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RESUMO 
  
O objetivo do presente estudo clínico cego, aleatorizado e placebo-controlado foi 
avaliar os efeitos clínicos da raspagem e alisamento radicular (RAR) combinada a 
antibióticos sistêmicos (metronidazol ou metronidazol/amoxicilina) no tratamento de 
indivíduos com periodontite crônica. O objetivo secundário foi avaliar a possibilidade 
de efeitos adicionais do uso prolongado da clorexidina, quando adicionada à essas 
terapias. Cento e dezoito indivíduos foram aleatoriamente distribuídos em três 
grupos terapêuticos: controle (n=40): RAR; Teste 1 (n=39): RAR + metronidazol 
sistêmico (400mg) 3x/dia por 14 dias (MTZ); Teste 2 (n=39): RAR+MTZ + 
amoxicilina sistêmica (500mg) 3x/dia por 14 dias (AMX). Metade dos indivíduos de 
cada grupo ainda bochecharam solução de clorexidina 0,12% 3x ao dia durante 2 
meses. Os indivíduos foram monitorados clinicamente no início, 3, 6 e 12 meses 
pós-terapia. Os parâmetros clínicos avaliados em 6 sítios por dente foram: 
profundidade de sondagem, nível clínico de inserção, placa visível, sangramento 
gengival, sangramento à sondagem e supuração. Os dois grupos que receberam 
antibioticoterapia mostraram menores média de números de sítios com profundidade 
de sondagem (PS) ≥ 5mm e poucos indivíduos apresentaram ≥ 9  desses sítios 1 
ano pós-terapia. A análise de regressão logística mostrou que os antibióticos foram 
os únicos preditores significativos para os indivíduos que apresentaram ≤ 4 sítios 
com PS ≥5mm em 1 ano pós-terapia. MTZ+AMX: OR, 13.33; 95%CI, 3.75-
47.39/p=0.0000; MTZ: OR, 7.26; 95%CI, 2.26-23.30/p=0.0004).  A freqüência de 
efeitos adversos não diferiu entre os dois tratamentos com antibióticoterapia (p> 
0,05). Os subgrupos que bochecharam clorexidina mostraram uma tendência (p> 
0,05) de apresentar menor número de sítios residuais ≥ 5 mm em comparação com 
os subgrupos que recebaram placebo. Nenhuma diferença estatisticamente 
significante foi observada entre perfis microbiológicos dos três grupos terapêuticos 
no início do estudo. Entretanto, 12 meses após tramento os patógenos do complexo 
vermelho estavam em níveis e proporçõe estatisticamente mais baixos nos dois 
grupos testes, em comparação com o grupo controle. Além disso, os antibióticos 
sistêmicos, especialmente a associação MTZ+AMX, levou a um aumento mais 
específico nas proporções de espécies bacterianas compatíveis com o hospedeiro 
(p<0,05).  Assim, o tratamento da periodontite crônica é significativamente 
melhorado pelo uso de adjuvante MTZ e MTZ + AMX. 
 
  
Palavras-chave: periodontite crônica, metronidazol, amoxicilina, terapia periodontal. 
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ABSTRACT 

 
The aim of the present blind, randomized and placebo-controlled clinical trial was to 
evaluate the clinical effects of scaling and root planing (SRP) associated to systemic 
antibiotics (metronidazole/amoxicillin or metronidazole) in the treatment of subjects 
with chronic periodontitis. A secondary aim was to examine a possible added effect 
of chlorhexidine to these therapies.  One hundred and seventeen subjects were 
randomly assigned to three therapeutic  groups: control (n=40): SRP, Test 1 (n=39): 
SRP+ systemic metronidazole (400mg) 3x/day for 14 days (MTZ); Test 2 (n=39): 
SRP+MTZ+ amoxicillin (500mg), 3x/day for 14 days (AMX). And a half of subjects 
used CHX rinsing 0.12% 2x/day during 2 months. The subjects were clinically 
monitored at baseline, 3, 6 and 12months post-therapy. The clinical parameters 
evaluated at six sites per tooth were: probing depth, clinical attachment level, visible 
plaque, gingival bleeding, bleeding on probing and suppuration. The two antibiotic 
groups showed lower mean number of sites with probing depth (PD) ≥5 mm and 
fewer subjects exhibiting ≥ 9 of these sites at 1 year pos-treatment. The logistic 
regression analysis showed that antibiotics were the only significant predictors for 
individuals who were ≤ 4 sites with PS ≥ 5 mm at 1 year after therapy. MTZ + AMX: 
OR, 13:33; 95% CI, 3.75-47.39 / p = 0.0000; MTZ: OR 7.26, 95% CI, 2:26 to 23:30 / 
p = 0.0004). The frequency of adverse effects did not differ between the two antibiotic 
treatments (p> 0.05). Subgroups of chlorhexidine showed a trend (p> 0.05) to show 
smaller number of residual sites ≥ 5 mm compared with the placebo subgroups. No 
statistically significant differences on the microbial profiles were observed between 
the three groups at baseline. However, at 12 months post-treatment the red complex 
pathogens were statistically significantly lower in counts and/or in proportions in the 
two test groups, in comparison with the control group. In addition, the systemic 
antibiotics, especially MTZ+AMX, elicited a more striking increase in the proportions 
of the host-compatible microbial species (p<0.05).Thus, treatment of chronic 
periodontitis is significantly improved by the use of adjuvant MTZ and MTZ + AMX.  

