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RESUMO

O objetivo deste estudo foi avaliar o efeito clinico e microbiol6égico da
administracdo de metronidazol e amoxicilina na fase cirurgica da terapia
periodontal em individuos com periodontite crénica. Vinte individuos receberam
a terapia basica de raspagem e alisamento radicular (RAR) realizada em seis
sessdes e finalizada em 14 dias. Ap6s 60 dias da RAR, os individuos foram
reavaliados e, em seguida, aleatoriamente distribuidos em dois grupos
terapéuticos (n=10): Grupo Controle - abertura cirlrgica de acesso aos sitios
periodontais com profundidade de sondagem > 5mm e sangramento a
sondagem, localizados em dentes posteriores, para receberem nova RAR em
campo aberto (CIR) + medicagdo placebo: metronidazol 400mg + amoxicilina
500mg, 3x/dia, 10 dias (PCB); e Grupo Teste - CIR + combinagdo de
antibidticos: metronidazol 400mg + amoxicilina 500mg, 3x/dia, 10 dias (ANT). Os
seguintes parametros clinicos foram avaliados em seis sitios por dente no inicio
do estudo (T0), 60 dias apds a RAR (T1) e 60 dias ap6s 0 momento cirurgico
(T2): profundidade de sondagem, nivel clinico de insercdo, indice de placa
visivel, indice de sangramento gengival, sangramento a sondagem e supuracao.
Nove amostras de biofilme subgengival foram coletadas por individuo, 3
amostras em cada uma das seguintes categorias de profundidade de sondagem
iniciais: rasas (PS < 3mm), intermediarias (PS 4-6mm) e profundas (PS = 7mm).
As amostras foram avaliadas, quanto aos niveis e proporcdes de 40 espécies
bacterianas subgengivais pela técnica checkerboard DNA-DNA hybridization. Os
resultados demonstraram que as duas terapias propostas promoveram melhoras
clinicas e microbiolégicas sem diferenca estatistica entre os grupos. No tempo
T2 foi possivel observar um beneficio para o grupo teste (CIR + ANT),
principalmente em relagdo a média do nivel clinico de inser¢do e da reducéo no
percentual de complexo vermelho, em comparagcdo ao grupo controle. Em
conclusdo, a associacdo de antibioticoterapia no momento cirdrgico nao
demonstrou beneficios clinicos relevantes, porém os beneficios microbiolégicos
parecem promissores.

Palavras-Chaves: Periodontite crénica; Metronidazol; Amoxicilina; Terapia
cirurgica; Microbiota subgengival.



ABSTRACT

The aim of this study was evaluate the clinical and microbiological effect of the
adjunctive systemically administered amoxicillin and metronidazole in the
surgical treatment of the chronic periodontitis subjects. Twenty subjects received
scaling and root plaining (SRP) conducted in six sessions and completed in 14
days. After 60 days of the SRP the subjects were reassessed and, then randomly
assigned to two treatment groups (n=10):Control — open flap debridement of the
periodontal sites with probing depth > 5 mm and bleeding on probing, located in
posterior teeth, to receive another SRP in open field (SURG) + placebo:
metronidazole 400mg + amoxicilin 500mg, 3x/day, 10 days (PCB); Test —- SURG
+ combination of antibiotics: metronidazole 400mg + amoxicilin 500mg, 3x/day,
10 days (ANT). The following clinical parameters were evaluated at six sites per
tooth at baseline (T0), 60 days after SRP (T1) and 60 days after the surgical time
(T2): probing depth, clinical attachment level, visible plaque, gingival bleeding,
bleeding on probing and suppuration. Nine samples of subgingival biofilm were
collected for subject, 3 samples in each of the following categories of inicial
probing depth: shallow (PD < 3mm), moderate (PD 4-6 mm), and deep (PD= 7
mm). The samples were evaluated for the levels and proportions of 40
subgingival bacterial species using the checkerboard DNA-DNA hybridization
test. The results showed that the two proposed therapies promoted clinical and
microbiological improvement without statistical difference between groups. At
time T2 was possible to observe a benefit for the test group (SURG + ANT),
especially in relation to the average of clinical attachment level and reduction in
the percentage of red complex. In conclusion, the combination of the antibiotics
in the surgical moment has not shown important clinical benefits, but the
microbiological benefits seem promising.

Key Words: Chronic periodontitis; Metronidazole; Amoxicillin; Surgical therapy;
Subgingival microbiota.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Caracterizada como uma doenca infecciosa, a doenga periodontal,
tem como fator etiolégico microrganismos especificos presentes no biofilme
bucal, que acometem as estruturas de protecdo e sustentacdo dos dentes,
levando a perda de insergéo, de tecido 6sseo, e eventualmente do elemento
dentério (LOE et al., 1965, SOCRANSKY, 1970; LISTGARTEN et al., 1978;
LOESCHE et al., 1985; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994a; HAFFAJEE &
SOCRANSKY, 1994; SOCRANSKY et al., 1998; ARMITAGE, 1999). A doenga
periodontal crénica é reconhecida como a forma mais comum de periodontite e
apesar de sua etiopatogenia ser conhecida e bem estudada, ainda néo esta
estabelecido o padrao ideal e definitivo da terapia. A busca por uma terapéutica
periodontal mais eficaz é continua, ja que alguns pacientes ou sitios continuam
a apresentar progressao de doenga, mesmo apds o tratamento convencional
de raspagem e alisamento radicular (RAR) subgengival (HAFFAJEE et al.,
1997; ROSLING et al., 2001).

O controle mecanico tem como objetivo desorganizar o biofime
dental, suprimir os patdégenos periodontais da cavidade bucal e impedir a
progressdo da doenca (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002). Entretanto, o
debridamento mecéanico sozinho tem sido questionado para a eliminagao de
espécies periodontopatogénicas como Aggregatibacter actinomycetemcomitans
e Porphyromonas gingivalis dos nichos subgengivais (SHILOAH et al., 1998;
MOMBELLI et al., 2000), por essas espécies apresentarem habilidade de
atingir locais de dificil acesso, invadindo células epiteliais orais (LAMONT &
JENKINSON, 1998; FIVES-TAYLOR et al., 1999; LAMONT & JENKINSON,
2000; RUDNEY et al., 2005). Alguns microrganismos subgengivais nao podem
ser removidos porque estdo localizados em areas fora do alcance da
instrumentacdao periodontal, como as lesdes de furca profunda e dentina
radicular (SLOTS & RAMS, 1991; ADRIAENS & ADRIAENS, 2004). Além
disso, a RAR tem um efeito limitado no biofilme extracrevicular, o qual pode
representar um importante reservatério para a reinfecgcao e recolonizagao dos
nichos subgengivais (DANSER et al., 1996; QUIRYNEN et al., 2001; MAGER et
al., 2003). Portanto, a permanéncia ou a répida recolonizagdo com
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microrganismos periodontopatogénicos, apdés o debridamento subgengival,
pode ser a razdo de resultados clinicos menos favoraveis (RODENBURG et al.,
1990; RAMS et al., 1996).

O conhecimento das limitagdes da terapia mecanica para o controle
da doencga periodontal e o entendimento atual da especificidade do biofilme
subgengival e da existéncia de diferentes patdégenos associados as diferentes
formas de infecgcbes periodontais, levam a busca por uma terapia
fundamentada nos fatores etiolégicos da infeccao, que parece ser o caminho

para melhores resultados clinicos e microbiolégicos em longo prazo.

1.1 Antibioticos no tratamento da doenca periodontal

O entendimento da especificidade do biofilme subgengival, das
limitacdes do controle mecéanico da doenga periodontal e dos mecanismos que
0S microrganismos possuem para obter acesso a locais privilegiados, tém
levado pesquisadores a desenvolverem novas terapias coadjuvantes a RAR,
para que melhores resultados clinicos e microbiol6gicos sejam obtidos. Dentre
as diversas terapias coadjuvantes, o uso dos antibiéticos sistémicos tem sido
empregado no tratamento das doencas periododontais (VAN WINKELHOFF et
al., 1997; FERES et al., 1999a, 1999b, 1999¢c; MOEINTAGHAVI et al., 2007).

Os antibiéticos mais utilizados na literatura como adjuntos a terapia
periodontal bdasica para a periodontite crénica, foram a tetraciclina e seus
derivados, doxiciclina e minociclina (HELLDEN et al., 1979; SLOTS et al., 1979;
SCOPP et al., 1980; CIANCIO et al., 1982; LINDHE et al.,1983b; MULLER et
al., 1990; FREEMAN et al., 1992; MULLER et al., 1993; CROUT et al., 1996;
LOESCHE et al, 1996; FERES et al., 1999b, 1999c); as penicilinas,
principalmente a amoxicilina (HELOVUO & PAUNIO, 1989; ABU-FANAS et al,
1991; HELOVUO et al.,, 1993); o metronidazol (LINDHE et al., 1983a;
LOESCHE et al., 1984, 1987, 1991, 1992, 1996; FERES et al., 1999a;
CARVALHO et al., 2004; POULET et al., 2005; HAFFAJEE et al., 2007); e a
azitromicina (MASCARENHAS et al. 2005; DASTOOR et al. 2007, GOMI et al.,
2007a; GOMI et al., 2007b; HAFFAJEE et al., 2007). Outros estudos mostraram
excelentes resultados clinicos e microbiolégicos no tratamento da doenga

periodontal em individuos adultos utilizando a associacao do metronidazol e da
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amoxicilina (PAVICIC et al., 1994; LOPEZ et al., 1998, 2000; WINKEL, et al.
2001; LOPEZ et al., 2006; DANNEWITZ et al., 2007; MOEINTAGHAVI et al.,
2007).

1.1.1 Metronidazol

O metronidazol € um composto sintético, derivado do nitroimidazol,
com atividade bactericida e protozoaricida sobre diversos protozoarios. Atua
penetrando em células por difusdo passiva e em condicdes de anaerobiose,
tem seu nitrogrupo reduzido, gerando metabdlitos altamente téxicos, que
interagem com o DNA e outras macromoléculas. O metronidazol penetra
uniformemente bem em todas as células bacterianas. Todavia, nos anaerdbios
sensiveis, a por¢ao nitro da droga € enzimaticamente reduzida, sendo o
metabdlito resultante a forma ativa da droga. A droga reage com o DNA
bacteriano, causando a inibicdo da replicagdo do DNA, fragmentacdo do DNA
existente e com baixas doses de resisténcia. O metronidazol € bem absorvido
apds a administracdo oral, e é geralmente bem tolerado; todavia, alguns efeitos
adversos mais comuns podem acontecer, como, nausea, dor epigastrica,
estomatite, lingua saburrosa negra e gosto metalico na boca (MONTGOMERY
et al., 2000).

Apoés quatro anos de intensiva pesquisa, o metronidazol foi utilizado
primeiramente em 1958 em um ensaio clinico, por cientistas no laboratério de
Rhéne-Poulenc - Franca, como antitricomonas e, posteriormente utilizado na
terapia de outras infecgdes parasitarias como amebiase e giardiase. Apesar de
ter sido desenvolvido para ser efetivo contra tricomonas, suas propriedades
antimicrobianas em relacdo aos anaerébios estritos e sua aparente habilidade
de evitar que microrganismos susceptiveis tornem-se resistentes ao
antimicrobiano tém sido interessante sob o ponto de vista odontolégico (TALLY
et al., 1975).

