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RESUMO

O objetivo do presente estudo foi avaliar os efeitos clinicos e microbiol6gicos da
raspagem e alisamento radicular (RAR) isoladamente ou em combinagcdo com
azitromicina sistémica (AZM), no tratamento de individuos com periodontite. Um estudo
duplo-cego, placebo controlado e randomizado foi realizado em 40 individuos com
periodontite crénica generalizada. Os individuos foram aleatorizados no grupo controle
que receberam RAR isoladamente (n=20) ou no grupo teste que receberam RAR em
combinagdo com AZM (n=20; 500mg; uma vez ao dia durante 5 dias). Todos os
individuos foram avaliados clinicamente e microbiologicamente no exame inicial e aos 3
e 6 meses pbés-terapia. Foram avaliados 6 sitios/dente para os parametros de
profundidade de sondagem (PS), nivel de inser¢ao clinico (NIC) e percentual de sitios
apresentando placa visivel (IPV), sangramento gengival (ISG), sangramento a
sondagem (SS) e supuracdo (S). Nove amostras de biofilme foram coletadas por
individuo e analisadas para 40 espécies bacterianas por “Checkerboard DNA-DNA
Hybridization”. As duas terapias levaram a uma melhora nos parametros clinicos
avaliados, sem diferenca significativa entre os grupos aos 6 meses. Porém, os
individuos do grupo teste mostraram um menor percentual de sitios com PS = 5mm e
SS pos-terapia, quando comparado aos pacientes do grupo controle. Os dois
tratamentos levaram a uma reducao significativa na média de contagem e proporcao
das espécies do complexo vermelho. Entretanto, esta reducédo foi mais marcante no
grupo que utilizou a AZM, que manteve proporc¢des significativamente reduzidas desse
complexo (1,94%) em comparacdo com 0O grupo controle (8,42%) aos 6 meses
(p<0,05). Os niveis e proporcdes de algumas espécies individuais do complexo laranja
também foram reduzidos para ambos os grupos, sendo que a RAR mostrou ligeira
vantagem sobre a AZM na reducdo desses patdogenos. A AZM sistémica leva a um
beneficio adicional na composi¢cao da microbiota subgengival. Porém, aos 6 meses pos-
terapia esse beneficio ainda nao se reflete integralmente nos pardmetros clinicos.

Palavras-chave: periodontite cronica, azitromicina, terapia antibidtica, raspagem e

alisamento radicular, microbiologia



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the clinical and microbiological effects of scaling
and root planing (SRP) alone or in combination with systemic azithromycin (AZM) in the
treatment of periodontitis. A randomized double-blind, placebo controlled trial was
conducted in 40 individuals with generalized chronic periodontitis. Subjects were
randomized in the control group who received SRP alone (n=20) or in the test group
who received SRP combined with AZM (n=20, 500mg, once a day for 5 days). All
subjects were evaluated clinically and microbiologically at baseline and at 3 and 6
months post-therapy. Six sites per tooth were evaluated for the parameters of probing
depth (PD), clinical attachment level (CAL) and percentage of sites presenting visible
plaque (PI), gingival bleeding (Gl), bleeding on probing (BOP) and suppuration (Sup).
Nine biofilm samples were collected per subject and analyzed for 40 bacterial species by
Checkerboard DNA-DNA Hybridization. Both therapies led to an improvement in clinical
parameters evaluated without significant difference between groups in 6 months.
However, subjects in the test group showed a lower percentage of sites with PD = 5mm
and BOP post-therapy, when compared with patients in the control group. The two
treatments led to a significant reduction in mean levels and proportion of red complex
species. However, this reduction was most marked in the group treated with AZM, which
maintained significantly reduced proportions of this complex (1.94%) compared with the
control group (8.42%) at 6 months (p<0.05). The levels and proportions of some
individual species of the orange complex were also reduced in both groups, and SRP
showed a slight advantage over AZM in the reduction of these pathogens. The systemic
AZM leads to an additional benefit in the composition of subgingival microbiota.
However, at 6 months post-therapy this benefit is not fully evident in the clinical
parameters.

Keywords: chronic periodontitis, azithromycin, antibiotic, scaling and root planning,

microbiology.
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1.INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1. Etiologia das doencas periodontais

A periodontite crénica é uma doenca infecciosa que acomete o periodonto de
protecdo e sustentacdo dos dentes, causando uma perda progressiva de insercao,
de tecido ésseo e, eventualmente, do elemento dentario (AAP, 1999). A microbiota
associada a essas infeccoes ja esta bem estabelecida na literatura, onde temos a
gengivite sendo decorrente do acumulo indiferenciado de bactérias na margem
gengival, enquanto que as periodontites estdo associadas ao aumento nos niveis e
proporgcdes de bactérias especificas (Lée et al. 1978, 1986)

Socransky & Haffajee (1994) demonstraram que o perfil microbiol6gico difere
entre os pacientes saudaveis e aqueles com periodontite, e que os microorganismos
se organizam em um sistema complexo denominado biofilme. O biofilme dos
individuos saudaveis apresenta altas proporcdées de microorganismos ou grupos de
microorganismos compativeis com o hospedeiro, que estdo mais associados a
saude periodontal, enquanto que os individuos com periodontite apresentam uma
microbiota onde prevalecem espécies patogénicas que sado responsaveis pelo inicio
e a progressao da perda de insercao periodontal. Algumas bactérias conseguem
alterar o ecossistema subgengival, favorecendo a colonizagdo de outros
microorganismos mais virulentos, levando ao estabelecimento de um biofilme cada
vez mais complexo (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994), sendo entdo fundamental a
relacdo entre os patdgenos periodontais € o seu “habitat” para o inicio e progressao
da doenca. A capacidade do hospedeiro em combater os patdégenos periodontais é
outro fator que interfere diretamente na progressdo da periodontite. Isto foi
demonstrado em uma pesquisa com 48 individuos com periodontite crénica, onde
foram coletadas amostras de soro e placa bacteriana subgengival. O nivel de
anticorpos no soro para Porphyromonas gingivalis foi determinado pelo teste ELISA,
enquanto que a quantidade de P. gingivalis na placa subgengival foi determinada
usando a técnica de cultura. Foi demonstrada uma relagdo inversamente
proporcional entre esses dois parametros, isto é, altos niveis de anticorpos para P.
gingivalis estavam associados com quantidades reduzidas desta espécie no

ambiente subgengival. Esses dados sugerem que a reag¢ao imunolégica de defesa
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do hospedeiro ajuda a limitar a progressao da doenca (SOCRANSKY & HAFFAJEE,
2005).

Mesmo apdés o estabelecimento do conceito da “Hipétese da Placa
Especifica” (LOESCHE, 1976), dificuldades em se cultivar diferentes patégenos
periodontais, principalmente as espécies anaerdbias estritas, atrasaram
sobremaneira os estudos microbiolégicos de maior porte em periodontia. O
desenvolvimento de técnicas imunolégicas e de biologia molecular permitiu a
deteccdo mais precisa das espécies bacterianas que compdem os biofilmes orais e
comecou a se estabelecer a relacdo dos diferentes perfis microbianos com as
diversas formas de periodontite (CHRISTERSSON et al., 1987; SOCRANSKY et al.,
1988; WATANABE & FROMMEL, 1993; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994b; AVILA-
CAMPOS et al., 1999; GOMES et al., 2006; FAVERI et al., 2008). A maior vantagem
dessas técnicas é a possibilidade de deteccdo de espécies dificeis de serem
identificadas pelos métodos tradicionais de diagnostico, como a cultura bacteriana.
Esse seria o caso de espécies como a Tannerella forsythia e as espiroquetas.
Socransky et al. (1994) descreveram a técnica do Checkerboard DNA-DNA
hybridization para diagnéstico microbiolégico, que utiliza sondas de &cido
desoxirribonucléico (DNA) para identificacdo bacteriana. Esse mesmo grupo de
pesquisadores utilizou essa técnica de diagndstico para avaliar as associacoes 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) e
descreveram cinco complexos bacterianos principais nas amostras de biofilme
subgengival desses individuos. Um deles, denominado complexo vermelho, era
composto pelas espécies T. forsythia, P. gingivalis e Treponema denticola, e foi
fortemente relacionado com profundidade de sondagem (PS) e sangramento a
sondagem (SS). Outro grupo, denominado complexo laranja, que parece preceder a
colonizagcdo do complexo vermelho, foi dividido em dois 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 gracili e Streptococcus constellatus. Os outros 3 complexos,
denominados amarelo, verde e roxo demonstraram grande associagao entre si e
menor associacado com os dois primeiros, e sdo compostos por diversas espécies

consideradas compativeis com o hospedeiro. O complexo verde é formado por
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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 de Selenomonas noxia e Aggregatibaccter
actinomycetemcomitans sorotipo b ndo se correlacionaram com outras espécies.
Posteriormente, algumas espécies de actinomicetos (Actinomyces gerencseriae,
Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii € Actinomyces oris) foram agrupadas
no complexo azul (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).

1.2 Tratamento periodontal

1.2.1 Raspagem e alisamento radicular

Ja esta bem determinado na literatura que os principais objetivos da terapia
periodontal sao reduzir PS, SS e supuragao (Sup), além de promover um ganho no
nivel de insercado clinica (NIC) e manté-lo estavel ao longo do tempo. Esses
objetivos clinicos sdo alcancados quando os niveis, propor¢cées e percentual dos
sitios colonizados por patégenos periodontais do complexo laranja, e principalmente
do complexo vermelho sdo efetivamente reduzidos apds a terapia e uma nova
comunidade bacteriana com maiores propor¢cées de bactérias compativeis com
saude é estabelecida na cavidade oral (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005; TELES
et al., 2006).