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

As periodontites são um grupo de infecções que desencadeiam um 

processo inflamatório nos tecidos de proteção e sustentação do elemento dental 

(LINDHE, 1997) e que possuem como fator etiológico primário as bactérias 

presentes na cavidade oral, especialmente as que colonizam as superfícies dos 

dentes supra e subgengivalmente, organizadas em um biofilme complexo 

(SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994a). Encontradas na forma Crônica ou Agressiva, 

são também classificadas em localizadas e generalizadas de acordo com a extensão 

e a gravidade das lesões teciduais. As principais características clínicas são edema, 

vermelhidão gengival, sangramento à sondagem e destruição do periodonto de 

proteção e de sustentação dos dentes, causando uma perda progressiva de 

inserção, de tecido ósseo e, eventualmente, do elemento dentário (ARMITAGE, 

1999).  

A forma crônica das periodontites é a doença de origem bacteriana mais 

comum e a principal causa de perda dentária em indivíduos adultos (HAFFAJEE et 

al. 1997a; ROSLING et al. 2001). Normalmente progridem com períodos de 

exacerbação e quiescência (SOCRANSKY et al. 1984; JEFFCOAT & REDDY, 1991). 

Ocorre em qualquer idade, porém é mais comumente encontrada em adultos 

(FLEMMIG, 1999). A progressão e severidade da doença parecem aumentar com o 

avanço da idade (NEELY et al., 2001) e pode variar de lenta a moderada e 

normalmente é consistente com a presença de fatores locais como cálculo, biofilme, 

iatrogenias, etc (ARMITAGE, 1999).  

 

1.1 Etiologia das doenças periodontais 

A etiologia das doenças periodontais tem sido estudada há muitas 

décadas e o seu caráter infeccioso específico foi sugerido há mais de um século. 

Entre 1880 e 1920 alguns pesquisadores estudaram a microbiota oral e sugeriram 

que certos microrganismos como amebas, espiroquetas, fusobactérias e 

estreptococcus poderiam ser responsáveis pelo início e progressão da destruição 

periodontal (BARRET, 1914 a,b; Le CLEAR, 1915; KOLLE, 1917; KRITCHEVSKY & 

SEGUIN, 1918; HARTZELL, 1925; FISHER, 1927; HARELL, 1931 - Apud FERES, 

1999b). Após esse período inicial, essa hipótese foi ignorada e entre os anos de 

1920 e 1960 acreditava-se que as doenças periodontais estavam relacionadas a 
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fatores sistêmicos e que a presença de microrganismos patogênicos seria apenas 

uma consequência do estabelecimento da doença (BUNTING, 1922; PRINTZ, 1926; 

HAUPL & LANG, 1927; GOTTLIEB, 1921 a,b,1928; GOLDMAN, 1968; - Apud 

FERES, 1999).  

 Já na década de 60, novos estudos microbiológicos demonstraram que 

poderia ocorrer a transmissão de microrganismos orais e de periodontite entre 

animais, retomando assim a etiologia bacteriana dessas infecções (KEYES & 

JORDAN, 1964; GIBBONS et al. 1966; GIBBONS & SOCRANSKY, 1966). Gibbons e 

Socransky (1966) inocularam microrganismos presentes em bolsas periodontais de 

humanos em ratos “germ-free” e observaram perda óssea alveolar nesses animais.  

Outros estudos realizados nesse período por Lovdal et al. (1958), Schei et al.(1959); 

Löe et al. (1965); Theilade et al. (1966); Löe et al. (1967) e Russel (1967) também 

ressaltaram a importância do biofilme dental na etiologia da doenças periodontais.  

Löe et al. (1965) realizaram o estudo clássico de “gengivite experimental” 

em humanos e demonstraram que a placa bacteriana levava ao aparecimento de 

gengivite e observaram uma relação direta entre o acúmulo de placa bacteriana e a 

inflamação gengival, além de uma alteração qualitativa  nas proporções dos 

microrganismos presentes. Os autores também mostraram que após a remoção da 

placa bacteriana o processo de inflamação gengival era revertido e o perfil 

microbiano restabelecido à situação de saúde.  

Seguiu-se então uma fase em que se considerava que o acúmulo de 

biofilme na margem gengival levaria à produção de fatores irritantes e 

consequentemente à inflamação gengival e à destruição periodontal. Esta teoria 

ficou conhecida como a “Hipótese da placa não específica” (THEILADE, 1986), e 

relacionava as doenças gengivais e periodontais à quantidade de acúmulo de placa 

bacteriana e não a sua composição. Porém, com a continuidade dos estudos foi 

possível observar que em alguns indivíduos, mesmo na presença de grande 

quantidade de placa a doença não se desenvolvia ou permanecia estável (LÖE et 

al., 1978 e 1986). Por outro lado, certos casos de doença periodontal progrediam de 

forma mais rápida e agressiva mesmo na presença de pouca placa e cálculo (LÖE et 

al., 1986; BAELUM, 1988).  Löe et al. (1978 e 1986) avaliaram 480 plantadores de 

chá no Sri Lanka, por 15 anos, e observaram que 11% desses indivíduos, mesmo 

apresentando  grande quantidade de biofilme, não mostravam progressão da 
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doença periodontal. Por outro lado, Listgarten et al. (1976) avaliaram a microbiota 

em dentes naturais extraídos de indivíduos com diagnósticos de saúde, gengivite e 

periodontite e observaram diversas diferenças na composição do biofilme 

subgengival. Esses estudos retomaram a teoria de especificidade do biofilme, que 

ficou conhecida como a “Hipótese da placa específica” (LOESCHE, 1976). A partir 

de então grande parte da comunidade científica passou a acreditar que a 

composição do biofilme supra e subgengivais diferia entre indivíduos e entre as 

diversas condições periodontais, tais como periodonto saudável, gengivite e 

periodontites. Essa teoria é aceita até os dias atuais. 