Shinn, em 1962, foi o primeiro a utlizar o metronidazol em
odontologia apds observar um alivio casual nos sintomas da gengivite
ulcerativa necrosante aguda, numa mulher em uso de metronidazol para o

tratamento da tricomoniase vaginal. Logo em seguida passou a ser usado
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como protocolo dessa alteracdo periodontal (DAVIES et al., 1964;
GLENWRIGHT & SIDAWAY, 1966; LOESCHE et al., 1982).

A partir desta capacidade que o metronidazol demonstrou de
suprimir patégenos periodontais, um numero consideravel de estudos sobre
seus efeitos clinicos e microbiolégicos como adjunto da terapia mecéanica
periodontal tém sido publicados. Lindhe et al. (1983a) observaram que o
metronidazol de uso sistémico, (200mg, 4x/dia, 3 periodos de 2 semanas com
intervalos de 8 semanas), associado com a RAR, obteve melhores resultados
clinicos em comparagcdo com a raspagem somente, jA que houve maior
reducdo na media de profundidade de sondagem e nivel clinico de insercéo
periodontal, no indice gengival e no infiltrado histolégico de células
inflamatorias. Gusberti et al. (1988) pesquisaram sitios com recorréncia da
doenga periodontal e os resultados clinicos mostraram que a administragéo de
metronidazol sistémico (250mg, 3x/dia, durante 7 dias) e RAR repetidos,
reduziu significantemente a inflamagéo gengival, profundidade de sondagem e
perda de nivel clinico de inser¢do em bolsas reinfectadas, e ap6s o tratamento
estes sitios abrigavam menos espiroquetas e cepas gram-negativas € um
maior numero de bactérias sem motilidade. Loesche et al. (1987, 1991, 1992,
1996) avaliaram em uma série de estudos, a necessidade de realizacdo de
cirurgia periodontal, quando o metronidazol sistémico foi utilizado em
combinagdo com a RAR. Os resultados desses estudos, e principalmente de
Loesche et al. (1996), sugeriram que o uso do metronidazol pode reduzir a
necessidade de cirurgia periodontal em até 93% e a necessidade de extracao
de dentes em até 81%.

Ainda na década de 90, Sdéder et al. (1990) estudaram individuos
com periodontite recorrente moderada e avancada, e realizaram a terapia
mecanica e quimica por meio do metronidazol de uso sistémico (400mg, 3x/dia,
durante 7 dias). Os resultados mostraram melhoras clinicas estatisticamente
significantes, com redugdo do numero dos sitios com profundidade de
sondagem > 5mm, sendo que o grupo teste obteve uma redugédo de 30% e o
grupo controle de 9%. Loesche et al. (1993) estudaram a cooperagdo dos
individuos no uso do metronidazol sistémico (250mg em multiplas

administracdes) no tratamento periodontal e observaram um significativo e
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rapido declineo ou desaparecimento de espiroquetas do biofilme dental
naqueles que eram cooperativos, durante o intervalo de tempo em que o
metronidazol foi detectado na saliva. Além disso, esses individuos
apresentaram os melhores resultados clinicos e uma redugcédo de necessidade
cirurgica de 8,3 dentes em comparagdao a 3,6 dentes dos individuos néo-
cooperativos. Elter et al. (1997) realizaram um estudo de meta-analise sobre o
uso do metronidazol sistémico como parte da terapia periodontal e concluiram
que o metronidazol apresenta beneficios clinicos, quando em conjunto com a
RAR; entretanto, esses resultados satisfatérios foram observados somente em
sitios com 4mm ou mais. Outros estudos corroboram essa observacao,
enfatizando maior efetividade do tratamento com o metronidazol em sitios
profundos em relagdo aos sitios rasos (LOESCHE et al., 1981; CLARK et al.,
1983; LEKOVIC et al., 1983; JOYSTON-BECHAL et al., 1984; LOESCHE et al.,
1984; STERRY et al., 1985; JOYSTON-BECHAL et al., 1986; CARVALHO et
al., 2004; HAFFAJEE et al., 2007).

Os efeitos do uso sistémico de diversos antibiéticos na composicao
da microbiota subgengival e nos parametros clinicos da doenga periodontal
também foram determinados por meio de uma série de estudos que utilizaram
sondas de DNA para 40 espécies bacterianas e avaliaram aproximadamente
4.000 amostras de biofilme subgengival (FERES et al., 1999a, 1999b, 1999c,
2001; GOODSON & FERES, 1999; CARVALHO et al., 2005). Feres et al.
(2001) compararam o efeito do uso do metronidazol (250 mg, 3x/dia, 14 dias)
ou da amoxicilina (500mg, 3x/dia, 14 dias) sistémicos na microbiota
subgengival e nos parametros clinicos de individuos com periodontite crénica.
O metronidazol apresentou os melhores resultados clinicos e microbiol6gicos.
Sua acao principal foi na reducao de patdégenos dos complexos vermelho e
laranja. As espécies consideradas benéficas, como as do género Actinomyces,
Streptococcus e Capnocytophaga, foram minimamente afetadas por este
agente. Clinicamente, a média de profundidade de sondagem de boca toda foi
significantemente reduzida e houve um consideravel ganho de insercéo.
Carvalho et al. (2004 e 2005) mostraram que os individuos portadores de
periodontite crénica que fizeram uso de metronidazol sistémico (400mg, 3x/dia,

10 dias) com ou sem remogao profissional do biofilme supragengival, obtiveram
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uma melhor resposta clinica nos sitios com profundidade de sondagem maior
de 6mm. Os resultados clinicos e as alteragdes mais profundas na composicao
do biofilme subgengival, foram obtidos com a utilizagdo da remogao profissional
do biofilme supragengival e, principalmente, do metronidazol. Modificagcoes
benéficas importantes na composi¢cao do biofilme subgengival tanto logo apds
o tratamento quanto um ano pés-terapia, foram encontradas no grupo dos
individuos que fizeram uso do metronidazol sistémico. Foram observadas
reducbes significativas nos niveis e nas propor¢cdes dos patéogenos do
complexo vermelho nesses individuos, e adicionalmente, as espécies
consideradas benéficas, como os Actinomyces, Streptococcus e Veilonella
parvula, foram minimamente afetadas por esses agentes.

Pahkla et al. (2005) compararam a concentracdo do metronidazol
sistémico (500mg, 2 ou 3x/dia, por pelo menos 2 dias) no plasma, saliva e
fluido crevicular gengival, em individuos com periodontite cronica generalizada
avancada. A freqiiéncia da dosagem foi escolhida pelo examinador clinico
dependendo da atividade e extensdo da doenca. Os resultados revelaram uma
boa penetracdo do metronidazol no fluido crevicular gengival e saliva. As
concentragbes do metronidazol no fluido crevicular foram similares as
concentragbes da droga disponiveis no plasma. Portanto, considerando a
farmacocinética do metronidazol, os autores sugeriram sua aplicacdo no
tratamento da doenca periodontal. Ainda em 2005, Poulet et al. mostraram que
a terapia antibiética com metronidazol (250mg, 3x/dia, 6 dias) ou metronidazol
(250mg, 3x/dia, 6 dias) associado a espiramicina (250mg, 3x/dia, 6 dias)
sistémicos, apresentam resultados consistentes na atividade antimicrobiana in
vitro e nas concentracdes antibidticas locais, sugerindo que o metronidazol
sozinho ou combinado pode ser importante para o tratamento da periodontite.

Haffajee et al. (2007) acompanharam, por um periodo de um ano, um
grupo de individuos portadores de periodontite crénica submetidos a terapia
mecanica ou combinada ao metronidazol sistémico (250mg, 3x/dia, 14 dias),
azitromicina sistémica (500mg, 1x/dia, 3 dias) ou uma dose sub-clinica de
doxiciclina (20mg, 2x/dia, por 3 meses). Os autores observaram que o sitios
que inicialmente apresentavam profundidade de sondagem maiores que 6mm,

demonstraram significativa redugcao de profundidade e um importante ganho de
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insercdo em individuos que receberam metronidazol ou azitromicina
sistémicos, demonstrando que a terapia antibiotica possui efeitos adicionais
sobre a raspagem e o alisamento radicular particularmente em sitios
periodontais inicialmente profundos.

Em 2008, Haffajee et al. publicaram os dados microbioldgicos
realizados no tempo inicial, 2 semanas, e 3, 6 e 12 meses para avaliagao de 40
espécies pela técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization. A porcentagem
das espécies e dos sitios colonizados por espécies resistentes para os
antibidticos testes foram determinados em cada tempo. Todos os tratamentos
reduziram a contagem do complexo vermelho e foi mantida por 12 meses,
entretanto nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos
terapéuticos em todos os tempos. Ambos antibiéticos reduziram a contagem
das espécies do complexo vermelho em duas semanas. A porcentagem de
isolados resistentes aumentou nas amostras de biofilme em todas as terapias
coadjuvantes tanto na maxima concentragdo antibioética quanto no final da

administragao, entretanto retornaram para os niveis pré-tratamento em um ano.

1.1.2 Metronidazol combinado a amoxicilina

Em 1928, Alexander Fleming, enquanto trabalhava com variantes de
estafilococos no laboratério do St Mary’s Hospital em Londres, observou que
um fungo ao contaminar uma de suas placas de cultura, promovia uma inibicao
no crescimento bacteriano. Fleming isolou o fungo em cultura pura e
demonstrou que ele produzia uma substancia antibacteriana, e que, portanto foi
denominada de penicilina, ja que esse fungo pertencia ao género Penicillium.
Essa substancia foi posteriormente extraida e seus efeitos antibacterianos
foram analisados por Florey & Chain et al. em Oxford, na década de 40
(FLOREY et al., 1945; CHAIN, 1948). Esses pesquisadores demonstraram que
a penicilina possuia poderosas propriedades quimioterapicas em camundongos
infectados e que era atoxica (HARE, 1970).

Todas as penicilinas possuem o mesmo mecanismo basico de agao,
isto é, inibem as enzimas responsaveis pela ligagdo cruzada dos polimeros de
peptidoglicano durante o dltimo estagio da sintese da parede celular,

resultando na inibicdo da formacao de uma parede celular intacta e completa, e
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produzindo uma célula bacteriana instavel na osmolalidade dos liquidos
organicos. As penicilinas constituem-se na primeira opgdo como coadjuvantes
no tratamento das infecgdes odontoldgicas leves e moderadas. A amoxicilina
tem um amplo espectro de atividade contra espécies anaerdbias estritas e
facultativas subgengivais (WALKER et al., 1985; KULIK et al., 2008). Atua
sobre microrganismos cocos e bacilos Gram-negativos devida a capacidade de
penetrar nas barreiras lipidicas e na parede celular mais complexa destes
microrganismos, agindo sobre as enzimas situadas na parte externa da
membrana celular bacteriana lipoprotéica (MONTGOMERY, 2000).

As caracteristicas benéficas individuais da amoxicilina e do
metronidazol e a possivel complementariedade de acao farmacoldgica para a
cura da doenga periodontal tem levado pesquisadores a associar ambas as
medicagbes como uma terapia adjunta a terapia mecéanica, com o objetivo de
suprimir ou eliminar os patégenos envolvidos com a doenga e obter melhores
resultados em longo prazo. Entretanto, até o presente momento, a literatura
esta escassa em informagdes sobre esta combinacéo antibidtica.

A destruicdo dos tecidos periodontais esta fortemente associada a
presenca de varios patdgenos periodontais. Um destes microrganismos é o A.
actinomycetemcomitans. A periodontite agressiva (SLOTS et al., 1980;
MANDELL & SOCRANSKY, 1981; MANDELL et al., 1987) e a periodontite
cronica (BRAGD et al, 1987) estdao associadas a presenca do A.
actinomycetemcomitans, sendo conseqiéncia da sua supressao uma melhor
resposta periodontal (VAN WINKELHOFF et al.,1989 e 1992).

