AMX+CLX,
tendo sido observado um beneficio adicional para esse ultimo grupo,
principalmente devido aos baixissimos niveis e proporcdes das espécies do
complexo vermelho encontrados nesses individuos aos 6 meses de
observacao. Logo a seguir, poderiamos agrupar as terapias de RAR+CLX e
RAR+MTZ, com uma vantagem para o grupo do MTZ na redugdo dos
patdgenos do complexo vermelho. Por outro lado, a terapia de RAR+CLX foi
mais efetiva em aumentar as proporcoes das espécies benéficas e reduzir as
espécies do complexo laranja, como mencionado anteriormente. A terapia que
menos afetou os parametros clinicos e a composicdo da microbiota
subgengival foi a de RAR somente.

Estudos que associaram o MTZ a RAR no tratamento da periodontite
crbnica em geral mostraram resultados clinicos e microbiolégicos melhores do
que os obtidos somente com a terapia mecéanica (JOYSTON-BECHAL et al.,
1986; LOESCHE et al.,, 1992; WINKEL et al., 1997; FERES et al., 2001;
HAFFAJEE et al., 2003, 2007 e 2008; CARVALHO et al., 2004 e 2005). Porém,
alguns resultados controversos sdo observados na literatura. Utilizando o
checkerboard DNA-DNA hybridization, Feres et al. (2001) observaram um
efeito extremamente benéfico na microbiota subgengival da RAR+MTZ até um
ano apos o tratamento de individuos americanos com periodontite crdnica

moderada. Porém, quando essa terapia foi utilizada em individuos brasileiros
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com periodontite crénica generalizada os efeitos clinicos e microbiolégicos nao
foram tao profundos quanto se esperava (CARVALHO, 2002; CARVALHO et
al., 2004 e 2005). No presente estudo, apesar da combinacdo de RAR+MTZ ter
sido superior a RAR somente, esse efeito foi potencializado quando uma
terceira terapia foi associada, seja a CLX ou a AMX. A associacdo do MTZ e da
AMX a RAR também foi previamente avaliada por alguns autores para o
tratamento da periodontite crénica. De forma geral os estudos observaram que
esta associacdo de terapias causa beneficios clinicos e microbiologicos,
superiores aos observados com a RAR somente (VAN WINKELHOFF et al.,
1989 e 1992; EHMKE et al., 2005; PAHKLA et al., 2006; MOEINTAGHAVI et
al., 2007; MATARAZZO et al., 2008; CIONCA et al., 2009) ou com a
combinacao de RAR+MTZ (ROONEY et al., 2002; MATARAZZO et al., 2008).
Uma vez que os efeitos no perfil microbiolégico da RAR associada ao MTZ ou
ao MTZ+AMX ainda ndo haviam sido diretamente comparados, a discussao
desses resultados fica limitada; porém, o beneficio da associacao desses dois
antibiéticos na composicdo da microbiota subgengival ja havia sido sugerido
em uma populacao de pacientes fumantes (MATARAZZO et al., 2008).
Finalmente, a terapia que ofereceu as maiores vantagens terapéuticas
foi a RAR+MTZ+AMX+CLX. Alguns autores sugeriram anteriormente que 0s
efeitos positivos da RAR ou dos antibidticos sistémicos no tratamento das
periodontites podem ser potencializados com um controle meticuloso do
biofilme supragengival durante a fase ativa do tratamento, e que este controle é
fundamental para o sucesso em longo prazo do tratamento periodontal
(KORNMAN et al., 1994; CARVALHO, 2002; HAFFAJEE et al., 2003b; FERES
et al., 2009). Os resultados favoraveis da associagcdo de bochechos de CLX
durante e ap6s a fase ativa da terapia podem ser atribuidos a trés fatores
principais: 1- prevencado da migracdo de patégenos periodontais do ambiente
supragengival para as bolsas recém-raspadas, uma vez que ja estd bem
estabelecido que varias dessas espécies podem colonizar o ambiente
supragengival (XIMENEZ-FYVIE et al., 2000b; HAFFAJEE et al., 2008); 2-
reducdo da inflamacéao nos tecidos periodontais adjacentes, consequentemente
reduzindo a viabilidade de nutrientes necesséarios para a multiplicagao
bacteriana (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002; FERES et al.,, 2009); 3-
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reducdo de patdgenos periodontais em outras superficies orais, como lingua
(FAVERI et al., 2006a), saliva e mucosa oral (MAGER et al., 2003).