Na década de 90 o desenvolvimento de técnicas imunológicas e de 

biologia molecular permitiu a detecção mais precisa das espécies bacterianas que 

compõem os biofilmes orais e a partir de então se começou a estabelecer a relação 

entre os diferentes perfis microbianos e as diversas formas de periodontite 

(CHRISTERSSON et al., 1987; SOCRANSKY et al., 1988; SOCRANSKY & 

HAFFAJEE et al., 1994a; ÁVILA-CAMPOS et al., 1999; GOMES et al., 2006). A 

maior vantagem dessas técnicas é a possibilidade de detecção de espécies difíceis 

de serem identificadas pelos métodos tradicionais de diagnóstico microbiológico, 

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 diagnóstico microbiológico utilizando 

sondas de ácido desoxirribonucleico (DNA). Utilizando essa técnica de diagnóstico, 

esse grupo de pesquisadores avaliou as associações entre 40 espécies bacterianas 

presentes em 13.261 amostras de biofilme subgengival de 185 indivíduos (160 com 

periodontite e 25 saudáveis) (SOCRANSKY et al., 1998). Os autores descreveram 

cinco complexos bacterianos principais nas amostras de biofilme subgengival desses 

indivíduos. Um deles, denominado complexo vermelho, era composto pelas espécies 

T. forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, e foi fortemente 

relacionado com profundidade de sondagem (PS) e sangramento à sondagem (SS). 

Outro, denominado complexo laranja, que parece preceder a colonização do 

complexo vermelho, foi dividido em 2 subgrupos: um central, composto por 

Fusobacterium nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, 

Prevotella nigrescens e Parvimonas micra; e outro grupo periférico, formado por 

Eubacterium nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, 
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Campylobacter gracilis e Streptococcus constellatus. Os outros três complexos, 

denominados amarelo, verde e roxo demonstraram grande associação entre si e 

menor associação com os dois primeiros, e são compostos por diversas espécies 

consideradas compatíveis com o hospedeiro. Esses seriam os colonizadores 

primários da superfície dental. O complexo verde é formado por Capnocytophaga 

sputigena, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Eikenella 

corrodens e Aggregatibacter actinomycetencomitans sorotipo a. O complexo amarelo 

é composto por um grupo de estreptococos: Streptococcus mitis, Streptococcus 

sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e Streptococcus intermedius; 

e o complexo roxo inclui Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. As 

espécies Selenomonas noxia, As espécies  Selenomonas  noxia  e A. 

actinomycetencomitans sorotipo b não se correlacionaram com nenhuma outra.  

Posteriormente, algumas espécies de actinomicetos (Actinomyces 

gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii e Actinomyces oris) 

foram agrupadas e consideradas compatíveis com o hospedeiro, relacionadas 

diretamente com estado de saúde (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002).   

 

1.2 Terapia periodontal 

Os principais objetivos da terapia periodontal são melhorar os parâmetros 

clínicos e manter os níveis de inserção estáveis ao longo do tempo.  Atualmente, já 

está bem definido que esses objetivos somente são alcançados quando a terapia 

utilizada é capaz de reduzir os níveis e as proporções das espécies bacterianas 

patogênicas em toda a cavidade oral e permitir a sua subsequente recolonização por 

uma microbiota compatível com saúde (TELES et al. 2006). Apesar do nosso 

conhecimento sobre a composição dos biofilmes supra e subgengivais ter crescido 

muito nos últimos anos, terapias efetivas e específicas para as infecções 

periodontais continuam sendo estudadas. 

A raspagem e alisamento radicular (RAR) é a terapia periodontal mais 

comumente utilizada para o tratamento periodontal. Os benefícios clínicos e 

microbiológicos da RAR estão bem documentados na literatura (HAFFAJEE et al., 

1997a; CUGINI et al., 2000; COBB, 2002; CARVALHO et al., 2004; COLOMBO et 

al., 2005; CARVALHO et al., 2005; TELES et al., 2006). Estes estudos mostraram 

que após a RAR ocorre redução da PS e ganho NCI (principalmente nos sítios com 
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PS intermediária e profunda), diminuição da inflamação gengival e menor 

porcentagem de sítios com SS e supuração.  Porém, apesar de levar, na maioria das 

vezes, a uma melhora nos parâmetros clínicos periodontais, a RAR é, muitas vezes, 

insuficiente para modificar profundamente o perfil bacteriano patogênico para um 

perfil compatível com saúde periodontal, principalmente em casos de doenças mais 

severas ou associadas a fatores de risco, como o fumo (HAFFAJEE et al., 1997a; 

CUGINI et al., 2000; CARVALHO et al., 2005; MATARAZZO et al., 2008).  