A raspagem e alisamento radicular (RAR) é uma das terapias periodontais
mais comumente utilizadas (BADERSTEN et al., 1981, 1984; COBB, 2002;
CARVALHO et al., 2004). Este procedimento visa a remog¢ao de microorganismos,
calculo, cemento e dentina contaminados do ambiente subgengival, de maneira a
transforma-lo em um ambiente compativel com salde periodontal. A RAR
proporciona melhora nos parametros clinicos da periodontite (para revisédo, ver Van
der Weijden et al., 2002). Porém, o efeito deste procedimento na alteracéo do perfil
microbioldgico subgengival é muitas vezes limitado. Haffajee et al. (1997) trataram
57 individuos com periodontite crdnica por meio de RAR e fizeram acompanhamento

clinico e microbiolégico por 3 meses apo6s o tratamento e observaram reducao nos
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niveis médios e na porcentagem de sitios colonizados ap6s a terapia em apenas 3
espécies bacterianas, T. forsythia, T. denticola e P. gingivalis. Em uma avaliagdo 12
meses pos-terapia desses mesmos pacientes, Cugini et al. (2000) demonstraram
que essas alteracdes foram mantidas quando os pacientes foram incluidos em um
programa de terapia periodontal de suporte trimestral. Esse e outros estudos
realizados em diferentes populacdes (COLOMBO et al., 2002; CARVALHO et al.,
2005) sugerem que a RAR n&o proporciona, em todos os casos de periodontite, a
eliminacao ou a reducgao dos patégenos a niveis compativeis com saude periodontal
por periodos prolongados de tempo. Assim, a associacao de outras terapias a RAR
tem sido sugerida no tratamento periodontal, como o controle sistematico
profissional da placa supragengival (XIMENEZ-FYVIE et al., 2000; CARVALHO et
al., 2004, 2005), ou o controle quimico por meio do digluconato de clorexidina 0,12%
(FAVERI et al., 2006; QUIRYNEN et al., 2006; FERES et al.,2009), e a utilizacado de
antibidticos sistémicos (HERRERA et al., 2002; HAFFAJEE et al., 2003; HERRERA
et al., 2008).

1.2.2 Azitromicina no tratamento periodontal

Diversos antibidticos sistémicos tém sido utilizados com sucesso em
combinacao com a RAR no tratamento da periodontite crénica, como o metronidazol
(GUSBERTI et al., 1988; LOESCHE et al., 1992; WINKEL et al., 1997; SODER et al.,
1999; FERES et al., 2001; CARVALHO et al., 2004, 2005; HAFFAJEE et al., 2007,
2008), a tetraciclina (HAFFAJEE et al.,, 1995; RODRIGUES et al., 2004), a
amoxicilina (FERES et al., 2001; ROONEY et al., 2002), a doxaciclina (FERES et al.,
1999) e algumas associacdes, como amoxicilina e o metronidazol (Van
WINKELHOFF et al.,, 1996; BERGLUNDH et al., 1998; WINKEL et al., 1998;
SERINO et al., 2001; WINKEL et al., 2001; ROONEY et al., 2002; PAHKLA et al.,
2006; MOEINTAGHAVI et al., 2007, MATARAZZO et al., 2008). Mais recentemente,
a azitromicina (AZM) também tem sido utilizada com relativo sucesso no tratamento
da periodontite agressiva (HAAS et al., 2008) e crénica (SEFTON et al., 1996;
SMITH et al., 2002; HAFFAJEE et al., 2007, 2008; GOMI et al., 2007). Esse
antibiético ja é utilizado com sucesso em odontologia para o tratamento de
hiperplasia gengival induzida pela ciclosporina, uma droga normalmente utilizada por
individuos que receberam transplante de érgdos (TOKGOZ et al., 2004; RAMALHO
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et al., 2007). Esses resultados mostraram-se superiores aos observados com outros
antibioticos sistémicos, como o metronidazol (CHAND et al., 2004).

A AZM é o primeiro membro de uma classe de antibiéticos denominada
azalideos, que é derivada dos macrolideos. E um antibiético semi-sintético que
difere da eritromicina pela substituigdo de um grupo metil por um nitrogénio na
posicdo 9A de sua estrutura. A insercdo deste nitrogénio distingue a AZM dos
macrolideos e esta diferenca melhora a estabilidade acida tornando-a mais
biodisponivel via oral em comparagao a eritromicina (HOEPELMAN et al., 1995). O
mecanismo de agédo da AZM €& o mesmo dos macrolideos. Ela atravessa a parede
celular e se liga a subunidade 50S do ribossomo, interferindo na sintese de
polipeptidios bacterianos, tendo assim uma acgdo bacteriostatica. A AZM é
rapidamente absorvida por células como os leucdcitos, mondcitos, macrofagos e
fibroblastos, e distribuida para os tecidos, mantendo uma concentragédo de 10 a 100
vezes maior nos tecidos do que no soro (HOEPELMAN et al., 1995). Pelo fato de ser
transportada por células fagocitarias a AZM é rapidamente levada aos sitios que
apresentam infeccao e inflamacao (HOEPELMAN et al., 1995). Esse mecanismo foi
também comprovado nos sitios com lesdes periodontais (BLANDIZZI et al., 1999;
GOMI et al., 2007). A captacdo de AZM pelos macréfagos e leucdcitos ocorre por
até 24 horas, diferentemente da eritromicina que ocorre somente nos primeiros 30
minutos. Isso determina uma concentragao intracelular de AZM até 10 vezes maior
que a de eritromicina. Outro ponto importante é que a liberacdo deste antibibtico
pelos macréfagos e fibroblastos ocorre lentamente, aumentando a sua meia-vida
(GLADUE et al., 1989, 1990). Essas propriedades farmacocinéticas, como boa
absorcdo e a concomitante liberacdo lenta diretamente no sitio da infeccao,
permitem a administracdo da AZM por periodos curtos de tempo, o que facilita
sobremaneira a adesdo do paciente ao tratamento. A posologia normalmente
recomendada para essa droga na literatura médica € um comprimido de 500mg por
3 a 5 dias (HENRY et al., 2003). Isso facilita a colaboracédo do paciente e representa
uma grande vantagem da AZM em relagdo a outros antibiéticos normalmente
utilizados em periodontia, como a combinagcdo de metronidazol e amoxicilina, que é
normalmente administrada de 7 a 14 dias em dosagens diarias de até 3g total, das
duas drogas, ao dia (WINKEL et al., 2001; GUERRERO et al., 2005; MATARAZZO
et al., 2008; MESTNIK et al., 2009).
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A concentracdo de AZM no tecido gengival foi estudada por Gomi et al.
(2007). Utilizando um protocolo de 500mg uma vez ao dia durante 3 dias, os
autores avaliaram a concentracao deste antibiético nos tecidos ao redor de bolsas
periodontais de individuos com periodontite cronica. Foi encontrada uma
concentracao tecidual de 2,92 + 1,88 ug/g no quarto dia apés o inicio do tratamento
com AZM; 1,47 £ 0,71 pug/g no sétimo dia e de 0,54 £ 0,27 pug/g no décimo quarto dia
pds-terapia, nos tecidos ao redor das bolsas periodontais. Durante este periodo de
avaliacdo as concentracdes teciduais de AZM ficaram acima da concentracao
inibitéria minima (MIC) para P. intermedia e A. actinomycetemcomitans por 14 dias,
e para P. gingivalis por 7 dias. Os autores consideraram os seguintes valores de
MICy para essas trés espécies, respectivamente: 1,56 ug/g, 0,2 ug/g e 0,39 pg/g
(SATODA, 2003).

O uso da AZM sistémica no tratamento da periodontite crénica concomitante a
RAR foi estudado em individuos nao-fumantes (SEFTON et al., 1996; SMITH et al.,
2002; GOMI et al., 2007a; HAFFAJEE et al., 2007, 2008) e fumantes
(MASCARENHAS et al., 2005), assim como na periodontite agressiva (HAAS et al.,
2008). Em geral, esses autores observaram uma maior redugdo na média de PS e
NIC nos sitios moderados e profundos e melhores resultados microbiolégicos com o
uso do antibidtico. Sefton et al. (1996) trataram 46 pacientes com periodontite
cronica que foram divididos em dois grupos terapéuticos, um que recebeu RAR
associada a AZM sistémica e outro RAR associada a medicagao placebo. O grupo
teste demonstrou uma maior tendéncia na reducdo da média de unidades
formadoras de col6nias (UFC) de pigmentacao negra (BPR); porém, sem diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos. A P. gingivalis sofreu uma reducéo
significativa no grupo teste comparada ao grupo controle na décima semana apés as
terapias, mas essa diferenca ndo foi mantida até a vigésima segunda semana de
avaliacao. Ja a proporcao de espiroquetas estava significativamente menor no grupo
teste do que no controle em 3, 6, 10 e 22 semanas pos-terapia. Em relacdo aos
resultados clinicos, que foram posteriormente publicados por Smith et al. (2002), o
grupo que tomou AZM mostrou uma tendéncia a redugdes mais profundas na média
de boca toda para os paradmetros de PS e NIC. Além disso, os individuos do grupo
teste apresentaram uma maior reducao no percentual de bolsas > 4mm durante o

periodo do estudo. Outros trabalhos que demonstraram o beneficio da AZM adjunto
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a RAR foram publicados por Gomi et al. (2007) e Yashima et al. (2009). Gomi et al.
(2007) compararam o protocolo de “desinfecgéo de boca toda” associado a ingestédo
prévia de AZM, com a terapia de RAR convencional realizada por quadrantes.
Houve uma reducéo significativa na PS no grupo teste, quando comparada ao grupo
controle nas semanas 13 e 25 péds-terapia. A avaliagdo microbioldgica foi realizada
por meio de cultura para a contagem do numero total de bactérias das amostras e
da proporcédo de BPR. Foi também utilizado o teste de PCR para identificar seis
bactérias periodontopatogénicas. BPR, T. forsythia, T. denticola, P. gingivalis, A.
actinomycetemcomitans, P. intermedia e P. nigrescens nao foram detectadas nas
semanas 2, 5 e 13 pds-terapia no grupo teste; porém houve deteccdo dessas
espécies e coldnias no grupo controle. Apenas o A. actinomycetemcomitans nao foi
detectado no grupo controle nas sessdes de reavaliagdo. Yashima et al. (2009)
compararam o protocolo de “desinfeccao de boca toda” associado a ingestao prévia
de AZM, com a terapia de RAR convencional realizada por quadrantes, associado
ou ndao com AZM. Houve uma reducéao significativa para os parametros PS e NIC e
SS, favoraveis aos grupos que utilizaram AZM, quando comparadas com 0 grupo
controle. A avaliacdo microbiologica foi realizada por meio do teste de PCR para
cinco bactérias. P.gingivalis foi detectado 1 més apds a terapia no grupo controle,
enquanto que nos grupos que utilizaram AZM, a deteccédo dessa espécie aconteceu
somente 9 meses apds a terapia. T. forsythia foi detectada em todos os grupos 1
més apos a terapia. A.actinomycetemcomitans foi detectado nos grupos controle e
no grupo que ingeriu AZM associado a RAR em quadrantes um més apods as
terapias. P.intermedia e T.denticola foram detectados 6 meses apos a terapia
somente no grupo controle.

