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RESUMO

O objetivo do presente estudo duplo-cego, placebo controlado e randomizado foi avaliar
os efeitos clinicos e microbiolégicos da raspagem e alisamento radicular (RAR)
isoladamente ou em combinagdo com metronidazol (MTZ) e amoxicilina (AMX) no
tratamento de individuos com periodontite agressiva generalizada (PAG). Foi realizado
em 30 individuos com PAG que receberam RAR isoladamente (n=15) ou combinada
com antibiéticos (n=15; 400mg MTZ e 500mg AMX trés vezes ao dia durante 14 dias).
Todos os individuos receberam instrugdo de higiene oral incluindo o uso de
enxaguatério bucal contendo clorexidina 0,12% duas vezes ao dia durante 2 meses.
Exames clinicos e microbioldgicos foram realizados no momento inicial e 3 meses pds-
terapia. Amostras de biofilme subgengival foram analisadas individualmente por meio
do Checkerboard DNA-DNA Hybridization para 40 espécies bacterianas. Ambos os
grupos apresentaram melhora em todos os parametros clinicos 3 meses apdés a terapia.
Individuos que receberam RAR+MTZ+AMX apresentaram os melhores resultados na
média de profundidade de sondagem (p<0,01) e no nivel clinico de insercao (p<0,05). A
associacao da terapia antibiética com a RAR promoveu beneficios clinicos adicionais
em comparacao a RAR isoladamente em sitios inicialmente intermediarios e profundos
(p<0,05 e p<0,01, respectivamente). A terapia de RAR+MTZ+AMX promoveu a
mudanca mais benéfica no perfil microbioldgico subgengival. Os individuos deste grupo
demonstraram redugdes significativas nos niveis e proporgdes de periodontopatdégenos
tais como Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, € um
aumento na proporcdo de bactérias compativeis com o hospedeiro. Para
complementar, a terapia de RAR+MTZ+AMX também reduziu significativamente os
niveis de Aggregatibacter actinomycetemcomitans em sitios profundos. Efeitos positivos
foram observados nos paradmetros clinicos e na composicdo da microbiota subgengival
quando o MTZ+AMX foi associado a RAR no tratamento de individuos com periodontite
agressiva generalizada, em relagdo a RAR somente.

Palavras-chave: periodontite agressiva generalizada; amoxicilina; metronidazol;

clorexidina; terapia periodontal



ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the clinical and microbiological effects of
scaling and root planing (SRP) alone or in combination with metronidazole (MTZ) and
amoxicillin (AMX) in the treatment of subjects with generalized aggressive periodontitis
(GAgP). A double-blind, placebo-controlled, randomized clinical trial was conducted in
30 subjects with GAgP. Subjects received SRP alone (n=15) or combined with
antibiotics (n=15; 400mg MTZ and 500mg AMX three times a day for 14 days). All
subjects received oral hygiene instruction including the use of 0.12% chlorhexidine
mouthrinse solution twice a day for 2 months. Clinical and microbiological examinations
were performed at baseline and 3 months post-therapy. Subgingival samples were
individually analyzed by checkerboard DNA-DNA hybridization for 40 bacterial species.
In both groups, all clinical parameters improved at 3 months. Subjects receiving
SRP+MTZ+AMX showed the greatest improvements in mean full-mouth probing depth
and clinical attachment level. The antibiotic therapies associated with SRP led to
additional clinical benefits over SRP alone in intermediate and deep sites. The
SRP+MTZ+AMX therapy led to the most beneficial changes in the subgingival microbial
profile. Subjects in this group showed significant reductions in mean counts and
proportion of periodontal pathogens such as Tannerella forsythia, Porphyromonas
gingivalis and Treponema denticola, and the greatest increase in proportions of host-
compatible species. In addition, The SRP+MTZ+AMX therapy reduced significantly
Aggregatibacter actinomycetemcomitans in deep sites. Significant advantages are
observed in clinical parameters and in the composition of the subgingival microbiota
when MTZ+AMX was associated with SRP in the treatment of subjects with generalized
aggressive periodontitis when compared with SRP alone.

Key words: generalized aggressive periodontitis; amoxicilin; metronidazole;

chlorhexidine; antibiotic therapy
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1. INTRODUCAO

As doencgas periodontais sdo um grupo de infecgdes que possuem como fator
etiolégico primario as bactérias presentes na cavidade oral, especialmente as que
colonizam as superficies dos dentes, supra e subgengivalmente, organizadas num
biofilme cuja presenca acomete as estruturas de protecdo e sustentacdo dos dentes,
levando a perda de inser¢ao, de tecido 6sseo, e eventualmente do elemento dentario
(SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994). Muitos avangos tecnolégicos nas areas da
imunologia e biologia molecular, ocorridos principalmente nas duas ultimas décadas,
facilitaram sobremaneira o entendimento da etiopatogenia das periodontites, incluindo a
microbiota patogénica relacionada a cada tipo de doenca e o perfil do hospedeiro.
Esses conhecimentos tém facilitado o direcionamento de terapias mais especificas para
cada paciente, que sendo fundamentadas nos fatores etioldégicos da infeccdo, podem
vir a trazer melhores resultados clinicos e microbiolégicos a longo prazo.

As doencas periodontais, no caso das periodontites, podem ser classificadas na
sua forma crénica e na sua forma agressiva (ARMITAGE, 1999). A Periodontite crdnica,
subdividida em localizada e generalizada, é mais prevalente em adultos. A sua
progressao pode variar de lenta a moderada e é normalmente consistente com a
presenca de fatores locais (ex.: biofilme, calculo, iatrogenias). J& a Periodontite
agressiva, também subdividida em localizada e generalizada, apresenta caracteristicas
clinicas e laboratoriais claramente identificaveis, o que a torna suficientemente diferente
da periodontite cronica (LANG et al., 1999). E uma infecgdo que acomete individuos
sistemicamente saudaveis, caracterizada por uma grande perda de inser¢do clinica
associada a uma rapida destruicdo 6ssea alveolar, atingindo normalmente individuos
jovens (TONETTI e MOMBELI, 1999; ARMITAGE, 1999; LANG et al., 1999).

A microbiota da doenca periodontal agressiva € complexa consistindo
geralmente de bactérias anaerdbias Gram-negativas, tais como Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (anteriormente denominado Actinobacillus
actinomycetemcomitans), Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella
forsythia, Campylobacter rectus, Fusobacterium ssp. e espécies de Selenomonas
(LOESCHE et al., 1985; MULLALLY et al., 2000; KAMMA et al., 2001, KAMMA et al.,
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2004; FAVERI et al., 2008). O papel de bactérias especificas, especialmente do A.
actinomycetemcomitans na doenca periodontal agressiva tem sido extensivamente
estudado (ZAMBON et al., 1983; TINOCO et al., 1997; DARBY et al., 2000; CORTELLI
et al., 2005; YANG et al., 2005). SLOTS et al. (1980), analisando por meio de cultura
microbiana, amostras de biofilme subgengival de bolsas periodontais profundas de
pacientes portadores de doenga periodontal agressiva, detectaram @ A.
actinomycetemcomitans em 9 dos 10 individuos analisados. Outros estudos detectaram
A. actinomycetemcomitans em cerca de 75 a 100% das amostras de bolsas
periodontais ativas na doencga periodontal agressiva (MANDELL e SOCRANSKY, 1981;
ZAMBON et al., 1983; CHRISTERSSON et al., 1985; ZAMBON, 1985; RUSSO et al.,
1998; LEE et al., 2003; CORTELLI et al.,, 2003; YANG et al., 2005). Embora A.
actinomycetemcomitans seja considerado como o principal patégeno na doenca
periodontal agressiva, existem algumas controvérsias na literatura (HAN et al., 1991;
LOPEZ et al., 1996; MULLALLY et al., 2000; KAMMA et al., 2001; ISHIKAWA et al.,
2002; TREVILATTO et al., 2002; TAKEUCHI et al., 2003; GAJARDO et al., 2005).
MULLALLY et al., (2000) e KAMMA et al., (2001), estudando populagbes na
Irlanda do Norte e na Grécia, respectivamente, observaram por meio da técnica do PCR
(Reacdo em cadeia da polimerase) uma baixa prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans (28% e 18,8%, respectivamente) em bolsas periodontais de
individuos com doenga periodontal agressiva localizada. Em outro estudo, HAN et al.
(1991) nao detectaram por cultura A. actinomycetemcomitans em nenhuma das 23
amostras subgengivais obtidas de individuos chineses portadores da forma agressiva
da doenca periodontal. TREVILATTO et al. (2002) estudaram uma familia brasileira com
doenca periodontal agressiva (n=14) e relataram uma baixa prevaléncia de A.
actinomycetemcomitans, questionando assim o valor do isolamento deste
microrganismo como forma de diagnostico para a doenga periodontal agressiva.
Complementando, MOMBELLI et al. (2002), em uma revisdo sistematica da literatura,
relataram que a presenga ou auséncia de A. actinomycetemcomitans nao pode ser um
parametro para diferenciar individuos com doenca periodontal agressiva daqueles com

a forma crdénica da doenca. Assim, estes estudos sugerem que outros microrganismos,
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ou entdo formas mais virulentas de A. actinomycetemcomitans podem estar associados
a etiologia da doenca periodontal agressiva.