Os estudos que avaliaram microbiologicamente os resultados da terapia 

de RAR mostraram que esta terapia levou a uma diminuição significativa na 

contagem dos microrganismos P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola e aumento 

significativo das espécies Actinomyces sp., Capnocytophaga sp., S. mitis e V. 

parvula (HAFFAJEE et al., 1997a; CUGINI et al., 2000). Por outro lado, a persistente 

prevalência de certos patógenos após a terapia de RAR, incluindo A. 

actinomycetemcomitans, P. gingivalis e T. denticola, resultou em uma fraca resposta 

do hospedeiro ao tratamento, associada à progressiva perda de inserção 

(HAFFAJEE et al., 1997a; HAFFAJEE et al., 1997b). Sendo assim, terapias 

coadjuvantes à RAR, como os antibióticos sistêmicos e o controle sistemático da 

placa supragengival, têm sido propostos com o objetivo de potencializar os efeitos 

clínicos e microbiológicos desta forma de terapia (van WINKELHOFF et al., 1997; 

FERES et al., 2001; MOEINTAGHAVI et al., 2007; XIMENEZ-FYVIE et al., 2000b; 

HERRERA et al., 2002; CARVALHO et al., 2004 e 2005; TELLES et al., 2006; 

FAVERI et al., 2006b; MOREIRA & FERES FILHO, 2007;  HAFFAJEE et al. 2003a, 

2007 e 2008; HERRERA et al., 2008; MATARAZZO et al., 2008; FERES et al., 2009; 

SILVA et al. 2011; GOODSON et al. 2012; MDALA et al. 2012).  

 

1.2.1 Antibioticoterapia no tratamento periodontal 

1.2.1.1 Histórico 

Segundo o conceito original os antibióticos são substâncias produzidas 

por organismos vivos, como fungos e bactérias, que têm a função de eliminar ou 

inibir o crescimento de outros microrganismos (CHAMBERS & SANDE, 1996). 

Porém, atualmente, drogas sintéticas (ex.: metronidazol) e semi-sintéticas (ex.: 

doxiciclina, minociclina e amoxicilina (AMX)) com ação antimicrobiana também são 

genericamente chamadas de antibióticos. De acordo com a ação farmacológica, os 



19 
 

antibióticos são classificados como bactericidas, quando provocam a morte dos 

microrganismos suscetíveis; ou bacteriostáticos, quando inibem o crescimento e a 

multiplicação das espécies sensíveis. De acordo com os mecanismos de ação, os 

antibióticos podem ser divididos em quatro grupos: os que atuam sobre a síntese da 

parede celular, de proteínas, de ácidos nucleicos e da membrana citoplasmática 

(MONTGOMERY EH, 2000). 

Os estudos clínicos sobre o efeito dos antibióticos nas doenças 

periodontais iniciaram-se na década de 70, quando Slots et al. (1979) observaram a 

ação positiva da tetraciclina hidroclorídrica no tratamento da  periodontite agressiva 

localizada em indivíduos jovens, um efeito adicional à RAR foi observado quando a 

tetraciclina foi utilizada em conjunto com essa terapia, incluindo uma alteração mais 

benéfica na composição da microbiota subgengival, além de regeneração do osso 

alveolar em várias bolsas infraósseas. Depois disso, outros estudos também 

relataram benefícios clínicos e microbiológicos com a utilização das tetraciclinas no 

tratamento das periodontites agressivas (WILLIAMS et al., 1979; GENCO et al., 

1981; LINDHE, 1981; LINDHE & LILJENBERG, 1984; NOVAK et al., 1988; 1991). 

Posteriormente, os antibióticos começaram também a ser estudados no tratamento 

de outras formas de periodontite, como as periodontites crônicas. 

 

1.2.1.2 Metronidazol e Amoxicilina 

 Um dos antimicrobianos mais promissores para o tratamento de 

indivíduos com periodontite crônica é o metronidazol (MTZ) (HAFFAJEE et al. 

2008b) que é uma droga sintética, derivada do nitroimidazol, com atividade 

bactericida e protozoaricida . De acordo com Freeman et al. (1997) o MTZ penetra 

nas células bacterianas por difusão passiva e gera metabólitos tóxicos que 

interagem com o DNA e outras macromoléculas bacterianas, causando a morte 

celular. Apesar de penetrar em todas as células bacterianas a porção nitro da droga 

sofre redução enzimática, e consequente ativação, apenas nas bactérias anaeróbias 

estritas (FREEMAN et al. 1997). O MTZ é geralmente bem tolerado, mas alguns 

efeitos adversos podem ocorrer como náusea, dor epigástrica, estomatite, língua 

saburrosa negra e gosto metálico na boca (MONTGOMERY EH, 2000).  