Por outro lado, a associacao dos dois antibiéticos empregados também
tem importante papel nos resultados benéficos encontrados. O MTZ possui
espectro de acao direcionado para bactérias anaerdbias estritas, como é o
caso dos trés patégenos do complexo vermelho. Uma hipbétese que pode
explicar o efeito sinérgico da AMX, é que por ser um antibiético de amplo
espectro, a AMX atuaria sobre quase todas as demais espécies subgengivais,
ajudando a reduzir rapidamente as contagens totais desses microrganismos.
Acredita-se que a reducdo drastica e rapida da maioria das espécies
bacterianas subgengivais seja um ponto crucial para permitir a recolonizagao
dos sitios tratados por colonizadores primarios benéficos dos complexos azul,
roxo, amarelo e verde, que por sua vez impediriam a recolonizagcao do grupo
vermelho (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005). O restabelecimento desse perfil
microbiolégico de saude periodontal poderia contribuir para a manutencao dos
resultados clinicos benéficos, obtidos inicialmente, por longos periodos.
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7. CONCLUSOES

1- A associacdo de terapias a RAR leva a alteragdes mais benéficas na
composicao da microbiota subgengival em comparagdo com a RAR somente.

2- O perfil microbiolégico mais compativel com saude é observado quando a
RAR é associada ao MTZ+CHX, MTZ+AMX e, principalmente, ao
MTZ+AMX+CLX.

3- Os beneficios microbiolégicos obtidos com a associagcao de CLX ou MTZ a
RAR sao semelhantes, porém mais discretos do que os observados nos
demais grupos teste.

4- Quimioterapicos, locais e sistémicos, melhoram os efeitos microbiolégicos da

RAR, especialmente quando usados em combinagéo, na periodontite crénica.
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ANEXOS

ANEXO A - QUESTIONARIO DE EFEITOS ADVERSOS (CAPSULAS)

Nome:

Marque um X na resposta para cada uma das perguntas
abaixo:

1) Vocé conseguiu tomar os medicamentos como |he foi
orientado ?

2) Vocé sentiu algum mal-estar devido ao medicamento
que tomou?

3) Sentiu nauseas ou vémito?

4) Teve diarréia neste periodo?
5) Sentiu algum gosto metalico na boca?

6) Sentiu dor de cabeca ou tontura?
7) Caso tenha sentido algum dos problemas das perguntas
anteriores , isso atrapalhou o seu dia-a-dia?

8) Os medicamentos provocaram mau humor ou irritagcédo?
09) Sentiu fraqueza ou falta de animo para o trabalho?

10) Teve sono excessivo devido aos medicamentos?

11) Os horarios do medicamento prejudicaram o seu dia-a-

dia?

12) Vocé tomaria os medicamentos novamente caso fosse
necessario?

Data:

/

SIM
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ANEXO B - QUESTIONARIO EFEITOS ADVERSOS (BOCHECHOS)

Mome: Data: / /

2) Sentiu sensagdo de ardéncia?

4) Sentiu alteragao de paladar?

B) Sua lingua manchou?

B) Os horarics prejudicaram seu dia-a-dia?




Anexo C - Aprovacio do Comité de Etica em Pesquisa (UnG).

 Z=UnG

CEPPE

Centro de Pés-Graduagao,
Pesquisa e Extensdo

Guarulhos, 12 de fevereiro de 2007.

Exma. Sra.
Profa. Luciene Cristina de Figueiredo

PARECER N° 15/2007

Referéncia: Aprovagao de Projeto

SISNEP/229 - ‘“Efeito clinico e microbioldgico da terapia periodontal basica associada ao
metronidazol/amoxicilina de uso sistémico e ao controle quimico (clorexidina) do biofilme supragengival em
individuos com periodontite crénica”

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos analisou o Projeto de Pesquisa de sua
autoria “Efeito clinico e microbiologico da terapia periodontal basica associada ao metronidazol/amoxicilina
de uso sistémico e ao controle quimico (clorexidina) do biofime supragengival em individuos com
periodontite crénica” - SISNEP/229, na reunido de 05.02.2007, e no uso das competéncias definidas na
Res. CNS 196/96, considerou o Projeto acima aprovado.

As orientagdes abaixo devem ser consideradas pelo Pesquisador Responsavel durante a realizagdo
da pesquisa, visando que a mesma se desenvolva respeitando os padrées éticos:

« O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, s2m penalizag&o alguma e sem prejuizo ao seu cuidado e deve receber uma
copia do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, na integra, por ele assinado.

» O pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado e descontinuar o
estudo somente apds andlise das razdes da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu
parecer, exceto quando perceber risco ou dano n&o previsto ao sujeito participante ou quando constatar
a superioridade de regime oferecido a um dos grupos da pesquisa que requeiram agao imediata.

« Eventuais modificagbes ou emendas e eventos adversos ao protocolo, devem ser apresentadas ao CEP
de forma clara e sucinta, identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas.

« Esclarecemos a necessidade da apresentagdo de relatério de’andamento até 15.08.2008 e relatério final
até 01.03.2009.

/
Ddd o
Dumara C. T. Sameshima
Vice-Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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