Pavicic et al. (1994) avalaram a presenca do A.
actinomycetemcomitans subgengivalmente, na mucosa julgal, tonsila e na
saliva apds dois anos da terapia mecanica associada ao metronidazol (250mg,
3x/dia, 7 dias) e amoxicilina (375mg, 3x/dia, 7 dias) sistémicos. Observaram
resultados negativos para a presenca do A. actinomycetemcomitans em 47 dos
48 individuos do estudo, além de redugbes na profundidade de sondagem,
nivel clinico de insergao, indice de placa, sangramento a sondagem em 3 e 24
meses apos terapia ativa, sugerindo que esta terapia pode ser efetiva para a
supresséo do A. actinomycetemcomitans por um longo periodo de tempo.
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Lopez et al. (1998) avaliaram os efeitos clinicos e microbiolégicos da
amoxicilina (500mg, 3x/dia, 7 dias) e do metronidazol (250mg, 3x/dia, 7 dias)
sistémicos como uma unica terapia, durante uma semana, em individuos
portadores de periodontite cronica moderada e avancada. Foram incluidos no
estudo individuos que apresentaram pelo menos dois sitios com > 2mm de
perda de insercdo clinica. Os parametros clinicos mensurados foram
sangramento a sondagem, indice de placa, profundidade de sondagem e nivel
clinico de insercdo. A porcentagem dos sitios sangrantes diminuiu
significantemente, para o grupo teste, nos tempos 2 e 4 meses apdés a terapia;
e aumentou para o grupo controle, que recebeu apenas medicagao placebo. A
média dos valores de nivel clinico de insercao para os tempos de 2 e 4 meses
pbs-terapia foi significantemente melhor para o grupo teste em relagdo ao
grupo controle. O grupo teste mostrou significante reducao de sitios com P.
gingivalis e Prevotela intermedia em relagcao ao grupo controle, mostrando que
terapia antibidtica proposta usada isoladamente, altera a proporcao de alguns
microrganismos subgengivais e promove beneficios clinicos nas condi¢cdes
periodontais.

Ainda nesta linha de pesquisa, em 2000, Lépez et al. selecionaram
individuos portadores de periodontite crénica avangada e moderada que
apresentassem perda de nivel clinico de insercdo de > 2mm. Os individuos
foram aleatorizados em dois grupos conforme o estudo anterior, sendo que o
grupo teste recebeu metronidazol (250mg, 3x/dia, 7 dias) e amoxicilina
(500mg, 3x/dia, 7 dias) sistémicos como terapia Unica, e o grupo controle
recebeu apenas medicacao placebo. As principais diferencas com a publicacao
anterior foi que o regime antibidtico foi repetido apdés 4 e 8 meses, e a
avaliagdo microbiolégica nao foi realizada. Os resultados demonstraram que
apds 2 meses e nas avaliagdes posteriores, o grupo teste mostrou melhoras
clinicas significantes, enquanto o grupo controle demonstrou uma progressiva
piora do estado periodontal. Apés um ano, os individuos do grupo teste
mostraram significativo ganho de inser¢ao de 0,43mm (p=0,005), diminuicdo de
sitios ativos (p<0,03), aumento de sitios que ganharam insercdo clinica
(p<0,01), reducao de profundidade de sondagem (p<0,00006) e diminuicdo da

porcentagem de sangramento a sondagem (p<0,0005). Os sitios que
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mostraram perda de insercdo > 2mm em avaliagées sucessivas e abcesso
periodontal foram observados somente no grupo controle.

Winkel et al. (2001) avaliaram clinica e microbiologicamente
individuos com periodontite crénica generalizada avancada. Os individuos
foram aleatorizados, sendo que o grupo controle foi submetido somente ao
tratamento mecanico, e ao grupo teste foi adicionado o uso do metronidazol
(250mg, 3x/dia, 7 dias) e da amoxicilina (375mg, 3x/dia, 7 dias) sistémicos.
Observaram as maiores reducdes em profundidade de sondagem e ganho de
inser¢ao clinica no grupo teste e nos sitios que eram inicialmente > 7mm. O
namero de individuos positivos para P. gingivalis, Tanerella forsythia e P.
intermedia no grupo teste mostrou-se significativamente menor. As diferengas
na reducdo da profundidade de sondagem entre P. gingivalis positivo e
negativo, foi particularmente evidente no grupo teste.

Ja em 2006, Lépez et al. selecionaram individuos com pelo menos
seis sitios com profundidade de sondagem > 4mm e perda de insercdo > 3mm
que foram divididos em dois grupos: teste (metronidazol - 250mg, 3x/dia, 7
dias, e amoxicilina - 500mg, 3x/dia, 7 dias, como terapia Unica) e controle
(RAR). Os individuos foram submetidos ao exame clinico e microbioldgico por
meio do teste checkerboard DNA-DNA hybridization, realizados no inicio, 3, 6,
9 e 12 meses. Os autores concluiram que as duas terapias promoveram
melhoras, e as alteragdes nos parametros clinicos e microbiol6gicos foram
semelhantes entre os grupos teste e controle.

Moeintaghavi et al. (2007) estudaram a amoxicilina (500mg, 3x/dia, 7
dias) e o metronidazol (250mg, 3x/dia, 7 dias) sistémicos como coadjuvantes
ao tratamento da periodontite cronica. O estudo foi aleatorizado, duplo cego,
paralelo e placebo. Os parametros clinicos realizados foram profundidade de
sondagem, nivel clinico de insercdo, indice de placa, sangramento a
sondagem. Os sitios > 5mm foram selecionados para a analise microbioldgica.
Os resultados demonstraram diferencas estatisticas nos parametros clinicos
entre o grupo teste e o grupo controle. Paralelamente as mudancas clinicas,
houve uma redugéo significativa no numero dos A. actinomycetemcomitans, P.
gingivalis e P. intermedia, no grupo teste, em relacdo aos dados iniciais. Apos a

terapia havia diferencas estatisticas entre o grupo teste e controle em numero
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de individuos negativos para A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P.
intermedia (p=0,033).

O recente estudo de Matarazzo et al. (2008), avaliou clinica e
microbiologicamente  individuos fumantes com periodontite crdnica,
aleatorizados em 3 grupos terapéuticos. O grupo controle recebeu apenas
RAR, os grupos testes receberam além da terapia mecéanica, metronidazol
sistémico (400mg, 3x/dia, 14 dias) ou a combinagdo amoxicilina (500mg,
3x/dia, 14 dias) e metronidazol (400mg, 3x/dia, 14 dias). O grupo que recebeu
os dois antibidticos associados apresentou as maiores redugdes de
profundidade de sondagem e nivel clinico de inser¢cao. Além disso, este grupo
apresentou um aumento mais expressivo das proporcdes das espécies
benéficas e maior reducéo dos patégenos.

Apesar dos estudos mostrarem evidentes resultados positivos sobre
a associacado do metronidazol e da amoxicilina como coadjuvante a RAR no
tratamento da periodontite crénica, o0 momento de iniciar a administragcdo das
drogas (metronidazol/amoxicilina) ainda esta controverso na literatura. Watts et
al. (1986) e Walsh et al. (1986), embasados no conceito de que a escolha do
protocolo terapéutico de antibioticoterapia iniciada junto com a RAR visa a
disponibilidade da droga no ambiente subgengival pelo maximo de tempo
possivel em que a RAR estiver sendo realizada, demonstraram que a terapia
com metronidazol ndao concomitante a RAR promovia um efeito limitado e
transitorio nos parametros clinicos e microbiolégicos. Por outro lado, alguns
autores (JENKINS et al.,, 1989; LOESCHE et al., 1992; CARVALHO et al.,
2004; CARVALHO et al., 2005; KANER et al., 2007a, 2007b) sugerem o uso da
terapia antibiética iniciada apds a terapia mecéanica de RAR, pois acreditam
que neste momento a carga microbiana ja esta reduzida e assim o efeito da

droga pode ser potencializado.

1.2 Cirurgia periodontal

Os beneficios clinicos da terapia de raspagem e alisamento radicular
se devem a desorganizagao do biofilme e remogédo do calculo resultando em
diminuicdo dos patégenos periodontais e reestabelecimento de microrganismos
compativeis com saude (CUGINI et al., 2000; PETERSILKA et al., 2002). Na
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tentativa de se alcancar melhores resultados e facilitar a instrumentagéo e
manutengdo periodontal por um periodo mais longo de tempo foram
desenvolvidas algumas técnicas cirugicas como as gengivectomias, retalhos de
Widman e Widman modificado, retalhos reposicionados apicalmente com ou
sem osteotomia e osteoplastia e retalhos para acesso e debridamento radicular
(GOLDMAN, 1951; OCHSENBEIN, 1986).

Uma das primeiras descricdes detalhadas do uso de técnicas
cirurgicas a retalho para eliminacao da bolsa periodontal foi publicada em 1918
por Leonard Widman, onde se preconizava a remocao do epitélio e tecido
conjuntivo inflamado e também facilitava a instrumentag&o radicular. Em 1920,
Neumann sugeriu outro tipo de técnica, diferente da descrita por Widman
apenas pela incisdo que neste caso era intrasulcular e ndo com bisel interno,
onde além da curetagem na por¢ao interna do retalho também permitia o
acesso a superficie radicular e tecido ésseo. Apdés 11 anos, em 1931, Kirkland
descreveu a técnica da cirurgia do retalho modificado que se constituia de um
retalho de acesso radicular realizado por meio de incis&o intrasulcular na regiao
dos dentes elegidos e descolamento do tecido gengival para debridamento
radicular e do tecido 6sseo. Apds a remocado do epitélio da bolsa na parte
interna do retalho, o tecido era suturado na sua posi¢ao original, causando o
minimo de trauma aos tecidos periodontais e desconforto para o paciente.

Considerando o breve histérico do desenvolvimento das primeiras
técnicas cirdrgicas, Lindhe et al. (1982) compararam o tratamento periodontal
cirdrgico com o nao-cirargico, sendo que em um quadrante foi realizada RAR e
no quadrante contralateral foi realizada RAR com retalho de widman
modificado. Apds 24 meses, as redugdes mais pronunciadas de profundidade
de sondagem foram observadas em sitios inicialmente profundos que
receberam tratamento cirdrgico, e pequena perda de insercdo em sitios
inicialmente rasos, porém sem diferenca estatistica entre os grupos.

Em 1988, Hafajee et al. encontraram melhoras microbiolégicas
utilizando a terapia cirdrgica em conjunto com a administracdo sistémica de
tetraciclina. Os autores observaram a redugéo na freqUéncia de detecgéo e na
contagem dos microrganismos periodontopatogénicos e aumento dos

microrganismos relacionados com a saude. Uma limitacdo deste estudo é o
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envolvimento de apenas um grupo de tratamento, ou seja, ndo ha informagao
sobre um grupo controle.

Ja Mombelli et al. (1995), com o objetivo de provar que a restituicdo
de um sulco raso com valores fisiol6gicos seria capaz de modificar o ambiente
subgengival e obter melhora nos parametros clinicos, realizaram em apenas
sete individuos com periodontite cronica generalizada a redugao cirdrgica de
bolsa sem instrumentacdo em um dente unirradicular com a maior
profundidade de sondagem. O procedimento cirlrgico se resumiu em incisao
de bisel interno, descolamento mucoperiostal, remocdo do tecido de
granulacdo, osteotomia e osteoplastia de defeitos angulares sem RAR e
reposicionamento apical do retalho (grupo teste). Dentes do quadrante contra-
lateral foram considerados grupo controle e receberam RAR. Foram
observadas melhoras clinicas e microbiologicas nos dois grupos estudados.