Shinn (1962) foi o primeiro a utilizar o MTZ em odontologia após observar 

um alívio casual nos sintomas da gengivite ulcerativa necrosante aguda (GUNA) em 
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uma mulher que utilizou o MTZ para o tratamento de tricomoníase vaginal. A partir 

de então esse medicamento começou a ser mais utilizado para o tratamento da 

GUNA (DAVIES et al., 1964; GLENWRIGHT & SIDAWAY, 1966; LOESCHE et al., 

1982). Pahkla et al. (2005) avaliaram a concentração do MTZ sistêmico (500mg, 2 

ou 3 x dia, por pelo menos 2 dias) no plasma, saliva e fluído gengival, em indivíduos 

com periodontite crônica generalizada avançada e observaram boa penetração 

desta droga no fluído gengival e na saliva. As concentrações observadas no fluído 

eram similares às observadas no plasma, sugerindo uma farmacocinética favorável 

desse medicamento para sua utilização no tratamento da doença periodontal.  

A vantagem do MTZ no tratamento da periodontite crônica é seu espectro 

de ação direcionado às espécies bacterianas anaeróbias estritas, como é o caso dos 

três patógenos do complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola). Uma 

série de estudos iniciados por Loesche e colaboradores no final da década de 1980 

sugeriu a redução da necessidade de se realizar procedimento cirúrgico no 

tratamento periodontal quando indivíduos com periodontite crônica eram tratados 

com MTZ sistêmico. Os autores observaram que o MTZ, na dosagem de 750mg a 1 

g por dia, administrado por 14 dias associado à terapia mecânica, diminuía em até 

93% o número de dentes com necessidade de tratamento cirúrgico, e em até 81% o 

números de dentes com indicação de extração por doença periodontal (LOESCHE et 

al., 1984, 1987, 1991, 1992, 1996, 2002 e 2005). O uso adjunto do MTZ tem sido 

mostrado como efetivo no tratamento da periodontite crônica, levando a adicionais 

benefícios nos diversos parâmetros clínicos periodontais, como redução na 

profundidade de sondagem e ganho de inserção. De forma geral, a maioria dos 

estudos que associaram o MTZ à RAR no tratamento da periodontite crônica 

mostrou resultados clínicos melhores do que os obtidos somente com a terapia 

mecânica (JOYSTON-BECHAL et al., 1986; LOESCHE et al., 1992; WINKEL et al., 

1997; ELTER et al., 1997; FERES, 1999a; HAFFAJEE et al., 2003b e 2007; 

CARVALHO et al., 2004,  MATARAZZO et al., 2008, SILVA et al., 2011). Diversos 

estudos sugerem que o MTZ é mais efetivo em sítios profundos do que em sítios 

rasos (LOESCHE et al., 1981; CLARK et al., 1983; JOYSTON-BECHAL et al., 

1984,1986; LOESCHE et al., 1984; STERRY et al., 1985; CARVALHO et al., 2004; 

HAFFAJEE et al., 2007). Elter et al. (1997) em  uma meta-análise, concluíram que a 

combinação de MTZ e RAR  proporciona melhores resultados clínicos do que a RAR 
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sozinha, em casos de indivíduos que apresentam bolsas com profundidade de 

sondagem ≥4mm. Por outro lado, Feres, (1999a) e Feres et al., (2001) observaram 

benefícios desta terapia também em sítios intermediários (PS entre 4-6 mm).  

Em relação às alterações microbiológicas alguns estudos também 

avaliaram os efeitos do MTZ na composição da microbiota subgengival em 

indivíduos com periodontite crônica não-fumantes (GOODSON & FERES, 1999; 

FERES et al., 2001; ROONEY et al., 2002; CARVALHO et al., 2005; EHMKE et al., 

2005; TELES et al., 2006; MOENTAGHAVI et al., 2007; HAFFAJEE et al.,  2008) ou 

fumantes (PALMER et al., 1999; SÖDER et al., 1999;  WINKEL et al., 2001; PAHKLA 

et al., 2006 e MATARAZZO et al., 2008).  

Haffajee et al., (2008) observaram alterações mais positivas no perfil 

microbiológico em indivíduos com periodontite crônica que receberam MTZ ou 

azitromicina sistêmicos, superiores às observadas com RAR somente. Os autores 

acompanharam por um período de um ano, indivíduos portadores de periodontite 

crônica submetidos à terapia mecânica apenas ou combinada ao metronidazol 

sistêmico (250mg, 3 x ao dia/ 14 dias), azitromicina sistêmica (500mg, 1 x ao dia/ 3 

dias) ou doxiciclina em baixa dosagem (20mg, 2 x ao dia/ 3 meses).   

A amoxicilina (AMX) pertence ao grupo das penicilinas. Esses antibióticos 

são bactericidas e atuam impedindo a síntese da parede celular bacteriana e levam 

consequentemente à morte do microrganismo.  A AMX tem um amplo espectro de 

atividade, atuando sobre espécies anaeróbias estritas e facultativas (WALKER et al., 

1985; KULIK et al., 2008), e também sobre cocos e bacilos Gram-negativos e Gram-

positivos (MONTGOMERY EH, 2000). Porém, os estudos que avaliaram o efeito 

desse antibiótico combinado à RAR no tratamento da doença periodontal mostraram 

apenas discretas vantagem sobre a terapia mecânica sozinha (HELOVUO & 

PAUNIO, 1989; FERES et al., 2001). Logo, a AMX não tem sido o antibiótico de 

primeira escolha para o tratamento das infecções periodontais.  