Entre os fatores de viruléncia de A. actinomycetemcomitans destacam-se a
capacidade invasiva em células epiteliais (MAYER et al., 1999) e a producéao de duas
exotoxinas, a toxina distensora citoletal e a leucotoxina. A toxina distensora citoletal é
capaz de causar parada de ciclo celular na fase G2 levando a distensdo das células
epiteliais e fibroblastos, além de agir sobre linfocitos T (SUGAI et al., 1998; MAYER et
al., 1999). A leucotoxina, uma proteina membro da familia das RTX, é capaz de lisar
neutréfilos e mondécitos humanos, prejudicando as defesas do hospedeiro
(KOLODRUBETZ et al., 1989). A leucotoxina (ltx) é altamente virulenta ao hospedeiro,
e é expressa por um operon constituido de 4 genes assim designados na ordem de
transcricao; C (I1txC), A (ItxA), B (I1txB) e D (ItxD). A estrutura da leucotoxina é designada
ao gene A, sendo os demais genes responsaveis pela ativacao e transporte da toxina
(LALLY et al., 1989). Esta leucotoxina produzida pela cepa que possui este operon é
especifica para determinadas células, entre elas, células do sistema imune (DIRIENZO
et al., 1994). Assim sendo, a leucotoxina poderia proteger o A. actinomycetemcomitans
contra as células de defesa do sistema imune do hospedeiro (JOHANSSON et al.,
2000). A expressao da leucotoxina é regulada em muitas cepas, embora determinadas
cepas possuam uma deleg¢éao de 530 pb na regido promotora do gene, afetando assim a
sua transcricdo (BROGAN et al.,, 1994; PAJU et al., 2000). Individuos com doenga
periodontal agressiva vem demonstrando uma alta prevaléncia de cepas extremamente
leucotoxicas em comparagao a individuos com doenga periodontal crénica e individuos
saudaveis (ZAMBON et al., 1996; CORTELLI et al., 2005).

O melhor conhecimento da interacdo entre microbiota e hospedeiro, perfil
microbiolégico de cada doenca e a distribuicdo geografica, podem propiciar o encontro
de uma terapia periodontal adequada, cujos objetivos principais sdo a reducdo da
profundidade de sondagem, do sangramento a sondagem e da supuracao, bem como o
aumento do nivel clinico de insercdo, e a estabilidade desses parametros ao longo do
tempo. Os estudos cientificos demonstram que esses resultados clinicos satisfatorios
sdo atingidos quando os niveis, proporcées e percentual de sitios colonizados por
diferentes periodontopatégenos sao efetivamente reduzidos (TELES et al., 2006).
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Subseglentemente, deve-se estabelecer uma nova comunidade microbiana no biofilme
subgengival com niveis e propor¢cdes mais elevadas de microrganismos compativeis
com saude periodontal. Aparentemente, esse perfil microbiano compativel com saude é
mais facilmente instalado na cavidade oral quando a terapia empregada permite uma
rapida e drastica reducado dos patdégenos, ndo somente nos sitios profundos, mas em
toda a cavidade oral, incluindo sitios rasos e mucosas. O tratamento periodontal mais
comumente utilizado, a raspagem e alisamento radicular (RAR), apesar de ser eficaz
para uma boa parcela dos pacientes, muitas vezes nao leva as modificagdes
microbiolégicas necessarias para manter o0s beneficios conseguidos inicialmente,
estaveis a longo prazo, principalmente em individuos com doenca periodontal
agressiva. Um dos principais motivos da falta de eficacia da RAR séo dificuldades
técnicas de intervir no biofilme em areas de dificil acesso, como bifurcacoes,
concavidades radiculares e bolsas periodontais profundas. Além disso, alguns
periodontopatdgenos relacionados com a doencga periodontal agressiva tem capacidade
de invasao tecidual, o que poderia ser um foco de recolonizagdo dos sitios tratados.
Logo, com o objetivo de potencializar os efeitos da RAR, outras formas de tratamento,
como a associacao de antibidticos sistémicos, tém sido propostas no tratamento de
individuos com doenca periodontal agressiva (HERRERA et al., 2002; HAFFAJEE et al.,
2003).

Os antibidticos sistémicos parecem ter um importante papel no tratamento das
periodontites agressivas, pois muitos desses pacientes ndo respondem bem a terapia
periodontal mecanica convencional (CALIFANO et al., 2003; SLOTS et al., 2004). Duas
revisdes sistematicas avaliaram estudos sobre a utilizacdo desses medicamentos em
periodontia e sugerem que os antibioticos sistémicos potencializam os efeitos da RAR,
principalmente nos individuos com periodontite agressiva (HERRERA et al., 2002;
HAFFAJEE et al., 2003). Nove das 10 comparagdes realizadas na revisdo de Haffajee e
colaboradores mostraram que os individuos que tomaram um antibiético sistémico, em
combinagao com a RAR, tiveram um maior ganho na média de nivel clinico de insergao
em comparacao aqueles individuos que receberam RAR somente.

Os estudos clinicos controlados sobre a efetividade de antibidticos sistémicos no
tratamento periodontal tiveram inicio no final da década de 1970, com a utilizacdo da
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tetraciclina no tratamento da periodontite juvenil localizada, atualmente denominada
periodontite agressiva localizada (NOVAK et al., 1988). Posteriormente, outras
investigacdes clinicas e microbiolégicas mostraram que as tetraciclinas hidrocloridricas
ou seus derivados semi-sintéticos, como a doxiciclina e a minociclina, foram efetivas
para o tratamento da periodontite agressiva localizada (MANDELL & SOCRANSKY et
al., 1988).

Os tratamentos sempre focavam a eliminacdo ou a reducdao do A.
actinomycetemcomitans, que se acreditava ser o principal microrganismo associado
com as periodontites agressivas. Desta maneira, em 1992, van Winkelhoff e
colaboradores mostraram que a combinag¢ao do metronidazol (250mg; trés vezes ao dia
durante 7 dias) e da amoxicilina (500mg; trés vezes ao dia durante 7 dias) era efetiva
no tratamento de um grupo de individuos com doenca periodontal positivos para a
presenca de A. actinomycetemcomitans. Aparentemente, a combinagdo de um
antibiético direcionado para anaerodbios estritos (metronidazol) e outro para aerébios ou
facultativos (amoxicilina), parece ter um efeito benéfico no tratamento das periodontites
relacionadas a presenca do A. Actinomycetemcomitans, no caso, nas doengas
periodontais agressivas.

Varios estudos intervencionais sem o uso de um grupo controle foram realizados
utilizando a associacdo de amoxicilina e metronidazol no tratamento da doenca
periodontal agressiva (van WINKELHOFF et al., 1992; PAVICIC et al., 1992; GORDON
et al., 1993; WINKEL et al,1998), porém, os estudos clinicos, randomizados e placebo
controlados somente comegaram a surgir a partir de 2005 (GUERRERO et al., 2005;
XAJIGEORGIOU et al., 2006; HAAS et al., 2008). O primeiro estudo clinico placebo-
controlado foi realizado por GUERRERO et al. (2005). Os autores selecionaram
individuos com doenca periodontal agressiva generalizada, que foram divididos em dois
grupos terapéuticos: Controle- raspagem e alisamento radicular (RAR) associado a
placebo e Grupo Teste- RAR associado a amoxicilina (500mg) e metronidazol (500mg).
Um fato importante deste estudo € que o tratamento de raspagem e alisamento
radicular foi realizado em duas sessées em um intervalo de 24hs, segundo um
protocolo conhecido como “full-mouth disinfection’, além disso, nenhuma avaliacao

microbioldgica foi realizada. Os autores observaram que a combinacao de metronidazol



20

e amoxicilina levou a resultados clinicos superiores aos observados no grupo que
recebeu apenas a RAR (controle). Posteriormente, XAJIGEORGIOU et al. (2006)
compararam a efetividade de 3 diferentes terapias antibiéticas em conjunto com a RAR
no tratamento de individuos com periodontite agressiva generalizada. Quarenta e trés
pacientes participaram do estudo e foram aleatoriamente distribuidos em 4 grupos
terapéuticos: RAR somente (controle) ou em combinacdo com metronidazol e
amoxicilina (500 mg de cada antibidtico 3x/dia por 7 dias); doxiciclina (200 mg iniciais,
seguida de 100 mg/dia por 14 dias), ou metronidazol (500 mg 3x/dia por 7 dias). Foram
realizadas avaliagbes clinicas e microbioldégicas até 6 meses apds as terapias.
Amostras de biofilme subgengival foram avaliadas para a presenca de 4 patégenos, A.
actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella
forsythia. Os autores observaram que a combinag¢do de metronidazol e amoxicilina foi a
mais eficaz em reduzir o percentual de sitios com profundidade de sondagem > 6mm, e
os 4 patégenos avaliados. E interessante observar que nesse estudo, o grupo que
recebeu somente RAR foi 0 que apresentou os maiores niveis de recolonizagao pelos
periodontopatdégenos avaliados aos 6 meses pds-terapia.