Apesar de que os estudos mencionados acima observaram os efeitos da AZM
sistémica em alguns patdégenos periodontais, existe uma grande caréncia na
literatura sobre os efeitos deste antibidtico no perfil microbiano subgengival, ou seja,
nos niveis e proporcoes de patdégenos periodontais e de espécies bacterianas
compativeis com o hospedeiro. Sabe-se que esse tipo de avaliacdo € fundamental
para se definir com mais seguranca o verdadeiro papel de diversos antibidticos
sistémicos na terapia periodontal. Ao nosso conhecimento o Unico estudo que
avaliou os efeitos desse antibiotico no perfil microbiolégico subgengival de pacientes
com periodontite cronica foi recentemente publicado por Haffajee et al. (2008). Os

autores compararam quatro tratamentos periodontais: a RAR somente ou em
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combinacdo com trés antibidticos sistémicos (AZM, metronidazol e doxaciclina de
baixa dosagem). Os grupos que utilizaram RAR + metronidazol e RAR + AZM
apresentaram resultados melhores do que a RAR somente. Duas semanas apés a
RAR os individuos que tomaram AZM mostraram alteracées mais benéficas do que
o grupo de RAR na composicdo da microbiota subgengival, como a reducéo
significativa de todas as espécies do complexo vermelho e de cinco espécies do
complexo laranja. Um ano apés os tratamentos foi observada uma melhora discreta
nos parametros clinicos da AZM sistémica sobre a RAR (HAFFAJEE et al., 2007).
Os autores ressaltaram que esses beneficios modestos podem ter ocorrido pelo fato
dos pacientes que participaram do estudo apresentarem periodontite crénica de leve
a moderada.

Considerando-se que a AZM é um antibiético administrado em baixa dosagem
e em curta duragao, levando assim a menos efeitos colaterais e maior adesao ao
tratamento e tendo em vista que o Unico estudo que avaliou os efeitos deste
antibiético no perfil microbiolégico subgengival foi realizado em pacientes com
periodontite crénica de leve a moderada (HAFFAJEE et al. 2008), seria relevante

estudar os beneficios da AZM em individuos com periodontite crénica generalizada.
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2. PROPOSICAO

Avaliar os efeitos clinicos e microbiolégicos da AZM de uso sistémico, adjunta
a RAR, no tratamento de individuos com periodontite cronica generalizada.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. 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)
Clinico: diferengas de pelo menos 1 mm no NIC entre os grupos experimentais para
sitios com PS > 6 mm. O desvio padrao estabelecido para essas alteracbes foi de
1,0 mm; b) Microbiolégico: diferencas de pelo menos 3,5% na proporcdo de

complexo vermelho entre 0s grupos experimentais. O desvio padrao estabelecido foi
de 3,4%.

Os desvios padrdes clinico e microbiolégico foram estabelecidos com base
em estudos anteriores do nosso grupo de pesquisa (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 microbiolégica. Considerando-se uma média de desisténcia de
aproximadamente 25%, optou-se por incluir 20 individuos por grupo.

3.2. Selecao de individuos

Quarenta individuos com evidéncias de periodontite crénica foram
selecionados na Clinica Odontolégica da Universidade Guarulhos. Todos os
participantes em potencial foram informados dos objetivos do estudo, seus riscos e
beneficios, incluindo os tipos de medigcdes clinicas que foram realizadas, a forma
pela qual as amostras de placa subgengival foram coletadas e as duas modalidades
terapéuticas que foram empregadas. Os individuos que concordaram em participar
do estudo responderam os questionarios médico e odontolégico e assinaram um
formulario de consentimento livre e esclarecido (ANEXO B). O individuo recebeu
uma copia do formulario de consentimento. O protocolo desse estudo foi aprovado

pelo comité de ética e pesquisa da Universidade Guarulhos (UnG).

3.3. Critérios de inclusao e exclusao
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Todos os individuos tinham mais de 30 anos de idade, com um minimo de 15
dentes presentes e pelo menos 30% dos sitios com PS e NIC = 4mm e presenca de
SS. Adicionalmente, os individuos deveriam apresentar pelo menos 3 sitios
interproximais nao contiguos com PS e NIC = 7 mm e outros 2 sitios com PS e NIC
= 6mm.

Os critérios de exclusdo foram: individuos alérgicos a AZM e similares;
gestantes; lactantes; individuos com doencas sistémicas que possam alterar a
progressao ou tratamento das infec¢des periodontais (por exemplo, diabetes, AIDS,
etc.); individuos com condi¢cdes sistémicas que necessitem de cobertura antibiética
para procedimentos periodontais de rotina (por exemplo, febre reumatica, préteses
cardiacas, etc.); e individuos que tenham recebido terapia periodontal ou feito uso
de antibiético ou solucdes anti-sépticas orais nos ultimos 6 meses.

3.4. Delineamento experimental

Os individuos foram selecionados e aleatoriamente distribuidos através de
cara ou coroa em um dos dois grupos terapéuticos. Cada grupo incluiu 20
individuos. O Grupo controle recebeu RAR em combinagdao com placebo e o Grupo
teste, RAR em combinacao com a AZM sistémica na dosagem de 500mg, uma vez
ao dia, por 5 dias (HENRY et al., 2003).

Inicialmente todos os individuos receberam monitoramento clinico e
microbiolégico seguindo o protocolo especificado nos itens 3.5 e 3.7 (avaliacéo
clinico periodontal e avaliagdo microbioldgica), e receberam adequacdo do meio
bucal, onde foram realizadas as extragcdes dos dentes que tinham sua exodontia
indicada, seguidos de RAR e instrucdes de higiene oral (IHO). A terapia basica de
raspagem foi finalizada em no maximo 14 dias. No ultimo dia da RAR os individuos
dos dois grupos iniciaram a ingestdo do medicamento, sendo o grupo controle
placebo, e o grupo teste a terapia antibiética. O antibi6tico foi gratuitamente
fornecido aos individuos. Trés e seis meses apdés o término da RAR todos os
individuos foram monitorados novamente clinica e microbiologicamente e receberam
manutencdo profissional que incluiu RAR e reforcos de instru¢gées de higiene oral
(Tabela 1).

Tabela 1. Desenho experimental
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Exame Inicial

Dia (-14) Dia 0 Dia 5 3 meses 6 meses
Placebo Ex. clinico
n=20 Coleta Inicio Término I\C/I;f(): I;:)tg I\%%Igg
Pacientes ——— Microb. terapia terapia el P
Azitromicina IHO antibitica  antibiética , =X Glinico — Ex. clinico
1220 RAR Manutengdo  Manutencao

3.5. Avaliacao clinico-periodontal
3.5.1. Calibracao dos examinadores

A metodologia utilizada para a calibracao dos examinadores foi similar aquela
empregada por Aradjo et al. (2003), onde as mensuragdes clinicas foram realizadas
em apenas um quadrante, o superior direito (quadrante 1). Os exames clinicos foram
realizados por dois examinadores diferentes, em duas seqiéncias, realizadas no
mesmo dia. Na primeira sequéncia, o exame clinico foi realizado pelo examinador
“A”, e apbds 10 minutos o0 examinador “B” realizou 0 exame, no mesmo quadrante, do
mesmo individuo. Um intervalo de 30 minutos foi estabelecido para que a segunda
etapa de mensuracgdes fosse realizada. Nesta segunda etapa o mesmo protocolo foi
usado, e 0 mesmo quadrante examinado, enquanto que as mensuragcdes seguiram
uma ordem inversa quanto ao examinador “A” e “B”, para diluir possiveis erros
devido a ordem de sondagem.

As avaliagbes clinicas foram realizadas utilizando-se sondas periodontais
manuais (PC15-BR — HU-FRIEDY®) para as medicdes de PS e NIC. Foram
avaliados seis sitios por dente (mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-
lingual, lingual, disto-lingual). Todas as mensuragbes clinicas foram realizadas no
mesmo momento, conforme supracitado. Os dados obtidos nos exames clinicos
periodontais foram anotados em fichas clinicas elaboradas para tal finalidade e
analisados com o programa Microsoft Excel.

A variabilidade intra e inter-examinadores foi calculada utilizando as médias
do erro padrao das medidas (e.p.m.) dos operadores. O calculo para o e.p.m. foi
feito por meio da raiz quadrada da variabilidade do sitio especifico, que foi calculada
pela divisdo da soma da diferenca entre duas medidas elevada ao quadrado,

dividida pelo nimero de pares de mensuracéo, da seguinte forma: e.p.m. = V(=D? /
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2N); (onde D=Diferenga entre os dois valores médios para cada dente por sujeito
entre examinadores, e N=Numero de sujeitos). A variabilidade intra-examinadores foi
determinada por valores de medida do mesmo examinador em duas ocasioes
diferentes.

A variabilidade entre examinadores foi determinada pela diferenca obtida por
dois examinadores na mesma ocasiao, com intervalos de 10 minutos, a um nivel de
significancia de 95%.