 Feres et al. (2001) compararam diretamente os efeitos da AMX ou do 

MTZ  na composição da microbiota subgengival de  indivíduos com periodontite 

crônica. Os voluntários receberam RAR associada ao MTZ (250 mg 3 x dia) ou à 

AMX (500mg 3 x dia), ambos por 14 dias. Foi observado que os níveis e as 

proporções de T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola reduziram drasticamente 

durante a administração dos antibióticos e se mantiveram mais baixas que no tempo 
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inicial em 1 ano pós-terapia, principalmente no grupo que recebeu o MTZ. Além 

disso, o MTZ afetou muito pouco as espécies consideradas benéficas, como 

Actinomyces, Streptococcus e Capnocytophaga. O grupo que recebeu AMX também 

apresentou redução dos níveis das 3 espécies do complexo vermelho; no entanto, 

após 1 ano ocorreu uma maior  recolonização desses patógenos, principalmente das 

espécies T. forsythia e T. denticola. Além disso, houve uma redução na proporção 

dos Actinomyces, no grupo da AMX, que são espécies intimamente relacionadas à 

saúde periodontal. 

 

1.2.1.3 Metronidazol associado à amoxicilina 

 A associação do MTZ e da AMX à terapia mecânica foi sugerida pela 

primeira vez por van Winkelhoff et al. (1989). Esse grupo de pesquisadores observou 

significante redução nos níves de A. actinomycetencomitans e na profundidade de 

sondagem, além de ganho de inserção, na maioria dos indivíduos que receberam 

RAR associada ao MTZ (250 mg, 3x/dia) e AMX (375 mg, 3x/dia), ambos por 7 dias 

(van WINKELHOFF et al., 1992). Após esses estudos iniciais, diversos autores 

avaliaram os efeitos clínicos e microbiológicos dessa combinação de terapias no 

tratamento da periodontite crônica (PAVICIC et al., 1994; FLEMMIG et al., 1998; 

BERGLUNDH et al., 1998; WINKEL et al., 2001; ROONEY et al., 2002; HERRERA et 

al., 2002; MOMBELLI et al., 2005; EHMKE et al., 2005; PAHKLA et al., 2006; 

MOEINTAGHAVI et al., 2007;  DANNEWITZ et al., 2007; MATARAZZO et al., 2008; 

CIONCA et al., 2009; SILVA et al., 2011; GOODSON et al., 2012) ou agressiva 

(GUERRERO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al., 2006; SANZ et al., 2008; YEK et 

al., 2010; MESTNIK et al., 2010; AIMETTI et al., 2012). Recentemente, Cionca et al. 

(2009), avaliaram os benefícios clínicos ocorridos em pacientes com periodontite 

crônica tratados com administração de AMX (375mg, 3x ao dia/ 7dias) e MTZ 

(500mg, 3x ao dia/ 7dias) após a RAR realizada dentro de 24hs, complementada 

com irrigação das bolsas periodontais com clorexidina 0,1% e controle químico do 

biofilme supragengival por meio de bochecho (clorexidina 0,2% 2x ao dia/ 10dias). 

Os autores observaram que seis meses após as terapias o grupo que combinou os 

antibióticos à RAR reduziu a necessidade de intervenções adicionais para o 

tratamento da doença comparado ao grupo que recebeu apenas RAR em 24hs. O 

grupo que recebeu antibioticoterapia mostrou menor frequência de A. 
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actonimycetoncomitans, T. forsythia e P. gingivalis que o grupo controle, após 6 

meses de reavaliação (CIONCA et al. 2010).  Goodson et al., (2012) compararam os 

efeitos da RAR como terapia única ou associada à antibioticoterapia local com fibra 

de tetraciclina (T), ao MTZ + AMX, ou ao tratamento cirúrgico (C). A terapia de RAR 

foi realizada em 14 dias. O MTZ (250mg 3x/dia) e a AMX (500mg 3x/dia) foram 

administrados por 14 dias, iniciando no primeiro dia da terapia mecânica. A 

Tetraciclina foi aplicada nos sítios com PS ≥5mm, logo após à sessão de RAR e 

removida após 7 dias. A terapia cirúrgica foi realizada após a reavaliação de 3 

meses pós terapia nos sítios que permaneciam com PS ≥5mm e SS. Formaram no 

total 8 grupos (RAR, RAR+C+MTZ+AMX, RAR+C+T, RAR+C, RAR+MTZ+AMX+T, 

RAR+MTZ+AMX, RAR+T, RAR+C+MTZ+AMX+T). Os autores observaram 2 anos 

pós-terapia que, quando associada a outras terapias, a RAR levou a melhores 

resultados clínicos do que quando realizada sozinha. Aparentemente a associação 

de mais de 2 terapias não levou a benefícios sinérgicos e os melhores benefícios 

foram observados quando a RAR foi associada à antibióticoterapia sistêmica, 

associada ou não tetraciclina local ou ao tratamento cirúrgico. Mdala et al. (2012) 

avaliaram os mesmo grupos experimentais do estudo descrito anteriormente e 

observaram que a associação de RAR ao MTZ+AMX+T+C foi a terapia que 

conseguiu manter os melhores resultados clínicos após 2 anos de 

acompanhamento.   