De acordo com os conhecimentos cientificos prévios, Wang &
Greenwell e Heitz-Mayfield et al. chegaram a consideragbes finais bem
semelhantes em relagdo a terapia periodontal cirdrgica em suas revisbes de
literatura publicadas respectivamente em 2001 e 2002. Ambas as terapias,
RAR ou RAR associada a cirurgia a retalho sdo capazes de promover ganho
de insercéo e redugdo dos parametros de inflamacao gengival. No tratamento
de sitios profundos, a abertura do retalho para a realizagdo da RAR promove
as melhores redugdes de profundidade de sondagem e ganho de insercéo.

Em 2008, Konig et al., compararam as diferencas clinicas entre a
realizacao de repetidos procedimentos de apenas RAR e a cirurgia periodontal
associada a RAR em um estudo com delineamento denominado boca-dividida.
Os dois grupos demonstraram melhora clinica. Os autores ainda sugerem que
a realizagdo do segundo procedimento de RAR reduziu a necessidade de
indicac&o cirurgica.

De um modo geral, em fungdo dos melhores resultados obtidos pela
terapia cirurgica periodontal em sitios profundos e médios em compara¢cao com
a RAR somente e, considerando também, o constante interesse no estudo da
antibioticoterapia sistémica ou local como coadjuvante da terapia ndo-cirurgica,
alguns autores estudaram a associagdo dessas terapias. Needleman et al.

(2000) analisaram os efeitos clinicos da utilizagdo do gel de metronidazol 25%
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como coadjuvante ao tratamento cirargico em individuos com periodontite
cronica moderada-avangada. Todos os individuos foram submetidos ao retalho
de Widman modificado onde os defeitos 6sseos e as raizes foram debridadas,
porém o grupo teste recebeu o gel de metronidazol na superficie radicular € o
grupo controle somente recebeu debridamento, sem a colocagéo de gel. Os
dois grupos apresentaram beneficios clinicos, mas nenhum beneficio adicional
foi alcancado pelo uso do gel de metronidazol.

Dastoor et al, em 2007, avaliaram os efeitos clinicos e
microbiolégicos do uso sistémico da azitromicina como coadjuvante da cirurgia
de reducgéo de bolsa em individuos fumantes com periodontite cronica. Ambos
os grupos reduziram a profundidade de sondagem e o nivel clinico de insercéo.
O uso da antibioticoterapia ndo promoveu beneficio adicional com diferenca
estatisticamente significante, entretanto, apresentou uma cicatrizacdo mais
rapida, menos inflamagdo em curto prazo e sustentou em longo prazo a
reducao das bactérias periodontopatogénicas.

Por outro lado, Hellstrom et al. (2008) analisaram o efeito clinico do
uso das microesferas de minoclina aplicada localmente no ambiente
subgengival em conjunto com a terapia cirdrgica (retalho de Widman
modificado) e encontraram a maior redugédo da profundidade de sondagem no
grupo que recebeu o antimicrobiano.

Com base na maioria dos estudos apresentados na literatura, a
associacao de metronidazol e amoxicilina parece ser de grande utilidade no
tratamento da periodontite crénica. Porém, até o momento existem poucos
estudos cientificos sobre o uso de antibi6éticos durante a fase cirurgica da
terapia periodontal. A meta-analise elaborada por Haffajee et al. (2003) sugeriu
que esta modalidade terapéutica promove beneficios clinicos, principalmente
em termos de ganho de inser¢do. Outros grupos de pesquisa demonstraram
também beneficios microbiolégicos além dos clinicos, no entanto, poucos
microrganismos foram analisados (KLEINFELDER et al., 2000; DASTOOR et
al., 2007).

Assim, Herrera et al. (2008) em revisdo de literatura elaborada a
partir do 6" European Workshop on Periodontology, com o objetivo de definir o

melhor protocolo terapéutico para o uso dos antimicrobianos, abordou a
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seguinte questdo: “Se os antimicrobianos sistémicos devem ser prescritos
como terapia adjunta durante o tratamento de periodontites severas, eles
devem ser prescritos como adjuntos a RAR ou ao debridamento cirargico?”
Aplés extensa revisdo critica de diversos estudos cientificos, os autores
declararam que néo ha evidéncia que suporte o uso de antimicrobianos com a
terapia cirargica, senso assim, existe a necessidade de novos estudos
cientificos que demonstrem os efeitos da associacao de antibidticos a cirurgia

periodontal.
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2 PROPOSICAO

Avaliar o efeito clinico e microbiolégico da administracdo de
metronidazol e amoxicilina na fase cirurgica da terapia periodontal em

individuos com periodontite crénica.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Selecao de individuos

Vinte individuos portadores de periodontite crénica e com idade igual
ou superior a 30 anos que compareceram na Clinica Odontolégica da
Universidade Guarulhos foram selecionados para a participacdo no estudo. Foi
realizado o calculo de poténcia para cada um dos parametros clinicos e
microbiolégicos, com base nos resultados dos estudos de Feres et al. (1999 e
2001), encontrando uma poténcia superior a 80% para uma amostragem de 10
pacientes. A selegcdo foi realizada por dois examinadores previamente
calibrados (Kappa > 0,80). Todos os participantes foram informados dos
objetivos do estudo, de seus riscos e beneficios, incluindo os tipos de medi¢des
clinicas, coletas, terapias e carater longitudinal do estudo. Os que concordaram
em participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido (TCLE), e receberam a terapia periodontal gratuitamente estando
de acordo com as diretrizes e normas do Conselho Nacional de Saude
(Resolugdo n° 196/96). Todas as informagdes e explicagbes sobre o estudo
contempladas no TCLE foram transmitidas aos participantes do estudo pelo
pesquisador responsavel, que obteve a assinatura no TCLE.

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao

- Voluntarios portadores de periodontite crénica (moderada-avancada);

- [dade igual ou superior a 30 anos;

- Possuir um minimo de 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares;

- Minimo de seis dentes com pelo menos um sitio interproximal, ndo contiguo,
com profundidade de sondagem e nivel clinico de inser¢gdao > 5mm, distribuidos
nos sextantes posteriores.

Critérios de exclusao

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

- Gestantes ou lactantes;

- Historico de tratamento periodontal prévio nos ultimos seis meses;

- Historico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;
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- Doenca sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro ou exigisse
medicagéo profilatica ao tratamento;
- Relato de alergia ao metronidazol e/ou a penicilina e/ou a clorexidina;

- ReabilitacGes protéticas extensas.

3.3 Delineamento experimental

No inicio deste estudo duplo cego, aleatorizado, placebo controlado,
todos os individuos (n=20) foram submetidos a anamnese, exame clinico
periodontal e coleta de amostras de biofiime subgengival dos sitios
selecionados (ver 3.6.1 Selecdo dos sitios-teste). Todos os individuos
receberam a terapia basica de RAR realizada em seis sessdes e finalizada em
14 dias. Apdés 60 dias da terapia periodontal basica, os individuos foram
reavaliados e, em seguida, um pesquisador ndo envolvido diretamente no
estudo, fez a distribuicdo aleatéria dos individuos por meio de uma tabela de

nameros equiprovaveis em dois grupos terapéuticos (n=10):

- Grupo Controle: abertura cirargica de acesso aos sitios

periodontais com profundidade de sondagem > 5mm e sangramento a
sondagem, localizados em dentes posteriores, para receberem nova RAR em
campo aberto (CIR) + medicacao placebo: metronidazol 400mg + amoxicilina
500mg, 3x/dia, 10 dias (PCB).

- Grupo Teste: CIR + combinacdo de antibidticos: metronidazol
400mg + amoxicilina 500mg, 3x/dia, 10 dias (ANT).

Avaliagdes clinicas e microbioldgicas foram realizadas no inicio do
estudo (T0), 60 dias ap6s a RAR (no momento cirargico - T1) e 60 dias apds o
momento cirurgico — T2. O protocolo experimental esta apresentado na Figura
1.
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-14 ] 60 70 130 dias
Tempo T T2
Inicial {T0)

RAR: Raspagem e alisamento radicular
MTZ: Metronidazol 400 mg, 3x!/dia, 10 dias
AMX: Amoxicilina 500 mg, 3xldia, 10 dias
PCB: Placebo, 3xidia, 10 dias

C (controle): RAR + CIR + PCB CIR: Abertura cirirgica de acesso para RAR nos sitios
T (teste): RAR + CIR + MTZ/AMX

sangramento a sondagem, localizados em dentes
posteriores.

CL: Avaliagdo clinica

M: Avaliagio microbiolégica

IHB: Instrugdo de Higiene Bucal

RSP: Raspagem Supragengival

Figura 1. Delineamento experimental.

3.4 Avaliacao clinica

O exame clinico-periodontal foi efetuado no inicio do estudo, por um
examinador treinado e calibrado para se conseguir a maxima reprodutibilidade
nas medi¢oes realizadas e com o objetivo de realizar o diagnéstico do individuo
e selecionar os sitios-testes. A metodologia utilizada para a calibragéo foi
preconizada por Araujo et al. (2003) onde se avaliaram o erro padrdo 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 insergéo).
O e.p.m. e 0 e.m.p. intra-examinador foram de 0,21mm e 5,3% para a
profundidade de sondagem e de 0,27mm e 6,4% para o nivel clinico de
insercao, respectivamente. Os valores de e.p.m. indicam uma reprodutibilidade
aceitavel dentro dos parametros de pesquisa clinica periodontal. Para as
variaveis categéricas considerando a presenga ou auséncia do parametro
clinico, foi realizada a média do nivel de concordancia para o examinador,

obtendo-se concordéancia superior a 90% (Teste Kappa).

com profundidade de sondagem > 5mm e presenga de
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Avaliagdes clinicas foram realizadas no inicio do estudo (T0), 60 dias
apds a RAR (no momento cirdrgico — T1) e 60 dias ap6s 0 momento cirdrgico —
T2), em seis sitios por dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
mesiolingual, lingual, distolingual), em todos os dentes (exceto terceiros
molares) utilizando-se de sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte
(PCPUNC-BR 15 HuFriedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os seguintes

parametros clinicos foram avaliados:

-indice de Placa Visivel - IPV: presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de placa supragengival visivel;

-indice de Sangramento Gengival - ISG: 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: disténcia, em milimetros, entre a
margem gengival livre e a porgdo mais apical sondavel do sulco/bolsa
periodontal;

-Nivel Clinico de Insercdo - NCI: distancia, em milimetros, entre a
juncdo cemento-esmalte e a porgcdo 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 apés 20 segundos da sondagem com a sonda periodontal

milimetrada.

3.5 Procedimentos terapéuticos
3.5.1 Terapia periodontal basica

ApoOs o registro das medidas clinicas e coleta de biofilme subgengival
para a andlise microbiolégica, todos os individuos foram submetidos a sessdes
de adequacao do meio bucal que incluem instrucdo de higiene bucal (IHB),

raspagem supragengival de todos os dentes (RSP) com instrumentos manuais,
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desgaste de restauragdes em excesso, selamento provisério das lesdes
cariosas cavitadas, curativos endoddnticos e exodontias. Durante as sessdes
de instrugédo de higiene bucal, os individuos foram orientados a utilizar escovas
com cerdas macias, juntamente com creme dental Colgate Total® (Anacol Ind.
E Com. Ltda - Kolynos do Brasil — Colgate Palmolive Co., Sdo Bernardo do
Campo, SP, Brasil). Em seguida, os individuos receberam seis sessbes de
RAR com curetas Gracey, numeros 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hufriedy) sob
anestesia local. Estas sessées de RAR foram realizados por um aluno treinado
do Mestrado em Odontologia da Universidade Guarulhos, tiveram a duracao de
aproximadamente 1 hora e foram realizadas em no maximo 14 dias, sendo que
os sitios mais comprometidos foram tratados com prioridade.