Apos todos os calculos realizados a variabilidade inter-examinadores foi de
0,25 mm para PS e de 0,29 mm para NIC. J& a média intra-examinadores foi de 0,22
mm para PS e 0,27 mm para NIC para o primeiro examinador (M.R.); e para o
segundo examinador (E.M.S.) foi de 0,23 mm para PS e 0,26 mm para NIC. Sendo
assim, o erro padrdo da medida foi inferior a 0,5mm.

3.5.2. Exame clinico

Para realizacdo do exame clinico periodontal foram utilizados espelho plano
n°5 (Duflex®), pinca para algodao (Duflex® e sonda periodontal milimetrada Carolina
do Norte (PC15-BR — HU-FRIEDY®). Na primeira visita, medi¢cdes clinicas foram
executadas em seis sitios por dente (mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular,
mesio-lingual, lingual, disto-lingual) em todos os dentes da arcada excluindo-se os
terceiros molares e os dentes indicados para exodontia. As medi¢cées foram
registradas na ficha de exame periodontal. Os parametros clinicos avaliados
incluiram: -indice de Placa Visivel (IP) (AINAMO & BAY, 1975): presenca (escore 1)
ou auséncia (escore 0) de placa supragengival visivel; -indice de Sangramento
Gengival (IG) (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; -Profundidade de Sondagem (PS): distancia, em
milimetros, entre a margem gengival livre e a porcdo mais apical sondavel do
sulco/bolsa periodontal; -Nivel de Insercdao Clinico (NIC): distancia, em milimetros,
entre a juncdo cemento-esmalte e a por¢cdo mais apical sondavel do sulco/bolsa
periodontal; -Sangramento a Sondagem (SS): presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de sangramento, apdés 20 segundos da sondagem com a sonda
periodontal milimetrada; -Supuracao (Sup): presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de SUP espontanea ou apds 20 segundos da sondagem com a sonda
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periodontal milimetrada (HAFFAJEE et al., 1997). Todas as medicdes clinicas foram
repetidas nos dia -14 (Exame Inicial) e 3 e 6 meses apos a terapia, sempre pelo
mesmo avaliador durante o curso do estudo.

3.6. Procedimentos terapéuticos
3.6.1. Terapia periodontal basica

Apoés o registro das medidas clinicas, todos os individuos receberam IHO e
foram submetidos a adequacdo do meio bucal, com remog¢do de excessos de
restauracOes, selamento provisorio das lesbes cariosas cavitadas, curativos
endoddnticos e exodontias, e sessdes de RAR com curetas Gracey, numero 5/6;
7/8; 11/12 e 13/14 (Hu-Friedy®, Chicago) sob anestesia local (HAFFAJEE et al.,
1997). As sessdes de RAR tiveram uma duracdo de aproximadamente uma hora e
foram realizadas em um periodo de no maximo 14 dias. Todos os individuos
receberam gratuitamente uma escova dental com cabeca pequena e cerdas macias
Colgate Professional®, Escovas Interdentais cilindricas Bitufo®, e foram orientados a
utilizar o creme dental Colgate Total® (Anacol Ind. E Com. Ltda - Kolynos do
Brasil — Colgate Palmolive Co., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil).

As demais necessidades de tratamento odontolégico, quando observadas,
foram encaminhadas as demais disciplinas da Clinica Odontolégica da Universidade
Guarulhos.

3.6.2. Administragao de azitromicina sistémica e placebo

Individuos do grupo teste receberam RAR combinados a administracdo de
500mg/dia de AZM por via oral (dose Unica diaria) durante 5 dias, iniciada ao final da
terapia periodontal basica. Os individuos foram monitorados quanto as reacgdes
adversas da medicacdo e para controle da cooperagdao na ingestdo da droga nos
intervalos pré-determinados. Os individuos do grupo controle receberam
comprimidos de placebo (talco farmacéutico) e foram orientados para seguirem o
mesmo regime dos individuos que tomaram a AZM (dose Unica diaria).
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O antibiético e o placebo foram manipulados especialmente para este estudo
na Farmacia de Manipulacdo Pharmédica (Sdo Paulo, SP, Brasil). Todas as
capsulas (medicacado ou placebo) apresentaram a mesma coloracao e tamanho, e
foram estocados em frascos plasticos leitosos com 05 unidades, devidamente
codificados. Apenas o coordenador do estudo tinha conhecimento do codigo, que foi
revelado somente apds a anadlise estatistica. Quanto ao controle da ingestdo da
droga, os individuos retornaram a clinica de Odontologia-UnG um dia apés a ultima
capsula de medicacdo (sexto dia) e foram monitorados pessoalmente e
responderam a um questionario sobre possiveis reagdes adversas da medicacao
(ANEXO A). Além disso, também foram monitorados no segundo dia de ingestdo da

medicacao, via telefone, por um aluno de iniciacao cientifica.

3.7. Avaliacao microbiolégica

3.7.1. Selecgao dos sitios teste para analise microbiol6gica

Em cada grupo, foram selecionados 9 sitios interproximais ndo adjacentes
com profundidades de bolsa e/ou nivel de inser¢do < 4mm (3 sitios), 4 a 6mm (3
sitios) e > 6mm (3 sitios). Amostras de placa subgengival foram coletadas destes
sitios antes da terapia periodontal basica (Exame Inicial), e 3 e 6 meses apods o
término da RAR.

3.7.2. Coleta de amostras de biofilme subgengival

A coleta das amostras de biofilme dos sitios selecionados foi realizada apés
as medicdes clinicas, em uma nova consulta. Ap6s a remocéao de calculo e biofilme
supragengivais, as amostras foram retiradas com curetas Gracey do tipo minifive 11-
12 estéreis, posicionadas na por¢cao mais apical dos sitios e em um Unico golpe de
raspagem no sentido apico-coronal. As amostras foram imediatamente depositadas
em tubos plasticos individuais contendo 150uL de solucédo tampdo 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
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previamente identificados com o cddigo do individuo, data e sitio, e ap6s a coleta
foram armazenados sob refrigeracdo 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.

3.7.3. Cepas bacterianas e condigdes de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo das
sondas de DNA esta apresentada na Tabela 2. Todas as cepas foram adquiridas
liofilizadas da ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA) ou do
Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteldo liofilizado foi reidratado em caldo
para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, Ml, EUA) e cultivado
em agar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de sangue desfibrinado de ovelha
(BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob
condicao de anaerobiose (80% N2, 10% CO., 10% H.). 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 pg/mL de &cido 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 ug/mL de
menadiona (Sigma) e 5 ug/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 yg/mL de niacinamida (Sigma),
150 yg/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 ug/mL de isobutirato de
sédio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 yg/mL de
tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, Sdo José dos
Pinhais, PR, Brasil).

3.7.4. Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de
agar-sangue, com excecao das duas espécies de espiroquetas, que foram
cultivadas em caldo, por 3 a 7 dias. As colbnias foram raspadas e depositadas em
tubos plasticos para microcentrifuga de 1,5mL contendo 1mL de solugcédo TE (pH
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7,6). As células foram lavadas duas vezes por centrifugacdo na solucao-tampao de
TE a 3.500xg por 10 minutos. Em seguida, as cepas Gram-negativas foram
novamente suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de sédio, Ci2H25NaQ,4S,
Labsynth) a 10% e proteinase K (Sigma) em uma concentracao de 20mg/mL. As
cepas de bactérias Gram-positivas foram lisadas em 150uL de uma mistura
enzimatica contendo 15mg/mL de lisozima (Sigma) e 5mg/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 genémicas foram preparadas para cada
uma das 40 espécies pela marcacao de 1ug 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
espécies avaliadas foram selecionadas segundo suas associacées com diferentes
tipos de doencas ou saude periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994;
SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005).

3.7.5. Checkerboard DNA-DNA Hybridization

As suspensdes de biofilme subgengival foram fervidas em banho-maria por 10
minutos e, em seguida, neutralizadas pela adicdo de 0,8 ml de acetato de amoénio 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 1) 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 concentracoes
correspondentes a 10° e 10° células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada espécie,
respectivamente (HAFFAJEE et al., 1997). A membrana foi removida do Minislot 30
e 0 DNA nela concentrado foi fixado por aquecimento em forno a 120°C por 20 min.
A membrana foi pré-hibridizada a 42°C, por 1 hora, em uma solugcéo contendo 50%
formamida (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseina
(Vetec), 5 x solugdo salina citratada (SSC) (1 x SSC= 150mM NacCl (Vetec), 15M de
citrato de sodio (J.T.Baker, Edo. de Méx., México) , pH 7,0, 25mM de fosfato de
sédio (NaoHPO,, Labsynth) pH 6,5 e 0,5 mg/mL de RNA de levedura (Sigma). Em
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seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge,
MA, EUA — Figura 2) 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 uL de solucdo de hibridizacdo composta de 45% formamida, 5 x
SSC, 20mM de Na,HPOQO, (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.