Recentemente, HAAS et al. (2008) em um estudo clinico, randomizado e placebo
controlado observaram os efeitos que o0 uso sistémico de azitromicina associado a
raspagem e alisamento radicular tinham nos parametros clinicos periodontais. Foram
selecionados 24 individuos e distribuidos aleatoriamente em dois grupos terapéuticos:
RAR somente e RAR associado a azitromicina 500 mg. Os autores observaram que a
associacdo de azitromicina a terapia basica de raspagem e alisamento radicular
promoveu beneficios clinicos em um periodo de avaliagdo de 12 meses pés terapia em
individuos com doencga periodontal agressiva generalizada.

Entretanto, nenhum destes estudos clinicos randomizados e controlados, com
excecdo do estudo de XAJIGEORGIOU et al. (2006) que avaliou 4 espécies
bacterianas, pesquisou alteracbes dos niveis desses microrganismos na microbiota
subgengival em individuos com doenca periodontal agressiva generalizada que
receberam ou nao antibioticoterapia sistémica, sendo necessario mais estudos que

avaliem de forma mais abrangente as alteracdes em niveis e propor¢ao dos patégenos.
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2. PROPOSICAO

Avaliar as alteragdes clinicas e microbiolégicas promovidas pela terapia de
raspagem e alisamento radicular associada ao uso sistémico de amoxicilina e

metronidazol em individuos com doenga periodontal agressiva generalizada.
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3. MATERIAL E METODOS
3.1. Selecao da amostra

Trinta individuos portadores de periodontite agressiva generalizada que
compareceram na Clinica Odontolégica da Universidade Guarulhos foram selecionados
para a participacdo no estudo. A selecéo foi feita por um unico profissional treinado. Os
participantes foram informados dos objetivos do estudo, de seus riscos e beneficios,
incluindo os tipos de medi¢cbes clinicas, coletas e terapias. Os pacientes que
concordaram em participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido, responderam a um questionario de saude/anamnese e receberam a
terapia periodontal gratuitamente, estando de acordo com as diretrizes e normas do
Conselho Nacional de Saude (Resolugdo n° 196/96). O projeto foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos da Universidade Guarulhos
(N°156/2007 — Anexo A).

3.2. Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao
Para a inclusdo no estudo, a selecdo dos participantes respeitou os seguintes

critérios:

Voluntdrios portadores de doenga periodontal agressiva generalizada;

Idade entre 18-30 anos;

Possuir no minimo 20 dentes, excluindo-se os terceiros molares;

Minimo de 6 dentes com pelo menos 1 sitio interproximal apresentando profundidade de sondagem > Smm e nivel clinico de

inser¢do > Smm, ndo contiguos, localizados nas regides de molares e incisivos; e mais 6 dentes com as mesmas caracteristicas

clinicas localizados em outros grupos dentdrios.

Critérios de exclusiao

Os critérios de exclusao foram os seguintes:
- Fumantes;
- Pacientes gravidas ou lactantes;

- Histéria de tratamento periodontal nos ultimos seis meses;
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- Histéria de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;

- Histéria de uso de anti-sépticos bucais nos ultimos seis meses;

- Histéria de doenca sistémica que comprometa a resposta do hospedeiro ou
exija medicacgao profilatica ao tratamento;

- Relato de alergia a amoxicilina, metronidazol e clorexidina.

3.3. Delineamento do estudo

Os individuos selecionados para participar deste estudo duplo-cego foram
aleatoriamente distribuidos por meio de cara e coroa, em 2 grupos terapéuticos, cada
grupo com 15 individuos, sendo 1 grupo controle e 1 grupo teste. Para a determinacao
da amostra foi realizado calculo de poténcia para cada um dos parametros clinicos e
microbioldgicos, baseado nos resultados dos estudos de XIMENEZ-FYVIE et al. (2000);
FERES et al. (1999 e 2001) e FAVERI et al. (2006), encontrando uma poténcia
superior a 80% para uma amostragem de 15 pacientes. Os individuos foram
distribuidos nos seguintes grupos:

Controle (C): Raspagem e alisamento radicular associado a placebo;
Teste (T): Raspagem e alisamento radicular associado a amoxicilina (500mg, 3x/dia

durante 14 dias) e metronidazol (400mg, 3x/dia durante 14 dias).
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Clorexidina 0.12%

45 dias 90 dias
-14 dias 0

C (Controle): RAR + Placebo CL: Avaliacao Clinica
Teste (T): RAR+A+M M: Avaliagdo Microbioldgica

RSP: Raspagem Supragengival

IHO: Instru¢ao de Higiene Oral
RAR: Raspagem e alisamento A: Amoxicilina 500mg (3x/dia,
radicular 14dias)

CLX: Clorexidina 0,12%; 2x/dia

Figura 1. Delineamento experimental.

O protocolo experimental estd sumarizado na Figura 1. Inicialmente, todos os
pacientes receberam monitoramento clinico e microbiolégico, de acordo com o
protocolo especificado nas duas sessdes seguintes (3.4 Selecao dos sitios-teste e 3.5
Monitoramento clinico), seguido de raspagem supragengival (RSP) de todos os dentes,
remocao de tecido cariado e selamento provisério das cavidades, desgaste de
restauragbes em excesso, curativos endoddnticos e exodontias. Como instrugao de
higiene oral, todos os voluntarios foram orientados a utilizar o0 mesmo dentifricio
contendo triclosan/gantrez (Colgate Total®, Anakol Ind. Com. Ltda- Kolynos do Brasil -
Colgate Palmolive Co, Sao Bernardo do Campo, SP, Brazil), e receberam escovas
Colgate Professional suave (Anakol Ind. Com. Ltda- Kolynos do Brasil - Colgate
Palmolive Co, Sao Bernardo do Campo, SP, Brazil) e interdentais HB-Bitufo
(Aromaterapia Ind. Com. Ltda., Rua Campos Sales, 953/963, Valinhos, SP, Brasil) nos
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didmetros indicados aos espacos entre os dentes. A terapia basica de raspagem e
alisamento radicular (RAR) foi realizada de 4 a 6 sessées e finalizada, em 14 dias no
maximo. Os individuos dos 2 grupos experimentais (controle e teste) foram orientados a
realizar bochechos com clorexidina 0,12% 2x/dia. O controle quimico do biofilme
supragengival foi iniciado em conjunto com a terapia de RAR e prosseguiu por um
periodo de 45 dias poés-terapia. Os pacientes foram monitorados clinica e
microbiologicamente no inicio e aos 90 dias pds-terapia.

Devido a caracteristica duplo-cego do estudo os profissionais responsaveis pelo
tratamento e os individuos participantes néo tiveram conhecimento sobre a terapia
periodontal recebida. Além disto, o profissional que realizou os exames clinicos e

microbiolégicos ndo foi 0 mesmo que realizou os procedimentos terapéuticos.

3.4. Selecao dos sitios-teste

Foram selecionados 9 sitios em cada voluntario, distribuidos uniformemente de
acordo com a profundidade de sondagem inicial nas seguintes categorias de bolsa (3
sitios por categoria): rasas (PS< 3mm), moderadas (PS 4-6 mm), e profundas (PS=
7mm). Estes sitios deveriam estar localizados em faces dentais interproximais nao-
contiguas, e preferencialmente distribuidos entre os 4 quadrantes. Sitios localizados em
dentes com proteses, lesdo de carie extensa e/ou lesdo endo-periodontal ndo foram
utilizados. Amostras de biofilme subgengival foram coletadas no inicio e 90 dias pos-
terapia.

3.4.1. Coleta das amostras de biofilme subgengival

Ap6s a remocao da placa supragengival, a coleta de amostras de biofilme
subgengival foi feita com curetas Gracey do tipo mini-five (HuFriedy, USA),
posicionadas na por¢cdo mais apical dos sitios selecionados. As amostras foram
depositadas em tubos plasticos individuais contendo 150 ul de solugdo TE (10 mM Tris-

HCI, 0,1mM EDTA, pH 7,6) e em seguida foram acrescidos 100 ul de solucao de NaOH
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a 0,5 M a essa suspensao bacteriana para que o DNA bacteriano ficasse viavel por
longos periodos de tempo, para a analise por meio da técnica do Checkerboard DNA-
DNA Hybridization. Os tubos foram identificados e armazenados a -20°C em um

periodo maximo de 3 meses até serem analisados.