Poucos estudos até o momento compararam os efeitos da RAR associada 

ao MTZ ou ao MTZ e à AMX no tratamento da periodontite crônica e durantes curtos 

períodos de acompanhamento (ROONEY et al., 2002; MATARAZZO et al., 2008; 

SILVA et al., 2011). Desses estudos, todos demonstraram que os grupos que 

receberam terapia antibiótica associada tiveram melhores resultados clínicos e 

microbiológicos quando comparados com o grupo que recebeu apenas RAR e ainda 

uma tendência para os melhores benefícios para os indivíduos que receberam os 

dois antibióticos associados (MTZ+AMX). Matarazzo et al. (2008) avaliou parâmetros 

clínicos e 40 espécies bacterianas subgengivais em 43 indivíduos fumantes com 

periodontite crônica. Os autores observaram que aqueles que receberam RAR 

associada ao MTZ e à AMX (MTZ 400mg, 3 x dia por 14 dias; AMX 500mg, 3 x dia 

por 14 dias) mostraram a maior redução nas contagens e proporções de espécies 

consideradas patogênicas, como as do complexo vermelho. Além disso, esses 
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indivíduos tiveram os aumentos mais significantes nas espécies compatíveis com 

saúde, quando comparados com indivíduos que receberam apenas RAR ou RAR 

associada ao MTZ. Silva et al., (2011) seguindo a mesma metodologia do estudo 

anterior, observaram em não fumantes melhores resultados nos parâmetros clínicios 

e microbiológicos para o grupo que associou o MTZ e AMX à RAR, quando 

comparado com os indivíduos que receberam apenas RAR ou associada apenas ao 

MTZ, após 3 meses de acompanhamento. No entanto, nenhum estudo longitudinal 

comparando esses dois protocólos de antibióticoterapia em relação aos benefícios 

clínicos e microbiológicos foram até o momento publicados. 

 

1.2.2 Controle mecânico do biofilme supragengival 

A idéia de introduzir o controle rigoroso profissional da placa 

supragengival como parte ativa da terapia periodontal foi inicialmente descrita entre 

os anos 1980 e 1990. Diferentes grupos de pesquisadores sugeriram que a remoção 

da placa supragengival duas vezes por semana por longos períodos levaria a 

benefícios clínicos e microbiológicos na terapia periodontal (NYMAN et al., 1975; 

ROSLING et al., 1976; LINDHE et al., 1982; WESTFELT et al., 1983; MAGNUSSON 

et al., 1984).  

Posteriormente, Hellström et al. (1996), realizaram uma pesquisa com 12 

indivíduos portadores de periodontite moderada à avançada, que receberam 

instrução de higiene oral e profilaxia profissional duas a três vezes por semana 

durante 30 semanas. Foram realizadas avaliações clínica e microbiológica para 

testar a hipótese de que o controle do biofilme supragengival poderia afetar a 

composição do biofilme subgengival. Os autores observaram redução nos níveis de 

P. gingivalis tanto nas regiões de furca quanto em bolsas supra e infraósseas. Houve 

também redução no percentual de sítios com PS entre 4 e 6 mm e aumento 

daqueles sítios com PS ≤ 3mm. Ximenez-Fyvie et al. (2000a,b) investigaram os 

efeitos da remoção da placa supragengival (RPS) na composição da placa 

subgengival em indivíduos com periodontite crônica leve, utilizando a técnica do 

Checkerboard DNA-DNA hybridization. Foi avaliado o efeito da remoção profissional 

de placa supragengival após a RAR, realizada semanalmente por um período de 3 

meses. Os resultados demonstraram que o controle de placa sistemático durante os 

três primeiros meses de manutenção pós-terapia periodontal apresenta efeitos 
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benéficos de longa duração sobre a microbiota da placa subgengival. Os níveis de 

todas as 40 espécies microbianas avaliadas foram reduzidos aos 6 meses pós-

terapia. Surpreendentemente, o controle profissional de placa supragengival levou a 

uma redução na proporção de diversos patógenos periodontais na placa 

subgengival. As espécies mais significativamente reduzidas foram o A. 

actinomycetemcomitans, P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola. É interessante 

observar que aos 12 meses de avaliação pós-terapia, ou seja, 9 meses após a 

suspensão do controle de placa profissional semanal, o perfil microbiológico destes 

pacientes ainda era semelhante ao perfil microbiológico observado em um grupo de 

22 pacientes com saúde periodontal, que nunca havia sido submetido a tratamento 

periodontal.  

Carvalho et al. (2004 e 2005) realizaram um estudo aleatorizado, duplo 

cego, placebo-controlado, com 45 indivíduos portadores de periodontite crônica 

avançada generalizada. Os pacientes foram divididos em 4 grupos experimentais, e 

receberam RAR somente ou associada à terapia com antibióticos sistêmicos (MTZ 

400mg, 3 x dia por 10 dias), complementada ou não com RPS semanal por 3 meses. 

Foi observado que o grupo que recebeu as 3 terapias associadas foi o que 

apresentou melhores resultados clínicos (principalmente nos sítios com PS ≥ 7mm) e 

microbiológicos. Em todos os grupos de tratamento ocorreu redução significativa das 

espécies bacterianas do complexo vermelho; porém, no grupo que recebeu as três 

terapias, houve também uma maior redução das espécies do complexo laranja. 

Estas alterações foram observadas logo após a terapia e se mantiveram até um ano 

(CARVALHO, 2002). Resultados semelhantes foram descritos por Haffajee et al. 