As necessidades adicionais de tratamento odontologico, quando
observadas, foram encaminhadas as demais disciplinas da clinica odontolégica
da prépria Universidade.

3.5.2 Cirurgia periodontal de acesso a superficie radicular

Apbs 60 dias da RAR, os individuos foram monitorados clinicamente
(ver item 3.4 Avaliagao clinica) e os sitios localizados nas regides posteriores
(pré-molares e molares) que apresentaram PS > 5mm e presenca de SS foram
submetidos a terapia cirdrgica de raspagem em campo aberto. Os
procedimentos cirlrgicos foram realizados por um mesmo operador
(periodontista). Inicialmente os individuos foram submetidos a uma anti-sepsia
extra-oral com solugdo de clorexidina a 2% e intra-oral por meio de bochecho
com solucao de clorexidina 0,12%. A regiao a ser operada foi anestesiada com
uma solucédo de lidocaina a 2% e 1:100.000 de adrenalina. O preparo da
regiao a ser operada iniciou por meio de uma incisao intra-sulcular com lamina
de bisturi n® 15 C englobando o sitio com PS> 5mm e os dentes adjacentes.
Um retalho total foi realizado até a exposicao da crista 6ssea e depdsitos de
célculo subgengival e/ou tecido de granulagdo foram removidos por meio de
curetas Gracey, numeros 7/8, 11/12 e 13/14 (Hufriedy) e do aparelho de
ultrasom (Cavitron, Dentsply, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). O retalho foi
posicionado no mesmo local de origem e estabilizado com suturas simples por

meio de fio de nylon 4-0 (Nylon 4-0, Eticon Inc. Johnson & Jonhson Company,
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somerville, NJ, EUA). Com o objetivo de evitar sintomatologia dolorosa, os
individuos receberam analgésicos (Paracetamol 750mg, 1 comprimido a cada 6
horas, por 48 horas). Apds a cirurgia, os individuos receberam a recomendacao
de utilizarem clorexidina liquida 0,12% para realizarem a higienizagado no local
da cirurgia durante sete dias, por meio de um cotonete umedecido na solugéo e
levemente friccionado na margem gengival. Caso o individuo possuisse varios
sitios com encaminhamento para o procedimento cirurgico, ficou estabelecido
que os procedimentos de um hemiarco superior e inferior fossem realizados no
mesmo momento e na semana subsequente fossem realizados o0s

procedimentos cirargicos no outro hemiarco.

3.5.3 Administracao de metronidazol e amoxicilina sistémicos e placebos

Individuos do grupo teste foram submetidos ao procedimento
cirdrgico e a administragdo de 1,2 g/dia de metronidazol (400mg de 8/8 hs)
combinado com 1,5 g/dia de amoxicilina (500mg de 8/8 horas) via oral por 10
dias, iniciada junto com a cirurgia. Os individuos do grupo controle também
foram submetidos ao procedimento cirirgico, mas receberam os comprimidos
de placebo (3x/dia, durante 10 dias), sendo que a administracao foi iniciada em
conjunto com a terapia cirurgica.

Os antibiéticos e os placebos foram manipulados especialmente para
este estudo em uma Farmécia de Manipulacao na cidade de Guarulhos. Todas
as capsulas (medicacdo ou placebo) apresentaram a mesma coloracdo e
tamanho, e foram estocados em frascos plasticos leitosos, devidamente
codificados. Quanto ao controle da ingestdo da droga nos intervalos pré-
determinados, os individuos foram orientados a retornar na préxima semana a
clinica de Odontologia-UnG, trazendo o frasco vazio. Além disso, também
foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente ou via telefone pelo
pesquisador responsavel sobre a cooperacao e também sobre a ocorréncia de

eventuais efeitos adversos dos medicamentos.
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3.6 Avaliacao microbioldgica
3.6.1 Selecao dos sitios-testes

Foram selecionados no minimo nove sitios em cada voluntario,
distribuidos uniformemente de acordo com a profundidade de sondagem inicial
nas seguintes categorias: trés sitios rasos (PS < 3mm), trés ou mais sitios
intermediéarios (PS 4-6 mm), e trés ou mais sitios profundos (PS = 7mm). Sitios
localizados em dentes com préteses mal adaptadas, lesdo de carie extensa
e/ou lesdo endo-periodontal ndo foram utilizados. Em virtude da
impossibilidade de saber qual sitio com PS > 5mm responderia de maneira
insatisfatéria exigindo o procedimento cirdrgico posterior (profundidade de
sondagem remanescente > 5mm), as amostras de biofilme subgengival foram
coletadas de todos os sitios com PS > 5mm no inicio do estudo. Porém,
somente nove sitios foram escolhidos para a andlise em todos os tempos,
dando preferéncia aqueles que foram submetidos a cirurgia.

As amostras de biofilme foram coletadas no inicio do estudo e nos
tempos T1 e T2.

3.6.2 Coleta das amostras de biofilme subgengival

Apbs a remocao de calculo e biofilme supragengivais, as amostras
de biofilme subgengival 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 solugdo tampéao
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 permaneca viavel por um longo periodo de tempo. Esses tubos
plasticos foram previamente identificados com o cédigo do individuo, data e
sitio, e apbés 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 Laboratorio de Pesquisa em
Odontologia Il da UnG.
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3.6.3 Cepas bacterianas e condicoes de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o
preparo das sondas de DNA esta apresentada na Tabela 1. Todas as cepas
foram adquiridas liofilizadas da ATCC (Americam Type Culture Collection,
Rockville, MD, EUA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteudo
liofilizado foi reidratado em caldo para crescimento de Mycoplasma (Difco
Laboratories, Detroit, MI, EUA) e cultivado em &gar-triptose de soja (Difco)
contendo 5% de sangue desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological
Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob condicdo de anaerobiose
(80% N2, 10% CO,, 10% Hy). Algumas bactérias foram cultivadas em meios de
cultura enriquecidos de forma a suprir suas necessidades nutricionais. T.
forsythia, por exemplo, foi cultivada em agar-triptose de soja com 5% de
sangue desfibrilado de ovelha e 10 pg/mL de acido N-acetil muramico (NAM)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresce em
um meio similar, suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3
pug/mL de menadiona (Sigma) e 5 pg/mL de hemina (Sigma). As espécies T.
denticola e Treponema socranskii foram cultivadas em caldo para crescimento
de Mycoplasma suplementado com 1 mg/mL de glicose (Sigma), 400 ug/mL de
niacinamida (Sigma), 150 yg/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20
pug/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).

3.6.4 Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na
superficie de agar-sangue, com exceg¢do das duas espécies de espiroquetas,
que foram cultivadas em caldo, por 3 a 7 dias. As colénias foram raspadas e
depositadas em tubos plasticos para microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL
de solucdo TE (pH 7,6). As células foram lavadas 2 vezes por centrifugagéo na
solugdo-tampao de TE a 3.500xg por 10 minutos. Em seguida, as cepas gram-
negativas foram novamente suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de
sodio, Ci2H2sNaO4S, Labsynth) a 10% e proteinase K (Sigma) em uma

concentracdo de 20 mg/mL. As cepas de bactérias gram-positivas foram
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lisadas em 150pL de uma mistura enzimatica contendo 15 mg/mL de lisozima
(Sigma) e 5 mg/mL de acromopeptidase (Sigma) em solu¢do tampao TE (pH
8,0).

O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al. (1989).
As sondas genbmicas foram preparadas para cada uma das 40 espécies pela
marcacao de 1 pg 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 associacdes com diferentes tipos
de doencas ou saude periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994b;
SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005).

3.6.5 Checkerboard DNA-DNA Hybridization

As suspensdes contidas nos tubos plasticos foram fervidas em
banho-maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adi¢ao de 0,8 ml
de acetato de aménia a 5M. Cada suspensao de biofilme dental contendo o
DNA livre foi depositada em uma das canaletas do Minislot 30 (Immunetics,
Cambridge, MA, EUA) e transferida para a membrana de nylon (15 x 15 cm —
Figura 2) 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  concentracdes
correspondentes a 10° e 10° células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada
espécie, respectivamente. A membrana foi removida do Minislot 30 e o DNA
nela concentrado sera fixado por aquecimento em forno a 120°C por 20 min.

A membrana foi pré-hibridizada a 42°C, por 1 hora, em uma solugéao
contendo 50% formamida (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ,
Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 x solucao salina citratada (SSC) (1 x SSC=
150mM NaCl (Vetec), 15M de citrato de sodio (J.T.Baker, Edo. de Méx.,
México) , pH 7,0, 25mM de fosfato de sédio (NaoHPO,, Labsynth) pH 6,5 e 0,5
mg/mL de RNA de levedura (Sigma).
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Colocar amostras em 150 pl
TEpH 7.6

Colocar 1001 NaOH a 0,5M

Ferver dura_mte 10 minutos

Colocar 800yl Acetato de Amonia
Canaletas a 5M

Membrana de

Depositar amostras nas
nylon

canaletas do MiniSilot
Filtro ‘

Fixar DNA na membrana a 120°
por 20 min

Figura 2. Representacdo grafica do Minislot (Immunetics, Cambridge, MA,
USA) e resumo da preparagdo e deposicdo das amostras de biofilme
subgengival (técnica Checkerboard DNA-DNA Hybridization).

Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45
(Immunetics, Cambridge, MA, EUA — Figura 3) com as linhas contendo o DNA
das amostras e dos controles posicionadas perpendicularmente as canaletas
do aparato. Em cada canaleta do Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de
DNA, diluida a aproximadamente 20 ng/mL, em 130 uL de solugdo de
hibridizacdo composta de 45% formamida, 5 x SSC, 20mM de Na,HPO, (pH
6,5), 0,2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e
1% caseina. A hibridiza¢do ocorreu dentro de um periodo minimo de 20 horas,
a 42°C.

Apés o periodo de hibridizagdo, a membrana foi removida do
Miniblotter 45 (Immunetcs), lavada por 40 minutos a 65°C numa solucao
adstringente composta por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na,HPOy4, a
fim de remover sondas que nao hibridizaram completamente. Em seguida, a
membrana foi imersa por 1 hora em uma solugcdo contendo 1% de &cido
maleico (C4H4O4, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH (Labsynth), 0,3% Tween 20
(Vetec), 0,5% caseina, pH 8,0, e, logo apds, por 30 minutos, na mesma
solugdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a fosfatase alcalina
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(Roche) em uma concentragdo de 1:10.000. A membrana foi, entdo, lavada 2
vezes, por 20 minutos, em uma solugdo de 0,1M de acido maleico, 3M de
NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em
uma solugao de 0,1M de Tris HCI, 0,1M de NaCl, pH 9,5.

Girar a membrana 90°

Sondas de DNA genﬁmicaé marcadas com digoxigenina

Pré-hibridizacao a 42°C 1 hr.

Hibridizagdo em soldgéo de formamida a42°C
por 20 hs

Canaletas de
hibridizagao

Lavagem de alta adslrin"géncia a 65°C por 40 min.