Apos o periodo de hibridizacao, a membrana foi removida do Miniblotter 45
(Immunetcs), lavada por 40 minutos a 65°C numa solugao adstringente composta
por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na;HPOQy4, a fim de remover sondas que
nao hibridizaram completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em
uma solucao 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 apés, por 30
minutos, na mesma solugdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a
fosfatase alcalina (Roche) em uma concentracdo de 1:10.000. A membrana foi,
entdo, lavada duas vezes, por 20 minutos, em uma solugdo de 0,1M de &cido
maleico, 3M de NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5
minutos, em uma solucao 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 solucao 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 3) 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, Sao
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 duas
vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada sinal produzido por
uma determinada sonda na amostra de biofilme foi comparado, em intensidade, ao
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sinal produzido pela mesma sonda nas duas linhas de controles contendo 10° e 10°
bactérias. Desta forma, o numero 0 foi registrado quando ndo houve deteccédo 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 3). Estes registros foram utilizados para determinar
0s niveis das diferentes espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas.
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Tabela 2. Relagao das cepas bacterianas empregadas para a confeccao das sondas
de DNA. As espécies estao agrupadas por complexos bacterianos (SOCRANSKY et
al., 1998; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002)

Espécies Cepas Espécies Cepas
Complexo Azul Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 238602 rljgiloegé;sﬁnum nucleatum ssp 255867
Actinomyces israelii 121022 ggﬁoﬁggﬁgﬁm nucleatum ssp 109532
Actinomyces naeslundii 12104 C/ Fr’lsc‘;ﬁ?ifter fum nucleatum ssp 492567
Actinomyces oris 431462 | Fusobacterium periodonticum 33693%
Complexo Roxo Parvimonas micra 33270%
Actinomyces odontolyticus 179292 | Prevotella intermédia 256112
Veillonella parvula 10790? | Prevotella nigrescens 33563%
Streptococcus constellatus 278237
Streptococcus gordonii 105582 Complexo Vermelho
Streptococcus intermedius  27335%| Tannerella forsythia 430372
Streptococcus mitis 49456° | Porphyromonas gingivalis 332772
Streptococcus oralis 350372 | Treponema denticola B1®
Streptococcus sanguinis 10556° Outras Espécies
Eubacterium saburreum 332712
Aggregatibacter 437182 | Gemella morbillorum 27824°
actinomycetemcomitans a+ ,qpoaa L eptotrichia b p 142012
b ptotrichia buccalis
Capnocytophaga gingivalis 33624 | Neisseria mucosa 19696°
Capnocytophaga ochracea 335962 | Prevotella melaninogenica 25845°%
Capnocytophaga sputigena 336122 o ] 118272
, Propionibacterium acnes | + 1l a
Eikenella corrodens 23834 11828
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 33236° | Streptococcus anginosus 333977
Campylobacter rectus 33238? | Treponema socranskii S1P
Campylobacter showae 511467
Eubacterium nodatum 33099%




Colocar amostra em
150pl solucao tampao TE pH 7,6

Adicionar 100l NaOH 0,5M

Ferver durante 10 minutos

Adicionar 800l Acetato de

analeta
Amonia 5M

aberta

Depositar amostras nas
Membrana de i canaletas do MiniSlot 30

nylon

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

Figura 1. Representacao gréafica do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA)

e resumo da preparacao e colocagao das amostras de biofilme subgengival na
membrana de nylon (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization).

Pré-hibridizagao a 42°C 1 hr

(

Girar membrana 90°

Canaletas de Sondas de DNA genomicas marcadas
hibridizagao I com digoxigenina

Hibridizagao em buffer de
formamida a 42°C 20 hrs

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

Membrana de nylon

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina 1:10.000

l

Detecgao por quimioluminescéncia com
CDP-Star™ Detection Reagent

Figura 2. Representacao 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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Figura 3. Representagcdo esquematica do padrao de hibridizacédo entre as bactérias
presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica checkerboard
DNA-DNA hybridization).

Tabela 3. indice utilizado para a determinagdo 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
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3.8. Analise estatistica
3.8.1. Dados clinicos

A média dos parametros clinicos avaliados foi computada para cada individuo
e depois expressa em média por grupo. As diferencas dentro de cada grupo, entre
os tempos experimentais foram avaliadas utilizando o teste de Friedman. O teste U
de Mann-Whitney foi utilizado para examinar as diferencas entre os dois grupos
terapéuticos em cada tempo experimental. A significancia estatistica foi estabelecida
em 5% (p <0,05).

3.8.2. Dados microbiolégicos

Os dados microbiologicos resultaram da andlise das 40 espécies bacterianas
em 9 amostras de biofilme subgengival por individuo, e foram expressos de duas
maneiras: contagens (niveis) e % de contagem das sondas de DNA (propor¢ao).

Para comparar os niveis médios de cada uma das espécies bacterianas, os
dados foram expressos como contagem x 10° 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 propor¢cao de cada espécie foi computada para
cada sitio e depois calculada as médias entre os sitios em cada individuo, e entao
entre os individuos de um mesmo grupo terapéutico em cada tempo experimental.

Todos os dados (niveis e proporcoes) foram analisados pelo teste t de student
nao-pareado para detectar possiveis diferencas significantes entre os dois grupos
terapéuticos em cada tempo experimental.

Diferencas nos niveis médios ou nas propor¢des de microrganismos dentro
de cada grupo, entre os tempos experimentais foram avaliadas por meio do teste t
de student pareado. A significAncia estatistica foi estabelecida em 5%.

4. RESULTADOS

4.1. Resultados clinico-periodontais
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Os 40 individuos incluidos no estudo no tempo inicial compareceram a
consulta de avaliacdo 3 e 6 meses apds os tratamentos. As caracteristicas
epidemiologicas e as médias dos parametros clinicos observados no exame inicial,
nos dois grupos terapéuticos estdo apresentadas na Tabela 4. Os resultados
demonstram homogeneidade da amostra em relagdo aos parametros clinicos, uma
vez que nao houve diferencas significativas entre os grupos para nenhum dos
parametros avaliados. A avaliacdo clinico-periodontal aos 6 meses ap6s o término
da terapia mecéanica estd representada na Tabela 5. Aqui novamente ndo foram
observadas diferencas significativas significantes para nenhum dos parametros
avaliados.

A Figura 4 mostra as médias dos parametros clinicos avaliados no exame
inicial e pés-tratamento nos dois grupos. Nota-se que as duas terapias utilizadas
levaram a uma melhora significativa em todos os parametros clinicos avaliados,
incluindo presenca ou auséncia de placa, sangramento gengival ou a sondagem e
supuragao, assim como na média de PS e NIC. Diferenga significativa entre os
grupos foi observada apenas para SS aos 3 meses pds-terapia (p<0,05).

A Figura 5 mostra as reduc¢des na media da PS e do NIC entre o inicio do
estudo e 3 e 6 meses pds-tratamento. Nota-se que os dois tratamentos reduziram a
média de PS e NIC, porém nao foram observadas diferencas significativas entre os
dois grupos.
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Tabela 4. Média (+ DP) dos parametros clinicos, e caracteristicas epidemiolégicas,

no exame inicial, para os individuos dos dois grupos terapéuticos.

Grupos terapéuticos

Parametros RAR RAR + AZM Mann-Whitney
clinicos n=20 n=20 (P)
ldade 43,52 +5,9 44,4 + 7,42 0,821
Masc/Fem 11/9 13/7 -
Fumantes 5 5 -
IP (%) 82,70% *+ 12,91 81,39% + 15,42 0,989
IG (%) 42,73% + 25,50 44,45% + 24,05 0,792
SS (%) 81,93% + 12,86 75,78% + 24,51 0,901
Sup (%) 7,95% * 8,44 10,95 + 14,06 0,55
PS (mm) 5,02+ 0,66 4,82 + 0,84 0,38
NIC (mm) 5,74 £ 0,83 5,51 £0,94 0,55

DP: Desvio Padrao; RAR: Raspagem e Alisamento Radicular; AZM: Azitromicina;
IP: Indice de Placa; IG: Indice de Sangramento Gengival; SS: Sangramento a
Sondagem; Sup: Supuracdo; PS: Profundidade de Sondagem; NIC: Nivel de
Insercao Clinico;

Tabela 5. Média (+ DP) dos parametros clinicos, aos 6 meses pos-terapia, para os
individuos dos dois grupos.

Grupos terapéuticos

Paréametros RAR RAR+ AZM U Mann-Whitney
clinicos n=20 n=20 ()
IP (%) 35,47% + 19,02 38,20% + 16,87 0,687
G (%) 15,55% + 9,04 14,78% £ 11,11 0,607
SS (%) 12,31% + 8,83 09,91% + 7,24 0,258
Sup (%) 0,07% + 0,32 0,13% + 0,54 0,989
PS (mm) 3,36 £ 0,38 3,24 £ 0,41 0,428
NIC (mm) 4,70 £ 0,827 4,43 + 0,81 0,365

DP: Desvio Padrao; RAR: Raspagem e Alisamento Radicular; AZM: Azitromicina;
IP: Indice de Placa; IG: Indice de Sangramento Gengival; SS: Sangramento a
Sondagem; Sup: Supuracdo; PS: Profundidade de Sondagem; NIC: Nivel de
Insercao Clinico.
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A Figura 6 apresenta os mesmos tipos de dados da Figura 5, porém, para as
diferentes categorias de sitios, que foram agrupados de acordo com a PS no tempo
inicial em rasos (<4mm), intermediarios (4-6mm) e profundos (= 7mm). Nao foram
observadas diferencgas significativas entre os grupos.

A Figura 7 apresenta a freqiiéncia média de sitios apresentando PS <5mm e
PS = 5mm, com ou sem SS aos 3 e 6 meses apos as terapias. Em ambos os tempos
experimentais o grupo teste mostrou um menor percentual de sitios com PS = 5mm
com SS do que o grupo controle. Essa diferenca entre os grupos foi significativa aos
3 meses pos-terapia (p<0,05) e bem proxima da significancia aos 6 meses (p=0,05).
Aos 3 meses pos-terapia, foram observados 7,1 e 3,4 sitios por paciente com
PS=5mm e SS para os grupos controle e teste, respectivamente; e 7,0 e 4,0 sitios
por paciente aos 6 meses.