3.5. Monitoramento clinico

O monitoramento clinico foi realizado no momento inicial (-14 dias) e 90 dias
apods o término da terapia de RAR por meio de sondas periodontais manuais (PCPUNC
- BR15, HuFriedy do Brasil, RJ, Brasil). Um examinador foi treinado e calibrado com o
objetivo de se conseguir a melhor reprodutibilidade nas medicées realizadas. A
metodologia utilizada para a calibragéo foi preconizada por Araujo et al. (2003) onde se
avaliou o erro padrdao 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 insergao). O e.p.m e e.m.p intra-examinador demonstrou que o examinador obteve
e.p.m. de 0,13mm e 0,17mm para a profundidade de sondagem e nivel clinico de
insercdo respectivamente. Esses valores de e.p.m. indicam uma reprodutibilidade
aceitavel dentro dos parametros de pesquisa clinica periodontal. Para as variaveis
categoricas (indice de placa visivel e indice de sangramento gengival), considerando
somente a presenga ou a auséncia do parametro clinico, foi realizada a média do nivel
de concordancia e o examinador apresentou uma concordancia intra-examinador igual
a 92% (Teste Kappa).

As mensuracdes clinicas foram realizadas em 6 sitios por dente (mesiovestibular,
vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual, distolingual), em todos os dentes
(exceto terceiros molares). Os seguintes parametros clinicos foram avaliados:

* Indice de Placa Visivel — IPV (AINAMO e BAY, 1975): Observou-se a presenca ou
auséncia de placa dentaria supragengival visivel, apds lavagem e secagem dos dentes.
A auséncia de placa recebeu o escore 0 (ndo-visivel) e a presenca de placa recebeu o
escore 1 (visivel).

* Indice de Sangramento Gengival — ISG (AINAMO e BAY, 1975): Observou-se a

presenca ou auséncia de sangramento na gengiva marginal apds percorrer levemente
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com a sonda periodontal ao longo do sulco gengival. A auséncia de sangramento
recebeu o escore 0 e a presencga de sangramento recebeu escore 1.

* Profundidade de Sondagem — PS: Distancia em milimetros, entre a margem gengival
livre e a porcao mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal.

* Nivel Clinico de Insercdo — NCI. Distancia em milimetros, entre a juncdo esmalte-
cemento e a por¢do mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal.

* Sangramento a Sondagem — SS: Presencga (escore 1) ou auséncia (escore 0) de
sangramento até 20 segundos ap6s a sondagem com sonda periodontal milimetrada.

* Supuracdo — SUP: Presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de supuracao até 20
segundos apds a sondagem com sonda periodontal milimetrada.

3.6. Procedimentos terapéuticos

3.6.1. Terapia periodontal basica

Ap6s o exame clinico e coleta do biofiime subgengival para analise
microbioldgica, os individuos foram submetidos a raspagem supragengival (RSP) e
instrucdes de higiene oral (IHO). Em seguida, receberam 4 a 6 sessdes de raspagem e
alisamento radicular (RAR) com curetas Gracey, numeros 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hu-
Friedy, Chicago, EUA), que tiveram duracao de aproximadamente 1 hora dentro dos 14
dias de terapia antibidtica. O tratamento periodontal recebido foi gratuito durante toda
a duragédo do estudo. As outras necessidades de tratamento odontolégico, quando
observadas, foram encaminhadas as demais disciplinas da Clinica de Odontologia da
Universidade Guarulhos.

3.6.2. Bochechos com solucao de clorexidina a 0,12%

Individuos dos grupos Controle e Teste receberam RAR e o controle quimico
com solugao contendo clorexidina 0,12% combinados ou ndo com o uso de antibiéticos.
Os voluntarios iniciaram o uso adjuvante do controle quimico em conjunto com a RAR

prosseguindo por 45 dias apds a terapia periodontal basica. Os voluntarios foram
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orientados a bochechar 15 ml da solucdo duas vezes ao dia (manha e noite), por 1
minuto, como proposto por FAVERI et al. (2006b). Foi recomendada a ndo-ingestao de
alimentos solidos ou liquidos nos 30 minutos subseqlentes aos bochechos, sendo que
0os mesmos deveriam ser realizados 40 minutos depois da escovacao dentaria, para
que nao ocorressem interacées quimicas entre os componentes fltor e Lauril Sulfato de
Sodio (LSS) com o digluconato de clorexidina, diminuindo assim a efetividade do
mesmo (BARKVOLL et al., 1989; OWENS et al., 1997; FAVERI et al., 2006b).

3.6.3. Aderéncia ao tratamento

Os medicamentos foram manipulados especialmente para esta pesquisa, na
Farmacia de Manipulacdo Ervanario (Maringa, PR), com capsulas de antibiéticos e
placebo (talco farmacéutico) da mesma coloragao e tamanho, estocados em frascos
leitosos com 21 unidades cada, devidamente codificados e entregues ao coordenador
do estudo. A Clorexidina foi colocada em frascos de 210 ml, quantidade suficiente para
uma semana. Todos os medicamentos foram fornecidos gratuitamente aos pacientes,
que foram instruidos a relatar eventuais efeitos colaterais ao coordenador, e ao término
do periodo de administracdo dos medicamentos/placebo, os individuos responderam a
um questionario de possiveis reagdes adversas (anexo B), e ao final dos 45 dias, outro
para o enxaguatério (anexo C).

A aderéncia e a motivagado do paciente sdo de suma importancia para 0 sucesso
do tratamento e obtencao de dados confiaveis (GUERRERO et al., 2007; HUGOSON et
al., 2007), e neste estudo, houve um acompanhamento via telefone realizado por um
aluno de iniciagao cientifica durante o periodo de terapia antibidtica, e os pacientes
traziam os frascos vazios para a troca do enxaguatério e confirmacao do término das

capsulas.
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3.7. Monitoramento microbioldgico

3.7.1. Analise microbiolégica por meio da técnica do Checkerboard DNA DNA
Hybridization (SOCRANSKY et al., 1994)

As suspensdes contendo as amostras de biofilme bacteriano coletado foram
fervidas em banho-maria por 10 min e em seguida neutralizadas pela adicao de 0,8 ml
de 5 M de acetato de amdnia. Com isso, as células bacterianas foram lisadas e 0 DNA
ficou suspenso na solugcdo. Cada suspensado do biofilme contendo DNA livre foi
depositada nas fendas do “Minislot 30” (Immunetics, Cambridge, MA, USA) e o DNA
ficou aderido a membrana de nylon (15 X 15 cm) com carga positiva (Boehringer
Mannheim, Indianapolis, IN, USA). A membrana foi removida do aparato € o DNA
depositado foi entdo fixado na mesma por aquecimento em forno a 120°C por 20 min.
As duas ultimas canaletas do “Minislot 30” abrigaram solu¢des controle, contendo uma
mistura das espécies de microrganismos que serao investigados pelas sondas de DNA,
em duas concentragdes, 10° e 10° células bacterianas (Figura 2 ).

3.7.2. Hibridizacao das membranas com as sondas de DNA:

Apos a fixacdo do DNA nas membranas, essas foram pré-hibridizadas a 42°C por
1 hora numa solugédo de 50% formamida, 1% caseina, 5 X SSC, 25 mM de fosfato de
sodio (pH 6.5) e 0.5 mg/ml de RNA de levedura. Em seguida, cada membrana foi
colocada sob a placa acrilica do “Miniblotter 45" (Immunetics, Cambridge, MA, USA)
com as linhas contendo o DNA fixado perpendiculares as 45 canaletas desse
“Miniblotter 45” (Figura 3).
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Figura
Representagéo grafica do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e resumo da
preparacao e colocacado das amostras de biofilme subgengival na membrana de nylon
(técnica checkerboard DNA-DNA hybridization).
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solucao tampao SSC 0.4M a 65°C por
40 min

Membrana de nylon
[ ]

N Anticorpo anti-digoxigenina conjugado

a fosfatase alcalina 1:10.000

!

Deteccao por quimioluminescéncia com
CDP-Star™ Detection Reagent

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

As sondas de DNA foram confeccionadas usando o ‘random primer digoxigenin
labeling Kit” (Boehringer Mannheim). Sondas de DNA especificas para 40 espécies
foram usadas nesse estudo (Tabela 1). Anteriormente ao seu uso, as sondas foram
testadas com uma mistura controle contendo as espécies investigadas, numa
concentracdo de 10* células bacterianas. Suas concentragdes foram ajustadas de tal
modo que a intensidade dos sinais de todas as sondas ficasse semelhante. Cada
canaleta do “Miniblotter 45” foi entdo preenchida com 130 ul de uma determinada
sonda, contida numa solucao de hibridizacdo (45% formamida, 5 X SSC, 20 mM de
fosfato de sédio (pH 6.5), 0.2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano,
1% caseina e 20 ng/ml de sonda de DNA). As sondas hibridizaram perpendicularmente
as linhas contendo o DNA bacteriano fixado, propiciando um formato de xadrez com as
linhas de DNA, horizontais, € as sondas, verticais. O aparato, contendo as membranas,
foi colocado dentro de um saco plastico para evitar a desidratacdo das mesmas. A
hibridizagdo das membranas com as sondas ocorreu a 42°C, durante um periodo

minimo de 20 horas.
3.7.4. Deteccao das espécies:

Apé6s hibridizagdo com as sondas, as membranas foram removidas do
“Miniblotter 45” e lavadas por 5 minutos em temperatura ambiente, seguido de duas
lavagens de 20 minutos, a 65°C, numa solucao adstringente (0.1 X SSC, 0.1% SDS), a
fim de remover sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida, as
membranas ficaram imersas por 1 hora numa solugdo contendo 0,1 M &cido maleico,
3M NaCl, 0,2 M NaOH, 0,3% Tween 20, 0,5% caseina, pH 8,0, e por 30 minutos na
mesma solucdo contendo o anticorpo anti-digoxigenin conjugado a fosfatase alcalina
(Boehringer Mannheim), numa diluicao de 1/25.000 (ENGLER-BLUM et al., 1993). As
membranas foram entdo lavadas com uma solugdo de 0.1 M &cido maleico, 3 M NaCl,
0.2 M NaOH, 0.3% Tween 20, pH 8.0, 2 vezes por 20 minutos, € uma vez por 5 minutos
em 0.1 M Tris HCI, 0.1 Na ClI, 50 mM MgCl,, pH 9.5. Em seguida, as membranas foram
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Tabela 1. Relacdo das cepas empregadas para a confeccdo das sondas de DNA
separadas por complexos bacterianos (SOCRANSKY et al., 1998).