Membrana de , Anticorpo contra digoxigenina conjugado a
nylon : fosfatase alcalina (1:10.000)

Detecgao por quimioluminescéncia com
CDP-Star em filme RX

Figura 3. Representacao grafica do Miniblotter (Immunetics, Cambridge, MA,
USA) e resumo das etapas de hibridizacdo e deteccdo das espécies
bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival (técnica
Checkerboard DNA-DNA Hybridization).

Para a detecgéo dos sinais a membrana foi incubada por 45 minutos
a 37°C em uma solugao 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, S&o Paulo,
SP, Brasil), sob um filme radiografico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica)
por aproximadamente 40 minutos. O filme foi posteriormente revelado (Figuras
4 e 5) manualmente pelo método convencional temperatura-tempo, de acordo
com orientacdes do fabricante. As solugbes utilizadas foram da marca Kodak
(Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Sdo José dos Campos, SP, Brasil),
mantidas a temperatura de 20°C.

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um Udnico
examinador treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A leitura
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foi realizada 2 vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada
sinal produzido por uma determinada sonda na amostra de biofilme foi
comparado, em intensidade, ao sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas
de controles contendo 10° e 10° bactérias. Desta forma, o nimero 0 foi
registrado quando ndo houver deteccao do sinal; 1 equivaleu a um sinal menos
intenso que o controle de 10° células; 2 equivaleu a 10° células; 3 entre 10° e
10° células; 4 a aproximadamente 10° células e 5 mais de 10° células (Tabela
2). Estes registros foram utilizados para determinar os niveis das diferentes

espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas.

Identificagio
positiva

(Sinal)

Figura 4. Representagéo grafica do padréo de hibridizagéo entre as bactérias
presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica
Checkerboard DNA-DNA Hybridization).
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Tabela 1. Relagdo das cepas bacterianas empregadas para a confec¢do das

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

Espécies Cepas Espécies Cepas
Complexo Azul Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 238607 | Fusobacterium nucleatum ssp 255862
nucleatum
Actinomyces israelii 12102° | Fusobacterium nucleatum ssp 10953°
polymorphum
Actinomyces naeslundii | 12104® | Fusobacterium nucleatum ssp vincentii 492562
Actinomyces oris 43146% | Fusobacterium periodonticum 33693*
Complexo Roxo Parvimonas micra 33270°
Actinomyces odontolyticus 17929° | Prevotella intermédia 25611°
Veillonella parvula 10790% | Prevotella nigrescens 33563
Streptococcus constellatus 27823%
Streptococcus gordonii 10558 | Complexo Vermelho
Streptococcus intermedius 27335% | Tannerella forsythia 430372
Streptococcus mitis 49456° | Porphyromonas gingivalis 332772
Streptococcus oralis 35037 | Treponema denticola B1®
Streptococcus sanguinis 10556° | Qutras Espécies
Eubacterium saburreum 332712
Aggregatibacter 43718% | Gemella morbillorum 278242
actinomycetemcomitans a+ b 29523? | Leptotrichia buccalis 142012
Capnocytophaga gingivalis 33624% | Neisseria mucosa 19696°
Capnocytophaga ochracea 33596° | Prevotella melaninogenica 25845?
Capnocytophaga sputigena 33612% | Propionibacterium acnes | + Il 11827°
Eikenella corrodens 23834° 11828°
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 332367 | Streptococcus anginosus 333972
Campylobacter rectus 33238? | Treponema socranskii S1®
Campylobacter showae 51146°
Eubacterium nodatum 33099°

3 ATCC (American Type Culture Collection);® Forsyth Institute
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Figura 5. Representagdo esquematica do padrao de hibridizagdo entre as

bactérias presentes nas amostras de biofiime e as sondas de DNA (técnica

Checkerboard DNA-DNA Hybridization). Nesta figura estdo apresentadas 40

bactérias, e as amostras de biofiime sao de todos os dentes de um mesmo

individuo.

Tabela 2. indice utilizado para a determinacgéo dos niveis dos microrganismos

nas amostras de biofilme subgengival.

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 Né&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
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3.7 Analise estatistica

Avaliacao clinico-periodontal

A média dos parametros clinicos de boca toda avaliados foi
computada para cada individuo e, posteriormente, dentro de cada grupo. De
maneira semelhante, as médias das alteracées dos parametros clinicos nos
trés tempos experimentais foram categorizadas em sitios rasos (PS < 3mm),
intermediarios (PS 4-6 mm), e profundos (PS = 7mm). As diferencas entre os
tempos experimentais em cada grupo foram analisadas por meio dos testes
Friedman e Wilcoxon. O teste U de Mann-Whitney foi utilizado para examinar
diferencas entre os dois grupos terapéuticos em cada tempo experimental. A
significancia estatistica foi estabelecida em 5% (p<0,05).

Avaliacao microbioldgica

Os dados microbioldgicos resultaram da analise das 40 espécies
bacterianas em nove amostras de biofilme subgengival por individuo e foram
expressos em percentual de contagem das sondas de DNA (proporcdo). A
proporcdo de cada espécie foi computada para cada sitio, depois foram
calculadas as médias entre os sitios em cada individuo, e entdo entre os
individuos de um mesmo grupo terapéutico em cada tempo experimental. Os
dados iniciais (propor¢des) foram analisados pelo teste U de Mann-Whitney
para detectar possiveis diferengas significantes entre os dois grupos
terapéuticos. Diferengcas nas propor¢gées de microrganismos dentro de cada
grupo, entre os tempos experimentais foram avaliadas por meio dos testes

Friedman e Wilcoxon. A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.
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4 RESULTADOS

Os dados obtidos nas avaliagbes clinica e microbioldégica dos
individuos com doenca periodontal crénica estdo apresentados na Tabela 3 e
nas Figuras 6-11. Dos 20 individuos selecionados no inicio do estudo e
aleatoriamente distribuidos entre os dois grupos terapéuticos, todos
completaram a participacao no estudo, sendo que 10 individuos pertenciam ao

grupo controle (C) e 10 ao grupo que ingeriu metronidazol e amoxicilina (T).

4.1 Resultados clinicos

As caracteristicas epidemiolégicas e as médias dos parametros
clinicos avaliados no exame inicial (T0), 60 dias apés a RAR (no momento
cirargico - T1) e 60 dias apdés o momento cirdrgico (T2), nos dois grupos
terapéuticos, estdo apresentadas na Tabela 3 e nas Figuras 6-8.

Os resultados demonstraram que 0s grupos eram homogéneos no
inicio do estudo e permaneceram homogénios ap0s a realizagdo da terapia
periodontal basica (60 dias apés a RAR - T1), sem diferenga estatistica entre
0S grupos para qualquer parametro clinico. As duas terapias propostas apés a
RAR, no T1, promoveram melhoras nos parametros clinicos observados no T2,
porém tais melhoras ndo alcancaram significancia estatistica (p>0,05). A Unica
excecao foi o parametro NCI que apresentou melhora entre T1 (60 dias apés a
RAR) e T2 (60 dias apés o0 momento cirurgico) ap6s a RAR no grupo teste,
evidenciada por uma reducao estatisticamente significante (Tabela 3).

A Figura 6 demonstra que os parametros PS e NCI reduziram apds o
procedimento cirdrgico, porém a associacdo com antibioticoterapia (grupo
teste) ndo promoveu beneficios adicionais. Apesar de nao ter sido encontrada
diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05), foi possivel observar uma
discreta alteragéo clinica superior no grupo teste, sendo que as redugbées em
PS, entre T1 e T2, foram de 0,38mm e 0,51mm, respectivamente para os
grupos controle e teste. Para o NCI, as reducdes foram de 0,14mm e 0,24mm,
respectivamente para os grupos controle e teste.
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Para um melhor entendimento do efeito entre as duas terapias e para
permitir comparagbes mais claras entre os grupos, os sitios foram divididos
baseados nos valores iniciais de PS, sendo rasos (PS < 3mm), intermediarios
(PS 4-6mm) e profundos (PS > 7 mm). A Figura 7 apresenta o grafico com os
valores médios das alteracdes observadas para os parametros clinicos de PS e
NCI nos tempos T1 e T2, nas trés categorias de PS estabelecidas inicialmente.
As duas terapias promoveram melhoras clinicas em PS e NCI nos dois tempos
experimentais, principalmente nos sitios intermediarios e profundos, porém
sem diferenca estatistica entre os grupos (p>0,05). Comparando-se as
alteracdes ocorridas entre T1 e T2, pequenas diferengas apareceram apés a
terapia cirurgica, sugerindo discreta vantagem para o grupo teste. As reducoes
em PS nos sitios intermediarios foram de 0,67mm e 0,83mm, e nos sitios
profundos foram de 1,19mm e 1,58mm, respectivamente para 0s grupos
controle e teste. Para o NCI, as redugbes nos sitios intermediarios foram de
0,33mm e 0,57mm, e nos sitios profundos foram de 0,59mm e 0,85mm,
respectivamente para os grupos controle e teste.

A Figura 8 apresenta o percentual de sitios com PS > 5mm nos trés
tempos experimentais (inicial — TO, 60 dias apdés a RAR — T1 e 60 dias apos o
momento cirdrgico — T2) nos dois grupos terapéuticos. No inicio do estudo os
dois grupos apresentaram percentuais similares de sitios com PS > 5mm,
sendo 26,5% no grupo controle e 27,0% no grupo teste. Nos tempos T1 e T2,
tais numeros reduziram drasticamente (p<0,05). Na avaliacdo de 60 dias apos
o procedimento cirurgico (T2) os percentuais observados foram 2,6% de sitios
com PS > 5mm no grupo controle e 2,2% no grupo teste.

A analise dos dados clinicos referentes apenas aos sitios que foram
submetidos ao procedimento cirdrgico revelou que nao houve diferenca
estatistica entre os grupos em nenhum dos tempos de avaliacdo (dados nao

apresentados).
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Tabela 3. Média (+ DP) dos parametros clinicos, no exame inicial (T0), 60 dias
apoés a RAR (T1) e 60 dias apds o procedimento cirurgico (T2) para os dois
grupos terapéuticos.

Grupos terapéuticos

Variaveis Tempos Controle (n=10) Teste (n=10)
(CIR+PCB) (CIR+ANT)
Género (Ma/ Fe) TO 4/6 4/6
|ldade (anos) T0 47,6+7,6 44,3+6,2
PS <3 mm (%) TO 55,5+13,2 58,9+19,5
PS 4-6 mm (%) TO 25,8+9,8 23,7+12,8
PS > 7 mm (%) TO 18,7+ 7,8 16,4+ 9,8
TO 3,50+0,42 3,50+0,52
PS (mm) NS T1 2,64+0,2° 2,75+0,4°
T2 2,25+0,2° 2,24+0,3°
TO 4,40+0,42 4,40+0,72
NCI (mm) NS T1 3,82+0,5° 3,87+0,6 °
T2 3,68+0,4° 3,63+0,6 ©
TO 77,00+13,92 87,00+9,42
% sitios IPV 1NS T1 62,00+23,0° 61,00+15,8°
T2 45,00+23,1° 44,00+21,9°
TO 56,35+18,42 54,29+18,12
% sitios ISG 1N T1 31,30+12,8° 31,90+21,8°
T2 18,10+10,8° 16,90+12,9°
TO 63,41+17,52 60,00+20,6%
% sitios SS 1 NS T1 29,90+12,6° 28,00+16,0°
T2 13,00+8,9° 12,90+9,7°
TO 0,0+1,0% 0,1+1,0%
% sitios Sup 1N° T1 0,0+0,2° 0,0+0,0°
T2 0,0+0,2° 0,0+0,0°

RAR: Raspagem e alisamento radicular; ANT: Antibioticos (Metronidazol + Amoxicilina); PS:
Profundidade de Sondagem; NCI: Nivel Clinico de Inser¢édo; IPV 1: Indice de Placa Visivel
(escore 1); ISG 1: indice de Sangramento Gengival (escore 1); SS 1: Sangramento a
Sondagem (escore 1); Sup 1: Supuragéao (escore 1).