O ANEXO C traz a porcentagem de respostas do questionario de efeitos
adversos. Todos o0s pacientes ingeriram a medicacdo conforme prescrito, e
afirmaram que tomariam novamente caso fosse necessario. Diarréia foi citada por
apenas 10% dos pacientes que ingeriram AZM, sendo esse o unico efeito adverso
apresentando maior freqiiéncia no grupo teste do que no grupo placebo. Gosto
metalico, dor de cabeca ou tontura e fraqueza ou falta de animo para o trabalho

foram mais freqlientes nos pacientes do grupo controle, que ingeriram placebo.
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4.2. Resultados microbioldgicos

A Figura 8 apresenta os niveis (média de contagem x10°) das 40 espécies
bacterianas subgengivais no inicio do estudo e aos 3 € 6 meses po6s-terapia, para 0s
dois grupos terapéuticos. No grupo controle foram observadas reducbées aos 3
meses poés-terapia em oito espécies bacterianas, sendo cinco do complexo laranja
(C. rectus, E. nodatum, F. nucleatum ss nucleatum, F. periodonticum e P. micra), e
trés do complexo vermelho (T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola). Uma espécie
do complexo verde estava aumentada (E. corrodens). No grupo que tomou AZM, 8
espécies sofreram reducao significativa, sendo cinco do complexo laranja (C. rectus,
C. showae, E. nodatum, F. nucleatum ss nucleatum e P. intermedia) e trés do
complexo vermelho (T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola). Uma espécie do
complexo verde estava aumentada (C. ochracea). Aos 6 meses poés-terapia foram
observadas redugdes no grupo controle em quatorze espécies bacterianas, sendo
uma do complexo roxo (V. parvula), oito do complexo laranja (C. gracilis, C. showae,
E. nodatum, F. nucleatum ss nucleatum, F. nucleatum ss vicentii, P. intermedia, P.
nigrescens e S. constellatus), trés do complexo vermelho (T. forsythia, P. gingivalis e
T. denticola) e duas das espécies representadas em cinza (L. buccalis e T.
socranskii). No grupo que tomou AZM quatorze espécies sofreram reducéo
significativa aos 6 meses pods-terapia, sendo uma do complexo roxo (V. parvula),
sete do complexo laranja (C. rectus, E. nodatum, F. nucleatum ss nucleatum, F.
nucleatum ss polymorphum, P. micra, P. intermedia, e S. constellatus), trés do
complexo vermelho (T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola) e trés espécies que nao
fazem parte dos complexos microbianos e estdo representadas em cinza (L.
buccalis, P. melaninogenica e T. socranskii).

A Figura 9 apresenta a comparacao dos niveis das espécies avaliadas entre
0s grupos terapéuticos nos 3 tempos de observacdao. Nao foram encontradas
diferencgas significativas no inicio do estudo. Aos 3 meses pos-terapia observou-se
niveis significativamente mais baixos no grupo da AZM para 10 das espécies
avaliadas (T. forshytia, T. denticola, P. intermedia, C. rectus, C. showae, N. mucosa,
E. corrodens, C. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e A. israelli), e aumentados
para 5 espécies bacterianas (V. parvula, S. gordonii, C. ochracea, F. nucleatum ss

vicentii € P. micra). Quando os dois grupos foram comparados aos 6 meses,
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observou-se niveis significativamente mais baixos no grupo da AZM para T.
forsythia, e aumentados para 4 (V. parvula, C. gracilis, P. micra e S. noxia).

As médias de proporcao das espécies avaliadas, antes e apds os
tratamentos, estdo representadas na Figura 10. De forma geral, as duas terapias
atuaram de forma mais efetiva na redugdo dos complexos laranja e vermelho. As
proporcdes dos trés patdégenos do complexo vermelho foram reduzidas entre o inicio
do estudo e 3 e 6 meses pos-terapia nos dois grupos. Aos 3 meses poés-terapia, 5
espécies do complexo laranja estavam significativamente reduzidas por ambas as
terapias, sendo C. rectus, E. nodatum, F. nucleatum ss nucleatum, F. periodonticum
e P. micra no grupo que recebeu apenas RAR; e C. rectus, C. showae, E. nodatum,
F. nucleatum ss nucleatum e P. micra no grupo da AZM. Aos 6 meses pos-terapia C.
rectus, E. nodatum, P. intermedia, P. nigrescens e S. constellatus estavam reduzidas
em relacdo ao inicio do estudo no grupo controle; e E. nodatum, P. micra e P.
intermedia no grupo teste. Em relacdo as espécies consideradas compativeis com o
hospedeiro, A. gerencseriae, A. israelli, A. naeslundi, A. oris e S. gordonii mostraram
aumento 6 meses poés-terapia no grupo controle, assim como A. gerencseriae, A.
naeslundi, A. oris e S. gordonii no grupo teste.

As diferencas entre os dois grupos experimentais nas proporg¢ées individuais
das espécies bacterianas em cada tempo estdo representadas na Figura 11. Nao
foram encontradas diferencas para nenhuma das espécies avaliadas no exame
inicial. Aos 3 meses pos-terapia, 0 grupo que recebeu AZM apresentou proporcoes
significativamente reduzidas para 2 espécies do complexo vermelho (T. forsythiae T.
denticola), 2 do complexo laranja (P. intermedia e C. showae), e 4 espécies dos
complexos verde ou azul (E. corrodens, C. gingivalis, A. actinomycetemcomitans e
A. israelii), além de N. mucosa. Outras 6 espécies estavam aumentadas no grupo
que recebeu AZM, 3 meses apds as terapias (F. nucleatum ss polymorphum, F.
nucleatum ss vicentii, C. rectus, C. ochracea, S. gordonii e V. parvula). Aos 6 meses
pds-terapia apenas as propor¢oes de T. forsythia estavam reduzidas no grupo teste
e as de S. intermedius, P. micra e P. nigrescens aumentadas, em relacdo ao grupo
controle.

A Figura 12 mostra as alteracbes ocorridas nas propor¢cées dos complexos
microbianos apds os tratamentos. As areas dos graficos foram ajustadas para refletir
a contagem total de microrganismos em cada grupo terapéutico, nos dois tempos
experimentais. A contagem bacteriana total foi reduzida apds os tratamentos nos
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dois grupos experimentais. Quando os dois grupos foram comparados em cada

tempo, ndo foram observadas diferencgas significativas entre eles.

Todas as terapias levaram a uma reducao significativa nas proporcdes do
complexo vermelho que passou de 22,04% para 1,91% e 1,94% das espécies
avaliadas no grupo de AZM, e de 29,33% para 4,78% e 8,42% no grupo controle aos
3 e 6 meses poOs-terapia, respectivamente, com diferenca significativa entre os
grupos aos 6 meses. De forma geral, as proporcdes dos complexos considerados
benéficos, verde, roxo, amarelo e azul aumentaram 3 meses apds as terapias,
sendo que esse aumento foi mais pronunciado para o grupo de AZM que mostrou
alteracoes significantes em trés complexos (verde, azul e amarelo); enquanto que o
grupo controle sofreu aumento em apenas dois complexos (azul e amarelo).
Comparando as proporcoes dos diversos complexos microbianos nos dois grupos
experimentais aos 6 meses pos-terapia, foi possivel notar que os individuos que
tomaram AZM mostraram proporcbées significativamente menores do complexo

vermelho quando comparado ao grupo que foi tratado somente com RAR.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente estudo foi avaliar as alteragcdes clinicas e
microbiolégicas da RAR associada ou ndo a AZM sistémica no tratamento de

individuos com periodontite crénica.

Ja esta bem determinado na literatura periodontal que para se alcancar
beneficios clinicos é necesséario alterar drasticamente o perfil microbiolégico
associado a doenga para um perfil de saude periodontal (TELES et al., 2006). Neste
sentido, diversos antibiéticos sistémicos tém sido utilizados em combinacao a RAR
para auxiliar na eliminacao ou redugao dos patégenos periodontais e o concomitante
aumento nos niveis e propor¢coes das espécies bacterianas compativeis com o
hospedeiro (para revisdo, HERRERA et al., 2002, HAFFAJEE et al., 2003). Em geral
os estudos mostram beneficios clinicos e microbiolégicos com a utilizagdo desses
antibidticos; beneficios esses que variam de acordo com o tipo de droga
administrada, com a populacdo estudada e com a adesdo dos pacientes ao
protocolo terapéutico (GUERRERO et al., 2007). A maior parte dos antibidticos
estudados até hoje em periodontia, como o metronidazol, a amoxicilina e a
tetraciclina, necessita ser ingerida varias vezes ao dia por periodos prolongados de
tempo, como o metronidazol, que € tomado 3 vezes ao dia por 7 a 14 dias. Vale
destacar que a administracéo de antibiéticos sistémicos durante longos periodos de
tempo € a principal causa da falta de colaboracdo do paciente (GREENBERG,
1984). Uma das maiores vantagens da AZM ¢é a sua posologia, uma vez que esse
antibiético & administrado apenas uma vez ao dia por curtos periodos de tempo, de
3 abdias.

A dosagem e duracgao ideais da AZM para o uso no tratamento da infecgcéao
periodontal ainda nao foram testadas. Logo, no presente estudo foi utilizada uma
capsula de 500 mg de AZM ao dia, de acordo com estudos prévios, que utilizaram
essa mesma dosagem por um periodo de 3 dias no tratamento periodontal
(SEFTON et al., 1996; BLANDIZZI et al., 1999; SMITH et al., 2002; GOMI et al.,
2007 a,b; HAFFAJEE et al., 2007, 2008). A decisdo de estender de 3 para 5 dias o
tempo de administracdo foi tomada com base em um estudo médico recente que
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sugere que 5 ou 6 dias de administracdo da AZM pode potencializar os efeitos desta
medicacdo no tratamento de doenga como a sinusite bacteriana aguda (HENRY et
al., 2003). Outra vantagem da AZM é a sua rapida absorcao por células fagocitarias,
como leucdcitos, mondcitos e macréfagos. Essa caracteristica contribui para que a
AZM chegue rapidamente aos tecidos infeccionados (HOEPELMAN et al., 1995),
incluindo sitios com destruicdo periodontal (BLANDIZZI et al., 1995; GOMI et al.,
2007), e que mantenha uma concentragao de 10 a 100 vezes maior nos tecidos do

que no Soro.

Os resultados do questionario de efeitos adversos (ANEXO A) mostraram que
a maioria dos individuos nao relatou efeitos colaterais importantes, e que esses
efeitos adversos foram observados tanto no grupo teste quanto no grupo controle.
Alguns efeitos adversos apareceram com maior freqtiéncia no grupo controle, como
gosto metdlico, dor de cabeca ou tontura; enquanto outros, como fraqueza e sono
excessivo se igualaram nos dois grupos. O unico efeito adverso descrito apenas no
grupo teste foi a presenca de diarréia em 10% dos individuos que ingeriram AZM.
Uma informacao relevante é que todos os individuos responderam que tomariam

novamente a medicagéo se fosse necesséario (ANEXO C).