Espécies Cepas Espécies Cepas
Complexo Azul
Actinomyces gerencseriae 238607 Fusobacterium nucleatum ssp. 25586°
Actinomyces israelii 121022 nucleatum
Actinomyces naeslundii | 12104% Fusobacterium nucleatum ssp. 10953%
Actinomyces naeslundii Il 43146° polymorphum
Complexo Roxo Fusobacterium nucleatum ssp. 492567
Actinomyces odontolyticus 17929° vincentii
Veillonella parvula 10790? Fusobacterium periodonticum 33693°
Parvimonas micra 33270°
Streptococcus gordonii 10558° Prevotella intermedia 256112
Streptococcus intermedius 27335° Prevotella nigrescens 33563%
Streptococcus mitis 49456° Streptococcus constellatus 27823°
Streptococcus oralis 35037° Complexo Vermelho
Streptococcus sanguinis 105562 Tannerella forsythia 43037°
Complexo Verde Porphyromonas gingivalis 332772
Aggregatibacter 43718° Treponema denticola B1®
actinomycetemcomitans ae b 29523%
Capnocytophaga gingivalis 336242 Outras Espécies
Capnocytophaga ochracea 335967 Eubacterium saburreum 332712
Capnocytophaga sputigena 33612° Gemella morbillorum 27824°
Eikenella corrodens 23834% Leptotrichia buccalis 14201°
Neisseria mucosa 19696°
Campylobacter gracilis 33236° Prevotella melaninogenica 25845°
Campylobacter rectus 33238 Propionibacterium acnes | e Il 11827%
11828°
Campylobacter showae 51146° Selenomonas noxia 435412
Eubacterium nodatum 33099° Streptococcus anginosus 333972
Treponema socranskii s1°

@ ATCC (American Type Culture Collection), ® Forsyth Institute.
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incubadas em uma solugéo detectora, Lumi Phos 530 (Lumigen, Southfield, MI, USA),
por 45 minutos a 37°C. Finalmente, as membranas foram colocadas num cassete sob
um filme radiografico (KodaK X-OMAT) por aproximadamente 40 minutos, e os filmes
revelados logo em seguida (fig. 4).
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Figura 4. Representacdo esquematica do padréo de hibridizagdo entre as bactérias

presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica checkerboard DNA-
DNA hybridization).

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um Unico examinador treinado,
da seguinte forma: cada sinal produzido por uma determinada sonda na amostra de
biofilme foi comparado em intensidade, ao sinal produzido pela mesma sonda nos dois
controles contendo 10° e 10° bactérias. O nimero 0 foi registrado quando nao houve

deteccdo do sinal; 1 equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de 10° células;
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2 equivaleu a 10° células; 3, entre 10° e 10° células; 4 a 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.

Tabela 2. indice utilizado para a determinagdo dos niveis dos microrganismos nas

amostras de biofilme subgengival.

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 N&o 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

3.8. Analise estatistica

3.8.1. Monitoramento clinico

A média das medidas clinicas de profundidade de sondagem e nivel clinico de
insercao, 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. As diferengas dentro de cada
grupo, entre os tempos experimentais foram avaliadas utilizando o teste Wilcoxon. O
teste Mann—-Whitney foi utilizado para examinar diferengas entre os 2 grupos
terapéuticos nos dois tempos. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%
(p<0,05).
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3.8.2. Monitoramento microbiolégico

Os dados microbioldgicos da analise das 40 espécies bacterianas em 9 amostras
de biofilme subgengival por individuo foram expressos de 3 maneiras: contagens
(niveis), % de contagem das sondas de DNA (proporcédo) e % de sitios colonizados
(prevaléncia). Todos os dados iniciais (niveis, proporcdes e prevaléncia) foram
analisados pelo teste de Mann—-Whitney para detectar possiveis diferencas significantes
entre os 2 grupos terapéuticos.

Para comparar os niveis médios de cada uma das espécies bacterianas, 0s
dados foram expressos como contagem x 10° células em cada sitio e foram avaliados
por individuo e depois entre individuos, dentro de cada grupo, em cada tempo do
estudo. De maneira semelhante, a proporcéo e a prevaléncia de cada espécie foram
computadas para cada sitio, depois foram calculadas as médias entre os sitios em cada
individuo, e entao entre os individuos de um mesmo grupo terapéutico em cada tempo
experimental. Diferencas nos niveis médios ou nas proporcées de microrganismos
dentro de cada grupo, entre o inicio do estudo e 90 dias pds-terapia, foram avaliadas
por meio do teste Wilcoxon. Todas as analises foram realizadas utilizando ajustes para
comparagdes multiplas, considerando p < 0,00125 (p < 0,05), como proposto por
SOCRANSKY et al. (1991).

A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados clinicos

As caracteristicas epidemiolégicas e as médias dos parametros clinicos
observados no exame inicial, nos 2 diferentes grupos de tratamento, controle (n=15) e
teste (n=15) estao apresentadas na Tabela 3. Os resultados demonstram que 0s grupos
eram homogéneos em relacdo aos parametros clinicos, visto que ndo apresentaram

diferencas estatisticas no exame inicial.

Tabela 3. Média (*DP) dos parametros clinicos, no exame inicial, para os individuos nos 2

= — grupos
rupos terapéuticos Al
(RAR + CLX) (RAR + M+ A + CLX) terapeuticos.
Variaveis n=15 n=15
Género (proporgao M/F) 4/11 9/6
Idade (anos) ' 27,643,56 26,8+3,95
PS (mm) ' 4,15+0,58 4,27+0,73
NCI (mm) 4,22+0,49 4,49+0,85
% sitios
PV T 62,75+22,4 61,35+19,8
ISG' 23,7+20,4 37,32+27,2
ss' 63,8621,3 77,79+19,7
RAR: + Raspagem e
Alisamento Sup 3,789,3 1,8343,8 Radiculares;
CLX: Clorexidina

0,12%; M: Masculino; F: Feminino; PS: Profundidade de Sondagem; NCI: Nivel Clinico de
Insergéo; IPV: Indice de Placa Visivel; ISG: Indice de Sangramento Gengival; SS:
Sangramento a Sondagem; Sup:Supuracgao.

T Teste Mann-Whitney(p>0,05).

A Tabela 4 compara os diferentes tratamentos na avaliagao clinica periodontal de
90 dias. Existem diferencas estatisticas entre o grupo teste e o grupo controle em
relacdo a média de profundidade de sondagem. A média de sitios apresentando placa
visivel, sangramento gengival, sangramento a sondagem e supuragdo e a média do
nivel clinico de insercao nao apresentaram diferengas entre os grupos terapéuticos.
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Tabela 4.Média (+DP) dos paréametros clinicos, no exame de 90 dias pos-terapia, para os
individuos nos 2 grupos terapéuticos.

RAR:
Alisamento
CLX:

0,12%:; PS:
Profundidade
Sondagem;
Clinico de
IPV: Indice
Visivel; ISG:

Grupos terapéuticos

(RAR + CLX) (RAR + M+ A + CLX)
Variaveis n=15 n=15
PS (mm) * 3,23+0,64 2,66+0,35
NCI (mm) 3,50+0,54 3,19+0,55
% sitios
IPV 34,831+16,5 34,34+15,0
ISG 5,0+6,5 3,8+0,40
SS 12,5+11,7 12,2+13,0
Sup 0,17+0,07 0+0

Sangramento Gengival; SS: Sangramento a Sondagem; Sup : Supuracao.

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

Raspagem e
Radicular;
Clorexidina

de

NCI: Nivel
Insergao;

de Placa

Indice de

A Figura 5 mostra a média dos parametros clinicos analisados (indice de placa

visivel, indice de sangramento gengival, sangramento a sondagem, supuracao,

profundidade de sondagem e nivel clinico de inser¢cdo) nos diferentes grupos

terapéuticos, em todos os tempos de avaliacdo (consulta inicial e 90 dias pds-terapia).