NS Teste U de Mann-Whitney (p>0,05): sem diferencas estatisticas entre os grupos.

Teste Friedman e Wilcoxon: Letras distintas indicam as diferengas existentes entre os
tempos.
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Nivel Clinico de Insercio

T1 T2

mm 0,00

-0,50=

1,00~

1,50

[ Grupo Controle
Il Grupo Teste

[] Alteragdio entre os tempos T1 e T2

Figura 6. Alteracbes nas médias de profundidade de sondagem e nivel
clinico de insergéo, de boca toda, ocorridas nos tempos T1 (entre inicio e 60
dias apos a RAR) e T2 (entre inicio e 60 dias apés 0 momento cirurgico) nos

dois grupos terapéuticos.

Teste U de Mann-Whitney: p>0,05, sem diferengas estatisticas entre os grupos.
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Profundidade de Sondagem Nivel Clinicode Insercdo
- T1 T2 - T1 T2
—— e e — B
-1,004 -1,004
<3 mm
2,004 2,00
41,004 1,00
4-6mm .| -2,00
-3,00 4 3,00
-1,00 4 1,00+
-2,00 4 -2,00.
27 mm
-3,00 4 | 3,00
-4,00 4 4,004
-0 =004 [ ] Grupo Controle

Bl Grupo Teste
[ ] Alteragdo entre os tempos T1e T2

Figura 7. Alteragbes nas médias de profundidade de sondagem e nivel
clinico de insercdo, de acordo com as categorias de profundidade de
sondagem inicial, ocorridas nos tempos T1 (entre inicio e 60 dias apo6s a
RAR) e T2 (entre inicio e 60 dias apdés 0 momento cirurgico) nos dois grupos

terapéuticos.

Teste U de Mann-Whitney: p>0,05, sem diferengas estatisticas entre os grupos.
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Percentual de sitios PS>5mm

%
| * | "
30,00 = i e -
1
N=37.7
L1 controle
20,00 = B Teste i
A —
10,00 m i -
N=128
0,00 = - - N=34 - \=2 8
TO T1 T2 TO T1 T2

Figura 8. Alteragbes na meédia percentual de sitios com profundidade de
sondagem (PS) > 5 mm, ocorridas nos tempos TO (inicio), T1 (60 dias apds a
RAR) e T2 (60 dias apdés 0 momento cirurgico) nos dois grupos terapéuticos.

* Teste Wilcoxon: p<0,05.
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4.2 Resultados microbioldgicos

A Figura 9 apresenta a proporcdo das 40 espécies bacterianas
avaliadas nos dois grupos experimentais (C e T), no exame inicial (T0), 60 dias
apés a RAR (T1) e 60 dias ap6s 0 momento cirdrgico (T2). As propor¢des
médias de cada grupo experimental foram computadas para cada individuo e
depois dentro do grupo. A composicao da microbiota subgengival nos dois
grupos terapéuticos mostrou-se com perfis semelhantes no inicio do estudo, ou
seja, ndao foram encontradas diferencas estatisticas em proporcdes para
nenhuma das espécies bacterianas analisadas. Isso demonsira a
homogeneidade dos grupos. As duas terapias propostas alteraram
significativamente as propor¢des de varios microrganismos, sendo destaque as
redugdes significativas observadas no complexo vermelho (P. gingivalis, T.
forsythia e T. denticola), exceto as propor¢des de T. denticola que no grupo
controle demonstraram diferencgas estatisticamente significantes apenas entre o
tempo inicial (TO) e 60 dias apdés a RAR. De forma geral, os niveis e as
propor¢cdes da maioria das espécies do complexo laranja foram reduzidos nos
dois grupos nos tempos T1 e T2. Outro ponto muito importante foi a
observacao da alteragdo do perfil microbiolégico em relagdo ao aumento das
proporcoes das espécies consideradas compativeis com o hospedeiro
(complexos azul, roxo, amarelo e verde), principalmente os Actinomyces sp
integrantes do complexo azul (Figura 9).

A Figura 10 mostra as alteracbes ocorridas nas proporcdes dos
diferentes complexos microbianos nos dois grupos e em todos o0s tempos
experimentais. Nao houve diferencas estatisticamente significativas entre os
grupos para nenhum dos complexos avaliados nos tempos TO, T1 e T2. As
propor¢cées dos complexos considerados benéficos (azul, roxo, verde e
amarelo) aumentaram apés as terapias, com destaque para o complexo azul.
No tempo T2 (60 dias apds o procedimento cirargico) as duas terapias
demonstraram uma reducdo significativa nas propor¢gdes do complexo
vermelho, alterando de 35,11% para 8,3% no grupo controle e 34,65% para
6,48% no grupo teste.
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Para um melhor entendimento da influéncia das duas terapias nos
resultados microbiolégicos, a Figura 11 apresenta a redugdo ocorrida nas
propor¢des do complexo vermelho em T1 (entre inicio e 60 dias ap6s a RAR) e
T2 (entre inicio e 60 dias apdés 0 momento cirdrgico), para os dois grupos
terapéuticos. Nao houve diferenga entre os grupos em T1 ou T2, porém quando
a alteragcédo entre T1 e T2 foi analisada, observou-se diferenga significativa
entre 0os grupos, sendo que 0 grupo que associou a antibioticoterapia aos

procedimentos cirurgicos demonstrou a maior redugao no complexo vermelho.
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Figura 9. Perfil microbiano das médias de proporcao (%) das 40 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme
subgengival nos tempos TO (inicio), T1 (60 dias apdés a RAR) e T2 (60 dias ap6s o momento cirdrgico) nos dois grupos

terapéuticos.

Teste de Wilcoxon (#p<0,05, entre inicio e T1; *p<0,05, entre inicio e T2; 1p<0,05, entre T1 e T2).
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Grupo Teste

Figura 10. Propor¢des (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme subgengival nos tempos TO (inicio),

T1 (60 dias apods a RAR) e T2 (60 dias apés 0 momento cirdrgico) nos dois grupos terapéuticos.
Teste de Wilcoxon (#p<0,05, entre inicio e T1; *p<0,05, entre inicio e T2; 1p<0,05, entre T1 e T2).
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Figura 11. Alteragbes nas médias das proporgbes do complexo vermelho
ocorridas nos tempos T1 (entre inicio e 60 dias apés a RAR) e T2 (entre inicio e

60 dias ap6s 0 momento cirdrgico) nos dois grupos terapéuticos.

Teste U de Mann-Whitney (*p<0,05).

(] Alteracéo entre os tempos T1e T2
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5 DISCUSSAO

A doenga periodontal crénica é reconhecida como a forma mais comum de
periodontite e, portanto a busca em se definir uma terapia periodontal eficaz é uma
questdao constante. Dentre as terapias propostas, a RAR é considerada um
tratamento periodontal convencional (AAP, 1996), entretanto seu efeito pode ser
questionavel para reduzir e/ou eliminar os microrganismos patogénicos presentes no
biofilme (CAFFESSE et al., 1986; SHERMAN et al., 1990; ANDERSON et al., 1996).
Alguns fatores podem dificultar a instrumentacdo, como por exemplo, a anatomia
dentaria como concavidades, limite esmalte-cemento, regido de bi e tri-furcagées,
variagdes anatbmicas, dificuldades de acesso e de visibilidade do campo operatdrio
(RABBANI et al., 1981; BUCHANAN & ROBERTSON, 1987; BRAYER et al., 1989;
FLEISCHER et al., 1989; COBB, 2002).

Diversas terapias adjuntas a RAR tém sido propostas com o objetivo de
potencializar os efeitos benéficos dessa forma de tratamento. O uso de
antimicrobianos sistémicos oferece vantagens no tratamento das infeccoes
periodontais (SLOTS & RAMS, 1991). Estes agentes entram em areas subgengivais
via fluido crevicular e podem alcancar patégenos em sitios profundos, além do
potencial de suprimir patégenos em superficies mucosas e outros sitios bucais
(SLOTS & VAN WINKELHOFF, 1993). A cirurgia periodontal também figura entre as
terapias que visam melhorar o resultado da RAR por promover acesso visual as
regides de dificil acesso e facilitar a manutencao periodontal por um periodo mais
longo de tempo (GOLDMAN, 1951; OCHSENBEIN, 1986). Varios estudos tém
mostrado que os procedimentos cirdrgicos periodontais apresentam melhores
resultados clinicos para os parametros de PS e NCI em sitios profundos e médios,
mas em sitios rasos mostram maior perda NCI em relacdo a RAR (LINDHE et al.,
1982; WANG & GREENWELL, 2001; HEITZ-MAYFIELD et al., 2002).

Quanto a antibioticoterapia sistémica empregada neste estudo, esta foi
selecionada com base em estudos anteriores que sugeriram a efetividade clinica e
microbiolégica desses antibidticos sistémicos no tratamento da periodontite crénica
(FERES et al., 2001; WINKEL et al., 2001; ROONEY et al., 2002; CARVALHO et al.,
2004 e 2005; HAFFAJEE et al., 2007; MOEINTEGHAVI et al., 2007; MATARAZZO et
al., 2008; CIONCA et al., 2009).
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Ainda nao foram estabelecidos o tempo de administracdo e a dosagem
ideal do metronidazol/amoxicilina para o tratamento da infeccao periodontal. Este
estudo seguiu a recomendacao de Montvale (1992) no Phisicians Desk Reference
(Medical Economics Staff), que recomenda até 1.500mg/dia de metronidazol para
tratar infecgées anaerdbias, e da ANVISA — DICIONARIO de ESPECIALIDADES
FARMACEUTICAS (2007), que recomenda até 1.500 mg/dia de amoxicilina. O
presente estudo utilizou metronidazol e/ou amoxicilina durante 10 dias, iniciada
junto com a terapia cirurgica e esta em concordancia com outros autores que
utilizaram por 14 dias junto com a terapia de RAR (HAFFAJEE et al., 2007 e 2008;
MATARAZZO et al., 2008). A utilizagdo da antibioticoterapia até por duas semanas
esta dentro dos limites biologicos aceitaveis e tem sido utilizada no tratamento de
outras infecgdes, como no caso de Ulceras gastricas causadas por Helicobacter
pylori (UYGUN et al., 2007). A escolha deste protocolo terapéutico, 10 dias de
antibioticoterapia, visou a disponibilidade da droga no ambiente subgengival pelo
maximo de tempo possivel durante a fase cirurgica da terapia periodontal.

Em relacao aos efeitos colaterais das drogas, os individuos participantes
do estudo foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente ou via telefone. Poucos
efeitos adversos foram relatados, sendo que apenas dois individuos se queixaram
de gosto ruim na boca e um individuo sentiu nduseas. E importante salientar que,
apesar de certos individuos terem relatado algumas reacdes colaterais ao uso da
combinagdo metronidazol/amoxicilina, em nenhum caso as medicagbes foram
interrompidas por esse motivo. Outro ponto importante é o fato de que apesar de
alguns individuos terem relatado algum desconforto, todos alegaram que tomariam
novamente a medicagao.