5.1. Aspectos clinico-periodontais

As duas terapias empregadas no presente estudo levaram a uma melhora
significativa nos parametros clinicos periodontais aos 3 e 6 meses pos-tratamento.
Esses beneficios foram observados nas avaliacées de média de boca toda (Figuras
4 e 5) e também nas realizadas por diferentes categorias de PS inicial (Figura 6).
Porém, foi observado um beneficio com uso da AZM em relacéo aos sitios residuais
apdés os tratamentos, uma vez que os individuos que tomaram o antibiético
mostraram um menor percentual de sitios com PS = 5mm com SS aos 3 e 6 meses
(Figura 7). Esse é um dado importante, uma vez que a presenca de sitios profundos
com SS ao final do tratamento pode ser determinante para a longevidade dos
elementos dentarios. Matuliene et al. (2008) avaliaram clinicamente 172 pacientes

tratados periodontalmente por 3 a 27 anos (média de 11,3 anos) e utilizaram
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regressao logistica para determinar possiveis fatores de risco para futura perda
dentaria ou de insercao periodontal. Os autores relataram que dentes com sitios
com PS=5mm e SS apresentavam uma taxa de risco relativo de 4,8 para perda
dentaria comparado com os dentes com sitios com PS até 3mm. Essa taxa de risco
relativo era de 7,2 para dentes com sitios com PS=6mm e SS, e de 25,6 para dentes
com sitios com PS = 7mm e SS.

Haffajee et al. (2007) ndo demonstraram diferengcas entre a RAR
isoladamente ou associada a AZM no tratamento de individuos com periodontite
cronica aos 3 meses de avaliacdo. Porém, resultados superiores para o antibiético
comecaram a ser observados longitudinalmente. Os individuos que tomaram AZM
sistémica exibiram uma menor média de PS e NIC em sitios profundos aos 6 € 12
meses pos-tratamento. Haas et al. (2008) também observaram vantagens para a
utilizacdo deste antibi6tico no tratamento de individuos com periodontite agressiva
especialmente em bolsas intermediarias 1 ano apés o tratamento. Porém, nas

avaliagOes anteriores de 3 e 6 meses essas diferengcas ndo foram observadas.

Por outro lado, outros autores relataram alguns beneficios clinicos da AZM
sistémica em periodos mais curtos de observacao (SMITH et al., 2002, GOMI et al.,
2007, MASCARENHAS et al., 2005). Mascarenhas et al. (2005) observaram que a
média de PS em sitios inicialmente intermedidrios (4-6 mm) estava
significativamente menor no grupo de AZM do que no grupo controle aos 6 meses
pds-terapia. Nas bolsas inicialmente profundas esse beneficio foi observado para os
parametros de PS e NIC ja aos 3 meses. Porém, é importante destacar que esse
estudo foi realizado em individuos fumantes, que normalmente ndo respondem bem
ao tratamento mecénico tradicional, tornando mais evidente os beneficios das
terapias adjuntas. Ja os estudos de Smith et al. (2002) e Gomi et al. (2007) também
foram realizados em individuos nao-fumantes com periodontite cronica, € ambos os
estudos mostraram beneficios clinicos na utilizagdo da AZM em 3 meses apos a
antibioticoterapia, que foram mantidos até aproximadamente 6 meses. Observando
as médias de PS (4,45mm £ 0,91) e NIC (8,31mm * 1,99) iniciais do estudo de Gomi
et al. (2007) podemos notar que os pacientes avaliados possuiam uma grande
retracdo gengival no inicio do estudo, sugerindo que esses pacientes ja haviam
recebido tratamento periodontal anteriormente. Futuros estudos poderiam avaliar os
beneficios da AZM em pacientes com periodontite crdnica recorrente ou persistente.
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Diferencas na efetividade da RAR podem explicar os resultados
aparentemente controversos em termos de beneficios clinicos observados nos
estudos de Smith et al. (2002) e Gomi et al. (2007) em comparag¢ao com o presente
estudo. Os individuos que receberam RAR no estudo de Gomi et al. (2007) tiveram
uma reducédo de 0,7 mm em PS na média de boca toda 6 meses apds a terapia,
enquanto que no presente estudo essa reducao foi de 1,66 mm. Smith et al. (2002)
apresentaram os dados separados por diferentes categorias de bolsa. Os sitios
inicialmente profundos (PS > 6 mm) do grupo controle reduziram em média 2,22 mm
na PS, em contraste com 3,56 mm de redugdo observada no presente estudo. Em
resumo, as melhoras obtidas nos grupos controle nos estudos de Gomi et al. (2007)
e Smith et al. (2002) foram inferiores as observadas no presente estudo. Esse fato
pode ter implicacdo direta nas diferencas mais profundas observadas entre os
grupos teste e controle por aqueles autores, pois quando os resultados da RAR séo
pouco satisfatorios torna-se mais facil de observar vantagens clinicas no grupo teste.
Cionca et al. (2009) discutiram elegantemente este ponto recentemente, ressaltando
a importancia de se realizar procedimentos controles (RAR) de alto padrao, para que
os antibidticos sistémicos nao sejam utilizados como um mecanismo de

compensacao para falhas nos procedimentos mecanicos.

5.2. Aspectos microbiolégicos

Ao nosso conhecimento apenas um estudo anterior avaliou o efeito da AZM
sistémica no perfil microbiol6gico subgengival de individuos com periodontite crénica
(HAFFAJEE et al., 2008). Outros trés estudos também realizaram avaliacbes
microbiolégicas, porém, em poucas espécies bacterianas e com outras metodologias
(SEFTON et al., 1996, GOMI et al., 2007 e YASHIMA et al., 2009).

No presente estudo as duas terapias, controle e teste, levaram a uma melhora
no perfil microbiol6gico subgengival. Algumas diferengas importantes foram
observadas entre os grupos. Os individuos que tomaram AZM tiveram melhores
beneficios na composicao da microbiota subgengival, em comparagao com o grupo
de RAR.
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De forma geral, os patégenos periodontais do complexo vermelho, T.
forsythia, P. gingivalis e T. denticola foram reduzidos por ambas as terapias aos 6
meses. E importante destacar que aos 6 meses pos-terapia 0 grupo teste
apresentava niveis e proporcoes individuais de T. forsythia significativamente mais
baixos do que os do grupo controle. Além disso, a propor¢cao total desses trés
patégenos (Figura 12) foi mais profundamente afetada pela AZM. Essa proporcao
estava reduzida a 1,94% do total das espécies avaliadas nos individuos que
tomaram antibidtico, contra 8,42% nos individuos que receberam apenas RAR
(p<0,05). Esses dados sao muito importantes uma vez que esses patdgenos sdo os
mais intimamente associados com a etiologia das periodontites crénicas
(SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005).

Quatros estudos anteriores também avaliaram os efeitos da AZM nas
espécies do complexo vermelho. Em concordancia com os nossos resultados,
Mascarenhas et al. (2005), Gomi et al. (2007) e Yashima et al. (2009) também
observaram um beneficio em relacdo aos patégenos do complexo vermelho quando
a AZM sistémica foi associada a RAR. Utilizando PCR, Gomi et al. (2007)
observaram que a AZM foi capaz de eliminar T. denticola, T. forsythia e P. gingivalis
de 4 sitios subgengivais de individuos com periodontite cronica tratados com RAR
em uma unica sessao e AZM, até 13 semanas pos-tratamento. Porém, todas as trés
espécies foram detectadas no grupo controle apds 5 semanas. Yashima et al (2009),
utilizando PCR, observaram que a AZM associada a RAR, realizada em sessao
Unica ou por quadrantes, foi capaz de eliminar T. denticola de 4 sitios subgengivais,
de pacientes com periodontite crénica por até 12 meses apOs a terapia. Ja P.
gingivalis foi detectado 9 meses apos a terapia e T. forsythia apés 1 més. Porém, no
grupo controle, os autores ja detectaram T.forsythia e P.gingivalis 1 més apds a
terapia e T. denticola apdés 6 meses. Mascarenhas et al. (2005), avaliando uma
populacédo de fumantes, observaram que a AZM foi capaz de diminuir a freqténcia
de sitios BANA-positivos (colonizados por P. gingivalis e/ou T. forsythia e/ou T.
denticola), de 52,19% para 3,35%; enquanto que no grupo controle essa reducéo foi
de 47,74% para 33,32%. Por outro lado, Haffajee et al. (2008) ndo observaram um
efeito profundo da AZM sobre as espécies do complexo vermelho. Os autores

mostraram que a combinagdo de RAR e AZM foi capaz de reduzir significantemente
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os niveis de T. forsythia, enquanto que o grupo controle, que recebeu apenas RAR,
mostrou reducao nos niveis de T. forsythia e P. gingivalis em 1 ano pds-tratamento.

Um resultado inesperado no presente estudo foi a baixa efetividade da AZM
nas proporcdes das espécies do complexo laranja, individualmente e em conjunto
(Figuras 8, 10 e 12). Estudos anteriores do nosso grupo sugerem que a utilizacdo de
outros antibidticos sistémicos, como a combinagdo do metronidazol e da amoxicilina
sao mais efetivos do que a RAR na reducdo desses patégenos (MESTNIK et al.,
2009). Uma possibilidade a ser considerada € a resisténcia aumentada de algumas
espécies desse complexo a esse antibiético. Serrano et al. (2009) detectaram uma
alta ocorréncia de cepas de F. nucleatum e P. intermedia resistentes a AZM em uma
populacdo colombiana. Haffajee et al. (2008) observaram que aproximadamente
25% dos sitios subgengivais de individuos americanos com periodontite crénica
apresentavam cepas de F. nucleatum ss vincentii resistentes a AZM. Esse
percentual foi préximo de 15% para F. nucleatum ss nucleatum e de 10% para F.
periodonticum e F. nucleatum ss polymorphum. Esses dados podem explicar a falta
de efetividade da AZM nas proporcdes das espécies de Fusobacterium observada
no presente estudo.