As duas modalidades de tratamento levaram a uma reducgdo significativa na média dos

parametros clinicos periodontais ao final do tempo de avaliagéo (Teste de Wilcoxon).
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A Figura 6 mostra as alteragbes ocorridas entre a consulta inicial e 90 dias
pbs-terapia, nas médias dos parametros de profundidade de sondagem e nivel
clinico de insercao (milimetros) e na média do percentual de sitios apresentando
sangramento a sondagem, nos 2 grupos terapéuticos. Ambas terapias
proporcionaram reducdes nas médias dos parametros avaliados, sendo que o
grupo teste mostrou uma média de reducao da profundidade de sondagem e do
nivel clinico de insercao significativamente maior do que o grupo controle aos 90
dias, para os parametros de profundidade de sondagem e nivel clinico de

insercao.

-251

0,757 -50 1

A —| | e

B RAR + CLXHRAR + M + A + CLX

Figura 6. Alteracbes nas médias de profundidade de sondagem, nivel clinico de
insercao e média do percentual de sangramento a sondagem ocorridas entre a
consulta inicial e 90 dias pos-terapia nos 2 grupos terapéuticos.

RAR: Raspagem e Alisamento Radicular; CLX: Clorexidina; M:
Metronidazol;

A: Amoxicilina. Teste Mann-Whitney: diferencas entre os tratamentos (*p<0,05;
**p<0,01).

Para um melhor entendimento do efeito das diferentes terapias e para
permitir comparagdes mais claras entre 0os 2 grupos, os sitios foram divididos em
categorias baseadas nos valores iniciais de profundidade de sondagem em
bolsas moderadas (PS 4-6mm) e profundas (PS > 6mm). A Figura 7 mostra as
alteragdes ocorridas entre a consulta inicial e 90 dias pds-terapia, nas médias dos
parametros de profundidade de sondagem e nivel clinico de insercao (milimetros)
nos 2 grupos terapéuticos para a categoria de bolsas inicialmente intermediarias e

90 dias
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profundas. Considerando os 2 grupos terapéuticos, ambas as categorias de bolsas

mostraram uma reducdo estatisticamente significante na média de profundidade

de sondagem e nivel clinico de insercao aos 90 dias pds-terapia, com excecéo do

nivel clinico de insergao nas bolsas inicialmente intermediérias.

PS
4 — 6mm

-2,00

PS 0

> 6mm

-2,00

-4,00 -

Profundidade de sondagem

mm

-1,00

-2,001

mm 0

-2,00

-4,007

1

A —

ERAR + CLXERAR+ M+ A+ CLX

Nvel clinico de insergao

1L

P — |

Figura
7.
Alterag
oes
nas
médias
de
profund
idade

de sondagem e nivel clinico de inser¢do ocorridas entre a consulta inicial e 90 dias
pds-terapia nos 2 grupos terapéuticos. Teste Mann-Whitney: diferencas entre os
tratamentos (*p<0,05; **p<0,01). RAR:Raspagem e Alisamento Radicular; CLX:
Clorexidina; M: Metronidazol; A: Amoxicilina

A Figura 8 apresenta a alteragcao na média individual do nivel clinico entre o

inicio do estudo e 90 dias poOs-terapia para os 2 grupos terapéuticos. Podemos

observar que apenas um individuo do grupo controle perdeu inser¢ao 90 dias pds-

terapia e onze dos quinze individuos do grupo teste ganharam insergcéo clinica

acima do valor da mediana (1,05 mm) correspondente a alteragao ocorrida dentre

todos os individuos do estudo.
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4.2. Resultados microbioldgicos

Os niveis médios, proporcoes e prevaléncia das 40 espécies bacterianas
avaliadas nos dois grupos terapéuticos nao diferiram significativamente no inicio
do estudo.

A Figura 9 apresenta a média de contagem (x10° + desvio padréo) das 40
espécies subgengivais no inicio do estudo e aos 90 dias pds-terapia para os 2
grupos terapéuticos. As espécies foram agrupadas de acordo com 0s complexos
descritos por SOCRANSKY et al. (1998). De um modo geral, ambas terapias
utilizadas levaram a uma redugdo da contagem dos patégenos do complexo

vermelho, porém, apenas o grupo que recebeu a combinacao dos 2 antibidticos
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reduziu significativamente as 3 espécies deste complexo. Os niveis (contagem
x10° + desvio padrdo) de T. forsythia passaram de 48,2+25,9 para 10,6+12,1
(p<0,05) no grupo C; de 39,0+£19,3 para 0,3+0,7 (p<0,05) no grupo Teste; P.
gingivalis passaram de 40,9+28,4 para 2,4+3,6 (p<0,05) no grupo C, de 39,9+19,3
para 1,2+1,5 (p<0,05) no grupo Teste; e T. denticola passaram de 12,5+16,4 para
1,943,1 (p>0,05) no grupo C, de 9,5+8,1 para 1,9+4,6 (p<0,05) no grupo Teste. A
contagem de 5 espécies do complexo laranja foram significativamente reduzidas
no grupo teste (Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum e Fusobacterium
nucleatum ss. nucleatum,, Parvimona micra e Prevotella intermedia) e apenas 1
espécie no grupo controle (E. nodatum). As contagens da maioria das espécies
consideradas benéficas dos grupos roxo, amarelo, verde, e espécies de
Actinomyces ndo foram afetadas apds as terapias, com excecado para
Capnocytophaga sputigena que apresentou uma reducdo significativa para o
grupo teste e para o Actinomyces naeslundii 2 que apresentou um aumento
significativo para ambos os grupos (p<0,05).

A média da proporcédo das sondas de DNA das 40 espécies subgengivais
no inicio do estudo e 90 dias péds-terapia esta apresentada na Figura 10.
Mudancgas substanciais ocorreram nas propor¢cdes das 3 espécies do complexo
vermelho em ambos os grupos (p<0,05). As variagdes entre o inicio do estudo e
90 dias pés-terapia foram as seguintes: T. forsythia passou de 19,6+13,1% para
4,816,0% (p<0,05) no grupo Controle; de 15,6+10,2% para 1,3%£1,5% (p<0,05) no
grupo Teste; P. gingivalis passou de 15,6+10,2% para 1,3+1,5% (p<0,05) no grupo
C, de 16,0+8,4% para 1,8+3,8% (p<0,05) no grupo Teste; e T. denticola passou de
4,11£3,3% para 0,8+0,98% (p<0,05) no grupo Controle e de 3,5+2,5% (p<0,05)
para 0,9+2,1% no grupo Teste (p<0,05). Além disso, 4 espécies do complexo
laranja: C. rectus, E. nodatum e F. nucleatum SS. nucleatum, e P. intermedia,
tiveram suas proporgdes reduzidas significativamente no grupo Teste, e apenas 1
espécie do complexo laranja, E. nodatum, foi reduzida no grupo Controle. Em
contrapartida, 4 espécies relacionadas com saude gengival tiveram suas
proporgdes aumentadas no grupo Teste, A. naeslundii 2, Actinomyces
odontolyticus, Veillonella parvula e Streptococcus sanguinis; e trés espécies
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tiveram suas proporcbes aumentadas no grupo controle, A. naeslundii 2,
Streptococcus gordonii e S. sanguinis.

A Figura 11 apresenta as propor¢cdes dos complexos microbianos no inicio
e aos 90 dias pos-terapia nas amostras de biofilme subgengival dos individuos dos
2 grupos terapéuticos. As areas dos graficos foram ajustadas para refletir a
contagem total de microrganismos em cada grupo terapéutico, nos 2 tempos
experimentais. As espécies foram agrupadas de acordo com os complexos
microbianos propostos por SOCRANSKY et al. (1998). Pode-se observar que as
proporcoes dos diferentes complexos microbianos foram semelhantes no inicio do
estudo sem diferencgas estatisticas entre os 2 grupos experimentais. Os complexos
presentes em maiores proporcées no inicio do estudo foram o vermelho € o
laranja. Ambas terapias levaram a uma redugéao significativa nas propor¢des do
complexo vermelho, sendo que essa reducao foi ainda mais marcante no grupo
Teste (33,8% para 2,8%, p<0,001) do que no grupo Controle (37,2% para 8,15%,
p<0,05). Ja a proporcdo do complexo laranja foi afetada somente para o grupo
Teste. As propor¢cées dos complexos considerados benéficos, roxo, amarelo, e
das espécies Actinomyces, representados em azul, aumentaram

significativamente apos as terapias.
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Figura 10. Perfil microbiano das médias de proporcédo das sondas de DNA das 40 espécies bacterianas presentes nas
amostras de biofilme subgengival no inicio do estudo e 90 dias pds-terapia, nos dois grupos terapéuticos.