Em relagdo aos dados clinicos analisados no tempo T1 (60 dias apds a
RAR) foi possivel observar beneficios clinicos alcangados por esta forma de terapia
convencional tanto para os resultados de boca toda (Tabela 3 e Figura 6) quanto
para os sitios subdivididos (Figura 7) em rasos (PS < 3mm), intermediarios (PS 4-
6mm) ou profundos (PS > 7mm). A subdivisdo dos sitios de acordo com a PS inicial
deixou evidente que os sitios inicialmente intermediarios e profundos apresentaram
a melhor resposta clinica na redugcéo de PS e NCI. Tais resultados corroboram com
outros estudos que mostram o efeito clinico benéfico da RAR em curto prazo
(MORRISON et al.,, 1980; BADERSTEN et al., 1987; PHILSTROM et al., 1981;
LINDHE et al.,1983; CLAFFEY et al.,1988; KALDHAL et al., 1988; HAFFAJEE et al.,
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1997; JEFFCOAT et al., 1998; CUGINI et al., 2000; CARVALHO et al., 2004;
FAVERI et al., 2006; FERES et al., 2009). Complementarmente a essa discussao,
sabe-se que a doenca periodontal crénica pode ser tratada por meio de terapia
mecanica nao-cirurgica ou cirurgica, desde que um rigido controle de placa seja
garantido durante a fase de manutengédo do tratamento (LINDHE & NYMAN, 1975;
NYMAN et al., 1977; AXELSSON & LINDHE, 1981).

A analise dos resultados no tempo T2 demonstrou que as duas terapias
propostas (grupos teste ou controle) como complementacdo a RAR promoveram
melhoras clinicas entre os tempos T1 e T2 evidentes na Tabela 3 e Figuras 6 e 7,
porém, tais diferengas ndo foram estatisticamente significantes (p>0,05). Além disso,
ndao houve diferencas estatisticamente significantes entre as terapias. Neste
contexto, alguns pontos podem ser discutidos. Embora diversos autores tenham
encontrado marcantes redugdes em PS quando a RAR foi associada aos
procedimentos cirurgicos em comparagcao com a RAR somente (HILL et al., 1981;
LINDHE et al., 1984; PIHLSTROM et al., 1984; HARREL et al., 2001; WANG &
GREENWELL, 2001; HEITZ-MAYFIELD et al., 2002), Isidor et al. (1985)
apresentaram resultados opostos, ou seja, sem diferencas entre os grupos. E
preciso considerar também a técnica cirirgica empregada. Sem duvida, as maiores
reducdes em PS sdo observadas quando técnicas de eliminacao cirdrgica de bolsas
sao empregadas (BECKER et al., 1990; KALDAHL et al., 1990; MOMBELLI et al.,
1995; LEVY et al., 2002). No presente estudo a técnica utilizada envolveu retalho
total e reposicionamento do retalho no local de origem.

Outro ponto a ser discutido, podendo inclusive ser entendido como uma
limitacdo do presente estudo € o curto periodo de acompanhamento dos individuos,
pois alguns resultados clinicos poderiam ser mais evidentes se as avaliagdes fossem
realizadas em longo prazo (van WINKELHOFF et al., 1989; PAVICIC et al., 1994;
FLEMMING et al., 1998; HAFFAJEE et al., 2004). Entretanto, quando a redugéo do
percentual de sitios com PS > 5mm foi avaliada notou-se a diminuicdo
estatisticamente significante em numero e percentual de sitios apdés a RAR (T1) e,
tais resultados melhoram ainda mais em T2, apos a cirurgia. Esses achados estao
de acordo com outros estudos que encontraram beneficios clinicos apos a cirurgia
periodontal em sitios intermediarios e profundos, principalmente em dentes
posteriores (LINDHE et al., 1982; WANG & GREENWELL, 2001;HEITZ-MAYFIELD
et al., 2002; HELLSTROM et al., 2008).
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Em relagcdo aos dados microbiol6gicos, as duas terapias utilizadas no
presente estudo levaram a uma melhora no perfil microbiolégico subgengival. Os
patégenos do complexo vermelho reduziram no tempo T1 (60 dias apdés a RAR) em
comparagao ao inicio do estudo (grupo teste = 14,35% e grupo controle = 12,68%;
Figura 10). Os dados obtidos foram semelhantes aos outros estudos que também
utilizaram o Checkerboard DNA-DNA Hybridization para avaliagdo microbioldgica
(CARVALHO, 2002; FERES et al., 2009), indicando a efetividade da RAR.

Quando os resultados foram analisados no tempo T2 notou-se a melhora
na redugcdo da proporcdo de complexo vermelho nos dois grupos terapéuticos
(grupo teste = 6,48% e grupo controle = 8,30%; Figura 10), sem diferencga estatistica
entre eles; porém, de forma geral, a associacao de antibidticos levou a efeitos
benéficos superiores aos obtidos somente com a RAR combinada ao procedimento
cirurgico, evidenciando a maior reducdo em complexo vermelho (Figura 11).
Comparando tais resultados com outros estudos do nosso grupo de pesquisa que
testaram outras formas terapéuticas foi possivel observar que apesar das
propor¢cdes de complexo vermelho estarem reduzidas no tempo T2, ainda sao
superiores aos outros estudos. Por exemplo, o estudo de Soares (2009) analisou o0s
efeitos da associacao de varias terapias, sendo RAR + bochechos com clorexidina
0,12% + antibioticoterapia (metronidazol 400mg e amoxicilina 500mg) iniciados
durante a fase ativa da terapia, junto com a RAR, e encontrou em torno de 1% de
complexo vermelho aos 90 dias pds-terapia.

Um fato a ser considerado € o momento da administracdo da
antibioticoterapia. Nos dias atuais sabe-se que os antibidticos, quando necessaérios,
devem ser utilizados como parte integrante da terapia periodontal (SANZ et al.,
2008). Porém, em que momento da terapia o agente deve ser administrado ainda
ndo estd totalmente definido. Alguns estudos iniciaram a administracdo dos
antibioticos logo apés a RAR (LOESCHE et al.,1992; CARVALHO et al., 2004 e
2005; CIONCA et al., 2009), numa tentativa de diminuir a carga microbiana antes da
antibioticoterapia. Outros estudos o fizeram concomitantemente ao procedimento
mecanico (HAFFAJEE et al 2007; MATARAZZO et al., 2008). Uma forte razdo para
a utilizacdo concomitante das duas terapias é a reducao drastica e rapida dos
periodontopatégenos, que parece ser um ponto crucial para provocar uma

transformacéao profunda na composicéo da microbiota subgengival, promovendo um
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perfil mais compativel com saude, e a conseqliente manutengdo dos resultados
clinicos benéficos por longos periodos. Os resultados obtidos até 0 momento podem
sugerir que este conceito estd voltado para a direcdo certa na busca por novas
terapias mais efetivas, uma vez que, provavelmente a associacao de terapias
(cirurgica e antibidtica) 60 dias apdés a RAR permitiu a recolonizagdo dos sitios
tratados por colonizadores primarios benéficos dos complexos azul, roxo, amarelo e
verde, mas também de membros dos complexos laranja e vermelho (SOCRANSKY
& HAFFAJEE, 2005). Isso pode ter refletido diretamente nos percentuais de
complexo vermelho encontrados no tempo T2.

Diversos autores testaram a associagdo de antimicrobianos a cirurgia
periodontal (HAFFAJEE et al., 1988; MULLER et al., 1993; HAFFAJEE et al., 1995;
PALMER et al., 1996; NEEDLEMAN et al, 2000; DASTOOR et al, 2007;
HELLSTROM et al., 2008), porém a realizagdo de uma comparacao detalhada com
os resultados obtidos neste estudo ndo se mostra adequada, uma vez que 0s
delineamentos experimentais sdo muito diferentes. As principais diferencas entre os
estudos sdo o momento da administracdo e o tipo (local ou sistémico) dos
antimicrobianos, e também os testes microbiolégicos e microrganismos avaliados.
Assim, Haffajee et al. (1988) analisou, clinica e microbiologicamente por meio de
cultura, apenas um grupo submetido a RAR, cirurgia e uso de tetraciclina no mesmo
momento. Needleman et al. (2000) e Hellstrom et al. (2008) utilizaram
antimicrobianos locais, sendo gel de metronidazol e microesferas de minociclina,
respectivamente, em estudos clinicos. O estudo clinico de Palmer et al. (1996)
administrou tetraciclina (250 mg) por duas vezes, sendo uma durante o
procedimento de RAR e a outra durante a cirurgia por retalho de Widman
modificado. Esses autores relatam os melhores resultados da antibioticoterapia
quando nao associada aos procedimentos cirurgicos. Muller et al. (1993) em estudo
clinico e microbiolégico que testaram apenas a deteccdo de A.
actinomycetemcomitans, também administraram o antibiotico (minociclina — 200mg)
por duas vezes, sendo uma durante o procedimento de RAR e a outra durante a
cirurgia a retalho com reposicionamento no local de origem. Foi observado pouco
efeito na eliminacdo do A. actinomycetemcomitans, porém os resultados clinicos
foram satisfatorios, mas vale ressaltar que este estudo analisou apenas um grupo,
ou seja, sem grupo controle. Haffajee et al. (1995) analisou o efeito clinico e

microbiolégico de quatro medicamentos associados ao procedimento cirdrgico
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realizado 60 dias apds a RAR. O antibiético testado neste estudo em um grupo foi
amoxicilina 250mg + acido clavulénico 125mg e em outro grupo foi a tetraciclina
250mg. Os resultados demonstraram que o uso de antibiéticos trouxe beneficios
clinicos em relacdo ao ganho de inser¢cao e microbiol6gicos em relagdo a reducao
de patdégenos periodontais, porém seu acompanhamento foi de 10 meses. Por sua
vez, Dastoor et al. (2007) realizou um estudo clinico e microbiol6gico (Teste BANA)
em individuos fumantes, onde todos receberam RAR e ap6s 90 dias foram
distribuidos em dois grupos: cirurgia (retalho posicionado apicalmente) +
azitromicina (500mg) e cirurgia + placebo. Os dados demonstraram que nao houve
diferencas entre os grupos na redugcdo da PS e ganho de insergcdo, porém os
resultados microbiolégicos foram satisfatérios, em curto prazo, para o grupo que
associou a azitromicina.

De maneira geral, no tempo T2 (60 dias apds o procedimento cirdrgico), foi
possivel observar uma discreta vantagem para o grupo Teste (CIR + ANT),
principalmente em relacdo a média do NCI e do percentual de complexo vermelho
que se mostraram estatisticamente inferiores em comparacao ao grupo Controle. Com
base nos resultados obtidos, mas considerando também as limitacbes deste estudo
em relacdo ao numero de individuos por grupo e ao tempo de avaliagdo apds a
cirurgia, é possivel concluir que o principal beneficio adicional conseguido pela
associacao da antibioticoterapia ao procedimento cirargico foi microbiolégico. O
acompanhamento longitudinal dos individuos sera muito importante para fornecer

informagdes adicionais sobre a manutencao de tais resultados em longo prazo.
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6 CONCLUSAO

1 - As duas terapias propostas (RAR+CIR e RAR+CIR+ANT) promoveram

melhoras clinicas e microbiol6gicas no tratamento da periodontite crénica.

2 - A associacdo de antibioticoterapia no momento cirurgico nao

demonstrou beneficios clinicos relevantes.

3 - A associacao de antibioticoterapia no momento cirargico demonstrou

beneficios microbioldgicos em relacado a redugao de complexo vermelho.
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