As espécies compativeis com o hospedeiro dos complexos azul, amarelo,
verde e roxo foram minimamente reduzidas, e na maioria dos casos sofreram
aumento pés-terapia. Quando as propor¢cdes dos complexos foram avaliadas (Figura
12) observou-se um aumento significativo pds-terapia nas proporcdes de 2 a 3
complexos compativeis com saude nos dois grupos experimentais. Aos 6 meses de
observacdo a soma das propor¢cdes dos complexos compativeis com saude estava
substancialmente aumentada em relagdo ao inicio do estudo nos dois grupos, sem
aparente diferenca entre eles.
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5.3. Consideracoes finais

De forma geral, a AZM associada a RAR ndo demonstrou beneficios clinicos
substanciais aos obtidos com a RAR isoladamente, porém algumas alteragées mais
benéficas na composicdo da microbiota subgengival foram observadas, como no
efeito adicional do antibiético nas espécies do complexo vermelho. E importante
ressaltar que muitas vezes as alteragdes microbiolégicas precedem as clinicas. Isso
ocorre principalmente em casos de individuos que nunca receberam tratamento
periodontal anterior. Nesses casos, como a melhora inicial é sempre muito
pronunciada, torna-se mais dificil de observar diferencas clinicas pontuais entre
terapias, que podem se tornar mais evidentes longitudinalmente. Um dos principais
fatores para se definir os resultados clinicos longitudinais s&o os beneficios
observados no perfil microbioldégico no curto prazo. Quanto mais compativel com
saude for a recolonizacado subgengival, maiores as chances dos parametros clinicos
permanecerem estaveis ao longo do tempo (TELES et al., 2006).

Uma hipétese a ser levantada para a falta de efetividade clinica da AZM é o
pouco efeito deste antibidtico sobre as espécies do complexo laranja. Essas
espécies possuem papel importante na etiopatogenia da periodontite crénica porque
funcionam como ponte entre os colonizadores primarios e as espécies do complexo
vermelho, precedendo a colonizacdo desses patdégenos. Em um estudo prévio do
nosso grupo de pesquisa (MATARAZZO et al. 2008) em individuos fumantes com
periodontite crénica, também observamos que as trés terapias testadas (RAR, RAR
+ metronidazol ou RAR + metronidazol + amoxicilina) nao foram efetivas em reduzir
as proporcdes do complexo laranja, levando inclusive a um aumento nas proporcdes
desse complexo pos-terapia. Com isso, os resultados clinicos ficaram aquém dos
esperados. Adicionalmente, no grupo de RAR somente, em que esse complexo
sofreu 0 maior aumento pos-tratamento foram observados os piores resultados
clinicos.

O acompanhamento longitudinal dos individuos do presente estudo sera
fundamental para determinar se os beneficios microbiol6gicos sobre o complexo
vermelho serdo mantidos e consequientemente, outras vantagens clinicas surgirdo

no grupo teste ao longo do tempo; ou se o pouco efeito observado no complexo
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laranja propiciara uma recolonizacdo rapida do complexo vermelho, eliminando

longitudinalmente as vantagens microbiolégicas e clinicas observadas até aqui.
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6. CONCLUSAO

A combinacao de AZM sistémica a RAR levou a um beneficio adicional na
composicdo da microbiota subgengival em individuos com periodontite crénica.
Porém aos 6 meses pds-terapia, esse efeito benéfico ainda nao se refletiu

inteiramente nos parametros clinicos periodontais.
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ANEXOS

ANEXO A — QUESTIONARIO DE EFEITOS ADVERSOS (CAPSULAS)

Nome:

Data:

/

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

Sim

Nao
sei

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 vomito?

4. Teve diarréia neste periodo?

5. Sentiu algum gosto metélico 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

irritacao?

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?
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ANEXO B — TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

UnG

universidade
TERMO DE guarulnos ~ CONSENTIMENTO
LIVRE E ESCLARECIDO

Por esse instrumento particular declaro, para os efeitos éticos e legais,

que eu
(nome) ;

(nacionalidade) , (profisséo)

portador do R.G. ,

C.1.C. , residente e domiciiado a Rua

, telefone

, ha cidade de , Estado de

] __, concordo em participar dessa pesquisa — AVALIACAO
CLINICA E MICROBIOLOGICA DA ASSOCIACAO DA AZITROMICINA DE USO
SISTEMICO EM INDIVIDUOS PERIODONTITE CRONICA. Estou ciente que essa
pesquisa pretende estudar o efeito do uso de um antibiético (azitromicina) associado
ao tratamento tradicional de raspagem na eliminacdo da periodontite crbénica. A
periodontite cronica € a inflamagédo das gengivas e pode levar até a perda dos
dentes. E causada pela presenca de placa dentaria, uma camada localizada na
superficie dos dentes e composta por microrganismos (bactérias) que causam a
inflamacdo das gengivas. Para participar desse estudo é necessario ter a
periodontite crénica, estar com boa saude geral, ndo ter sofrido tratamento nas
gengivas, nem tomado antibiéticos nos ultimos 6 meses, e quando mulheres, nao
estar gravida ou amamentando.

Os participantes serdo submetidos a nove exames completos dos dentes e
das gengivas que serao efetuados por profissionais formados em Odontologia, sob a
supervisao de professores na Clinica Odontolégica da UnG. Os exames seréao
realizados antes e ap6s o tratamento da inflamacao das gengivas. Nesta
oportunidade, amostras de placa dentaria serdo coletadas por meio de curetas
odontoldgicas estéreis para a realizacdo do exame microbiolégico e identificacdo
dos microrganismos envolvidos na periodontite cronica.

O tratamento utilizado sera de raspagem das superficies dos dentes

(coroa e raiz) sob anestesia local, e uso de antibidtico diario (azitromicina 1x/dia) que
ajudam na eliminagcdo dos microrganismos (germes) presentes na placa dentaria
causadora das doengas nas gengivas.

Guarulhos, de de 200 .

Assinatura do Voluntério Dra. Magda Feres — CRO-SP
77.854
Pesquisador Responsavel
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(continuagao)

Alguns sintomas como enjéo, dor de cabega, gosto ruim na boca podem aparecer
por causa do uso do antibiético. Neste caso, o medicamento podera ser suspenso
imediatamente sem prejuizo do tratamento basico da periodontite crénica. Caso alguma
voluntaria fique gravida, ela sera imediatamente afastada do estudo e o uso do antibiético
sera interrompido, sem nenhum prejuizo ao tratamento.

Os individuos participantes do estudo receberdo os medicamentos além da
raspagem dos dentes, no entanto alguns receberdo o antibiético azitromicina e outros
receberdo os chamados “antibiéticos placebo” — sem a substancia quimica ativa. Essa
escolha sera realizada ao acaso, e durante a realizacao do estudo o participante ndo podera
ser informado sobre qual medicamento recebeu, pois isto comprometeria os resultados.

Estes procedimentos sdo simples, além de serem completamente indolores. O
estudo terd uma duragao de aproximadamente 24 meses e envolvera varias consultas (12
visitas em média) de aproximadamente 1 hora. Individuos que necessitarem de outros
tratamentos serdo encaminhados as diferentes especialidades na Clinica de Graduagao
apos a conclusao deste estudo.

Recebi todas as informagdes sobre a minha participagao nesse estudo, e
a garantia de novos esclarecimentos que julgar necessarios durante o decorrer da
pesquisa. Também fui verbalmente informado sobre os possiveis beneficios e riscos,
assim como, todos os passos desse experimento serdo acompanhados por um
Pesquisador Responsavel. Os procedimentos sdo simples, ndo oferecem risco
diferente de um tratamento odontolégico comum e serdo realizados por profissionais
com experiéncia.

Tomei conhecimento de que nao terei custos extras e que tenho plena
liberdade para recusar a participacao na referida pesquisa a qualquer momento, sem
penalizacdo alguma. Autorizo, para os devidos fins, o uso, a divulgacédo e a
publicacdo dos dados e resultados obtidos do relatério geral da pesquisa. Recebi a
garantia do sigilo que assegura a privacidade dos participantes do estudo, uma vez
gue os dados obtidos sao confidenciais.

Por estar de pleno acordo com o presente termo, assino abaixo o mesmo.

Guarulhos, de de 200 .

Assinatura do Voluntario Dra. Magda Feres — CRO-SP
77.854
Pesquisador Responsavel

Endereco para contato com o Pesquisador Responsavel:
Universidade Guarulhos — Rua Nilo Pecanha, 81. Centro. Guarulhos —SP.
Telefone: 6464-1769 ou 9222-3239
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ANEXO C - TABELA COM A PORCENTAGEM DE RESPOSTAS DO

QUESTIONARIO DE EFEITOS ADVERSOS

o RAR (%) AZM (%)
Questionario . -
SIM NAO SIM NAO
1. Vocé conseguiu tomar os medicamentos como lhe foi
orientado? 100 0 100 0
2. Vocé sentiu algum mal-estar devido ao medicamento que
tomou? 5 95 10 90
3. Sentiu nduseas ou vémito? 0 100 0 100
4. Teve diarréia neste periodo? 0 100 10 90
5. Sentiu algum gosto metélico na boca? 15 85 10 90
6. Sentiu dor de cabeca ou tontura? 10 90 5 95
7. Caso tenha sentido algum dos problemas das perguntas 5 95 5 95
anteriores , isso atrapalhou o seu dia-a-dia?
8. Os medicamentos provocaram mau humor ou irritagéo? 5 95 5 95
09. Sentiu fraqueza ou falta de animo para o trabalho? 10 90 5 95
10. Teve sono excessivo devido aos medicamentos? 15 85 15 85
;i1a.?Os horéarios do medicamento prejudicaram o seu dia-a- 0 100 0 100
12. Vocé tomaria os medicamentos novamente caso fosse 100 0 100 0

necessario?
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