RAR: Raspagem e Alisamento Radicular; M: Metronidazol; A: Amoxicilina; CLX: Clorexidina 0,12%. Os resultados foram
ajustados para comparacoes multiplas. Teste Wilcoxon (*p<0,05).
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Figura 11. Proporg6es dos complexos microbianos no inicio do estudo e 90 dias pds-terapia nas amostras de biofilme
subgengival dos individuos dos dois grupos terapéuticos. A cor verde claro caracteriza a proporcao individual do A.
actinomycetemcomitans. As areas dos graficos foram ajustadas para refletir a quantidade total de microrganismos em
cada grupo terapéutico, nos dois tempos experimentais. RAR: Raspagem e Alisamento Radicular; CLX: Clorexidina
0,12%; M: Metronidazol; A: Amoxicilina. Teste Wilcoxon (*p<0,05). Letras diferentes indicam diferencas
existentes entre os grupos (Mann-Whitney).
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De modo geral as duas terapias utilizadas levaram a uma reducéo,
embora ndo significativa, na contagem e na proporcdo de A.
actinomycetemcomitans apés o término da terapia inicial (Figuras 9 e 10). Para
um melhor entendimento do efeito das diferentes terapias e para permitir
comparagoes mais claras entre os 2 grupos em relagao os niveis de contagem
do A. actinomycetemcomitans, os sitios foram divididos em categorias
baseadas nos valores iniciais de profundidade de sondagem em bolsas rasas
(PS<3mm), bolsas moderadas (PS 4-6mm) e profundas (PS > 6mm). A Figura
12 apresenta a média de contagem x 10° de A. actinomycetemcomitans, em
sitios inicialmente rasos, intermediarios e profundos para ambos 0s grupos
terapéuticos. Ambas as terapias levaram a uma reducao na contagem de A.
actinomycetemcomitans em todas as categorias de profundidade de
sondagem, entretanto esta reducdo foi significativa apenas para as bolsas
inicialmente profundas (p<0,05).

PS<3mm PS 4-6 mm PS>6mm

O I N ] "

-2,5- - -

| 1
RAR+CLX RAR+M+A+CL
Figura 12. Alteracées de reducdo na média de contagem x 10° de A.
actinomycetemcomitans, em  sitios inicialmente rasos (PS<3mm),
intermediarios (PS 4-6mm) e profundos (PS>6mm) para ambos os grupos
terapéuticos.
Teste Mann-Whitney: diferencas entre os tratamentos (*p<0,05)
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5. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou os efeitos da RAR, associada ou nao ao
metronidazol e a amoxicilina, em um grupo de individuos sistemicamente
saudaveis com periodontite agressiva generalizada. O crescente interesse em
se definir terapias periodontais mais efetivas para individuos com doenca
periodontal agressiva estd relacionado ao fato desses individuos néo
responderem satisfatoriamente as terapias mecanicas tradicionais, como a
RAR isoladamente (CALIFANO et al., 2003; SLOTS et al., 2004). Além das
limitagbes préprias aos fatores que dificultam a instrumentagao, tais como a
anatomia dentaria, concavidades, e regiao de bi e tri-furcagdes, bolsas estreitas
e profundas, estudos demonstraram que individuos com doenga periodontal
agressiva generalizada possuem niveis e proporcdes elevados de A.
actinomycetemcomitans e P. gingivalis, quando comparados a individuos com
saude periodontal (MANDELL & SOCRANSKY, 1981; YANG et al., 2005) ou
quando comparados a individuos com doenca periodontal crénica (ZAMBON et
al., 1996; CORTELLI et al., 2005; YANG et al., 2005). MOMBELLI et al. (1994)
observaram que a RAR isoladamente n&o conseguia eliminar ou reduzir
significativamente estes microrganismos no ambiente subgengival, uma vez
que ambos possuem capacidade de invasao celular. Com o objetivo de obter
melhores resultados alguns pesquisadores propuseram a associagdo de
metronidazol e amoxicilina no tratamento de pacientes que eram positivos para
a presenca de A. actinomycetemcomitans e P. gingivalis (MANDELL et al.,
1987; NOVAK et al, 1988). Van WINKELHOFF et al. (1989) observaram que
essa associacao antibiotica conjugada a terapia de raspagem e alisamento
radicular apresentava bons resultados contra o A. actinomycetemcomitans em
individuos que tinham altos niveis e proporcées deste patdégeno, algo que
ambos os antibiéticos isolados néo conseguiam (PAVICIC et al., 1992; WINKEL
et al., 1998). Aparentemente, a combinagdo de um antibiético direcionado para
anaerobios estritos (metronidazol) e outro para aerdbios ou facultativos
(amoxicilina), parece ter um efeito benéfico no tratamento destes individuos.
Partindo do principio que individuos com doenca periodontal agressiva
apresentavam uma forte colonizacao pelo A. actinomycetemcomitans, varios

estudos intervencionais sem o uso de um grupo controle foram realizados
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utilizando a associagao de amoxicilina e metronidazol no tratamento da doenca
periodontal agressiva (MANDELL & SOCRANSKY, 1988; van WINKELHOFF et
al., 1992, PAVICIC et al., 1992; GORDON et al., 1993). Entretanto, os estudos
clinicos randomizados placebo controlados somente foram realizados
recentemente (GUERRERQO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al., 2006). Apesar
das terapias de RAR associada ao metronidazol e amoxicilina terem sido
apontadas como promissoras no tratamento periodontal de individuos com
doenga periodontal agressiva generalizada, nenhum estudo até o momento
havia comparado de uma forma abrangente os efeitos microbiolégicos desta

associacao.

5.1. Aspectos clinicos periodontais

Apesar de ambas as terapias terem levado a uma reducédo significante
nas médias de boca toda dos parametros de PS e NCI, e no percentual de
sitios exibindo sangramento a sondagem (Figura 6), o grupo que recebeu a
associacao da RAR com antibiéticos sistémicos como parte da terapia mostrou
as maiores redugdes nesses parametros. Nossos resultados corroboram com
outros estudos que também sugeriram efeitos clinicos benéficos adicionais a
RAR quando individuos com periodontite agressiva generalizada foram
tratados com a associacdo de metronidazol e amoxicilina sistémicos
(GUERRERQO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al., 2006; MOREIRA & FERES-
FILHO, 2007, KANER et al., 2007).

GUERRERO et al. (2005) e XAJIGEORGIOU et al. (2006) avaliaram os
efeitos do metronidazol e da amoxicilina associados a terapia mecanica em 20
e 10 individuos com doengca periodontal agressiva generalizada,
respectivamente. Os autores relataram uma maior redugdo na PS e no
percentual de sitios com SS, e um maior ganho de insercdo no grupo de
individuos que recebeu a associacdo de metronidazol e amoxicilina do que
naqueles que receberam apenas a terapia mecéanica, ou outro antibiético.Em
nosso estudo, quando os sitios foram subdivididos de acordo com a PS inicial
em moderados (PS 4-6mm) ou profundos (PS>6mm), apesar dos dois grupos
terem mostrado melhoras clinicas (Figura 7), a terapia que envolveu o uso dos

antibioticos foi mais efetiva em reduzir PS e NCI do que a terapia de RAR
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somente. Nas bolsas inicialmente moderadas a combinagdo do metronidazol e
da amoxicilina mostrou ser superior uma vez que reduziu significativamente a
PS (-2,03mm) em comparacdo ao grupo que utilizou somente a terapia
mecanica (-1,62mm). As bolsas profundas foram as que mostraram maiores
reducdes nas médias de PS (-4,31mm) e NCI (-3,84mm), sendo que essas
reducdes também foram significativamente mais pronunciadas no grupo que
utilizou a combinacado de antibidticos. Esses resultados corroboram com outros
estudos que mostraram melhoras clinicas adicionais da associacdao de
metronidazol e amoxiciina a RAR em bolsas moderadas e profundas
(GUERRERO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al., 2006; KANER et al., 2007;
MOREIRA & FERES-FILHO, 2007). XAJIGEORGIOU et al. (2006) observaram
que a combinagao de metronidazol e amoxicilina foi a mais eficaz em reduzir o
percentual de sitios com profundidade de sondagem > 6 mm e GUERRERO et
al. (2005) observaram que individuos tratados com a combinagdo de
metronidazol e amoxicilina obtiveram redugfes adicionais significativas na
profundidade de bolsa de sitios inicialmente profundos (> 6 mm), em
comparagao ao grupo controle.

5.2. Aspectos microbiolégicos

Essa é a primeira investigacao que avaliou de forma mais abrangente
os efeitos do metronidazol e da amoxicilina na composicdo da microbiota
subgengival de individuos com doenca periodontal agressiva generalizada. A
utilizacdo de 40 sondas de DNA bacterianos pela técnica do Checkerboard
DNA-DNA hybridization permitiu uma avaliagdo detalhada do efeito das
diferentes terapias aqui empregadas na microbiota subgengival desses

individuos.

Os poucos estudos que avaliaram o efeito do metronidazol em
combinagdo com a amoxicilina sistémicos na terapia periodontal de individuos
com periodontite agressiva generalizada, realizaram uma avaliagao
microbiolégica limitada nesses individuos. XAJIGEORGIOU et al. (2006)
examinaram por meio da técnica do Checkerboard DNA-DNA hybridization

apenas 4 espécies bacterianas: A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T.
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forsythia e T. denticola, em um estudo clinico placebo-controlado que utilizou

RAR associado ao metronidazol e amoxicilina.

As terapias empregadas no presente estudo levaram a uma reducéo da
quantidade total de microrganismos do ambiente subgengival apoés o
tratamento. Estes resultados eram esperados, uma vez que todos o0s
participantes do estudo receberam RAR como parte da terapia e ja esta bem
demonstrado na literatura que esse procedimento € capaz de reduzir a
quantidade total de bactérias no biofilme dental (HAFFAJEE et al., 1997;
CUGINI et al., 2000; MATARAZZO et al., 2008).

Ambas as terapias testadas afetaram a microbiota subgengival de
individuos com periodontite agressiva generalizada 90 dias apés o tratamento.
Os individuos que foram submetidos apenas a RAR e ao controle de placa
supragengival apresentaram reducdes de importantes periodontopatégenos,
tais como T. forsythia e P.gingivalis (Figura 9). Estes resultados corroboram
com os achados de Darby et al. (2005) que avaliaram a resposta microbiolégica
de individuos com doenca periodontal agressiva generalizada que foram
submetidos somente a RAR e observaram alteracbes na prevaléncia de
P.gingivalis e T. forsythia nestes individuos.

E interessante observar que o grupo que recebeu a combinagéo dos 2
antibiéticos apresentou as alteracées microbioldégicas mais benéficas. Os
individuos do grupo Teste mostraram uma reducado mais efetiva nos niveis e
proporcoes dos 3 patdogenos do complexo vermelho, T. forsythia, P. gingivalis e
T. denticola. Esses resultados estdo de acordo com outros estudos que
também demonstraram uma maior efetividade sobre os patégenos do
complexo vermelho quando o metronidazol e a amoxicilina foram utilizados em
individuos com periodontite agressiva generalizada (XAJIGEORGIOU et al.,
2006) e periodontite cronica (BERGLUNDH et al., 1998; WINKEL et al., 1997;
WINKEL et al., 2001; MATARAZZO et al., 2008). Além disso, conseguiram
reduzir significativamente os niveis e a propor¢ao de 5 importantes espécies do
complexo laranja (Figuras 9 e 10) e este complexo como um todo (Figura 11).

O papel de bactérias especificas, especialmente do A.
actinomycetemcomitans na doenca periodontal agressiva tem sido
extensivamente estudado (ZAMBON et al., 1983; TINOCO et al., 1997; DARBY
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et al., 2000; CORTELLI et al., 2005; YANG et al., 2005). No presente estudo,
quando observamos 0s niveis e proporcoes de A. actinomycetemcomitans em
todas as amostras coletadas observamos que ambos 0s grupos reduziram a
presenca deste patdgeno, entretanto sem significancia estatistica. Estes dados
corroboram com os resultados de XAJIGEORGIOU et al. (2006) que também
nao observaram alteracdes significativas para este patdégeno em individuos que
foram submetidos a terapia de RAR associada ao metronidazol e amoxicilina
sistémicos. Entretanto, quando dividimos as amostras que foram coletadas
conforme a profundidade de sondagem inicial, observamos que para os sitios
profundos a reducdo da contagem de A. actinomycetemcomitans foi
significativamente maior para o grupo Teste em comparacéo ao grupo Controle
(Figura 12). Por meio deste achado, podemos sugerir que os bons resultados
clinicos encontrados em bolsas profundas de individuos com doenca
periodontal agressiva submetidos a associacdo com amoxicilina e metronidazol
em comparagao a outras terapias (GUERRERO et al., 2005; XAJIGEORGIOU
et al., 2006; MOREIRA & FERES-FILHO, 2007, KANER et al., 2007), possa ser
explicado devido ao fato de que o A. actinomycetemcomitans tenha sido

reduzido significativamente nestas bolsas, como foi o caso no presente estudo.

De uma forma geral, nosso estudo demonstrou o efeito clinico e
microbioldgico superior da terapia antibiotica associada a terapia mecanica de
RAR em comparacao a RAR isoladamente. Entretanto, cumpre salientar que os
dados desta investigacdo sao preliminares e que futuros estudos com maiores
periodos de acompanhamento longitudinal dos individuos que participaram
deste estudo, serdo de extrema importancia para garantir se os resultados
benéficos da terapia antibiotica observados até 0 momento serdo mantidos por
longo periodo de tempo.
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6. CONCLUSAO

A associacdo de metronidazol e amoxicilina a RAR foi clinica e
microbiologicamente melhor na terapia de individuos com doenga periodontal
agressiva generalizada aos 90 dias em comparacao a RAR apenas.
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ANEXO A

= UnGG

CEPPE

Centro de P6s-Graduagiio,
Pesquisa e Extensio

Guarulhos, 08 de novembro de 2007.

Exmo. Sr.
Prof. Marcelo de Faveri

PARECER N° 156/2007

Referéncia: Aprovagéo de Projeto
SISNEP/295 - “Efeitos clinicos e microbiologicos da associagao sistémica de amoxicilina e metronidazol a
raspagem e alisamento radicular em individuos com doenca periodontal agressiva generalizada”

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos analisou o Projeto de Pesquisa de sua
autoria “Efeitos clinicos e microbiolégicos da associagdo sistémica de amoxicilina e metronidazol a
raspagem e alisamento radicular em individuos com doenga periodontal agressiva generalizada” -
SISNEP/295, na reunito de 06.11.2007, e no uso das competéncias definidas na Res. CNS 196/96,
considerou o Projeto acima aprovado.

As orientagées abaixo devem ser consideradas pelo Pesquisador Responsavel durante a realizagao
da pesquisa, visando que a mesma se desenvolva respeitando os padrdes éticos:

¢ O sujeito da pesquisa tem a liberdade de recusar-se a participar ou de retirar seu consentimento em
qualquer fase da pesquisa, sem penalizagao 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 analise das razées da descontinuidade pelo CEP que o aprovou, aguardando seu
parecer, exceto quardo 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 ag&o imediata.

» Eventuais modificagtes 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 necsssidade da apresentagéo de relatério de andamento até 15.04.09 e relatorio final
até 15.11.10.

iu\\«

[ERVASN S N B2,

Luciene Cristina de Figueiredo
Coordenadora do Comité de Etica em Pesquisa
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ANEXO B — QUESTIONARIO EFEITOS ADVERSOS (MEDICAMENTOS)

Nome: Data: / /
SIM | NAO | NAO
Marque um X na resposta para cada uma das perguntas abaixo: C/T C/T SEI
C/T
1) Vocé conseguiu tomar os medicamentos como |he foi orientado?
14/15 1/0 0/0
2) Vocé sentiu algum mal-estar devido ao medicamento que tomou?
2/1 13/14
0/0
3) Sentiu nduseas ou vémito?
0/1 15/14 0/0
4) Teve diarréia neste periodo?
1/0 14/15 0/0
5) Sentiu algum gosto metalico na boca?
23 | 1312 | 00
6) Sentiu dor de cabega ou tontura?
0/0 15/15 0/0
7) Caso tenha sentido algum dos problemas das perguntas anteriores,
isso atrapalhou o seu dia-a-dia? 0/0 15/15 0/0
8) Os medicamentos provocaram mau humor ou irritagdo?
0/0 15/15 0/0
9) Sentiu fraqueza ou falta de animo para o trabalho?
0/0 15/15 0/0
10) Teve sono excessivo devido aos medicamentos?
0/0 15/15 0/0
11) Os horarios dos medicamentos prejudicaram o seu dia-a-dia?
0/0 15/15 0/0
12) Vocé tomaria os medicamentos novamente caso fosse
necessario? 15/15 0/0 0/0




64

ANEXO C - QUESTIONARIO EFEITOS ADVERSOS (BOCHECHOS)

Nome: Data:  / [/
Marque um X na resposta para cada uma das perguntas abaixo: SIM NAO NAO
SEI
1) Sentiu gosto metélico na boca? 2
7 1
. ~ PPy
2) Sentiu sensacao de ardéncia’ 18 1 0
3) Percebeu descamacao na mucosa?
7 22 1
4) Sentiu alteracao de paladar?
26 4 0
5) Seus dentes mancharam?
25 5 0
6) Sua lingua manchou?
7 23 0
7) O uso do bochecho provocou mau humor?
0 30 0
8) Os horérios prejudicaram o seu dia-a-dia?
2 28 0
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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



http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_28/literatura/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_30/literatura_de_cordel/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_29/literatura_infantil/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_32/matematica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_33/medicina/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_34/medicina_veterinaria/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_35/meio_ambiente/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_36/meteorologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_45/monografias_e_tcc/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_37/multidisciplinar/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_38/musica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_39/psicologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_40/quimica/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_41/saude_coletiva/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_42/servico_social/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_43/sociologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_44/teologia/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_46/trabalho/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1
http://www.livrosgratis.com.br/cat_47/turismo/1