(2003a) na população norte americana. Hugoson et al. (2007) avaliaram cerca de 

400 indivíduos por 3 anos que foram incluídos em diferentes protocolos de controle 

do biofilme supragengival. Os autores observaram que todos os indivíduos que 

participaram de algum desses programas mostraram menores índices de gengivite e 

de sítios com sangramento gengival do que os indivíduos que não participaram. 

 

1.2.3 Controle químico do biofilme supragengival  

Os resultados benéficos observados quando a remoção profissional do 

biofilme supragengival é realizada durante a fase ativa da terapia periodontal são 

animadores (HELLSTRÖM et al., 1996; XIMENEZ-FYVIE et al., 2000b; CARVALHO 
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et al., 2004 e 2005).  Porém, manter o paciente retornando semanalmente ao 

consultório odontológico para realizar o procedimento de remoção mecânica do 

biofilme é muitas vezes uma prática difícil de ser realizada. A substituição do 

controle de placa profissional semanal pelo bochecho diário com digluconato de 

clorexidina (CLX) foi sugerida como uma boa alternativa terapêutica em dois estudos 

recentes do nosso grupo de pesquisa (FAVERI et al., 2006b  e FERES et al., 2009).  

 A CLX é considerada como o antisséptico de escolha para o controle de 

placa supragengival por possuir amplo espectro de ação e excelente efeito 

antimicrobiano sobre as bactérias Gram-negativas, Gram-positivas, fungos e vírus 

presentes na cavidade oral (LOESCHE, 1979; GJERMO, 1989; ALBANDAR et al., 

1994; SEKINO et al., 2004). Embora alguns efeitos colaterais possam ser 

observados com o uso prolongado da CLX como o surgimento de manchas nos 

dentes, mucosas, língua e restaurações, além de perda do paladar e sensação de 

queimação das mucosas orais, todas estas alterações são de fácil resolução e 

reversíveis após o fim do tratamento e, além disso, os benefícios terapêuticos são de 

grande valia e justificam o seu uso (ERNST et al.,1998; MC COY et al., 2008).   Com 

base nesses conceitos, Faveri et al. (2006b) conduziram um estudo clínico 

controlado para avaliar o efeito de bochechos com CLX durante e após o tratamento 

periodontal convencional. Os autores observaram melhores resultados clínicos e 

microbiológicos no tratamento de pacientes com periodontite crônica com a 

combinação de RAR e bochechos de CLX a 0,12%, duas vezes ao dia por 2 meses, 

quando comparado ao grupo controle que recebeu apenas RAR. Quando os sítios 

periodontais foram categorizados de acordo com a PS inicial, os benefícios clínicos 

da associação das terapias foram especialmente notados nos sítios intermediários e 

profundos (PS entre 4 e 6mm e > 6mm, respectivamente). Esses sítios 

apresentaram as maiores reduções nas médias de PS e no percentual de sítios com 

sangramento à sondagem, além de ganho clínico de inserção.  Mais recentemente, 

Feres et al. (2009) observaram que a associação da RAR à CLX ou à RPS leva a 

benefícios clínicos e microbiológicos superiores à RAR sozinha, 6 meses pós-

terapia. De acordo com os autores, o controle do biofilme supragengival previne a 

recolonização dos sítios já tratados e reduz a inflamação nos tecidos periodontais 

adjacentes, diminui assim a nutrição subgengival necessária para a multiplicação de 

certos patógenos periodontais. Foi sugerido também que a terapia que associou 
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CLX alcançou resultados clínicos e na composição da microbiota subgengival 

superiores aos observados com RPS, provavelmente pelo fato do antisséptico atingir 

locais que atuam como reservatórios de periodontopatógenos que não são afetados 

pela remoção mecânica da placa supragengival, como língua e bochechas (MAGER 

et al., 2003). Porém os efeitos do uso prolongado da CLX em melhorar os efeitos da 

antibióticoterapia sistêmica ainda precisam ser avaliados. 
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2. JUSTIFICATIVA 

A RAR, apesar de ser uma terapia efetiva para grande parte dos 

indivíduos com periodontite crônica, possui limitações para o tratamento de 

indivíduos com doença avançada e generalizada. A principal limitação diz respeito à 

ineficácia da RAR em alterar profundamente o perfil microbiológico associado à 

doença para um perfil compatível com saúde periodontal, e com isso leva a 

melhoras clínicas que não se mantêm ao longo do prazo, principalmente em casos 

mais avançados. Logo, é fundamental que se realizem estudos clínicos controlados 

associando-se outras terapias à RAR com a finalidade de se traçar tratamentos mais 

efetivos para esses indivíduos. Neste sentido a avaliação das alterações clínicas e 

microbiológicas decorrentes desses tratamentos é fundamental, pois somente diante 

dessas informações é que poderemos entender os efeitos de cada terapia e 

prosseguir otimizando suas aplicações. Os benefícios da utilização adjuvante de 

AMX + MTZ ou MTZ no tratamento periodontal têm sido sugeridos por diferentes 

grupos de estudos, porém, dados de estudos clínicos duplo-cego, placebo-

controlados com acompanhamento além de 6 meses para a associação de 

MTZ+AMX ou para comparações entre MTZ e MTZ+AMX ainda não foram 

realizados. Apenas dois estudos, do nosso grupo de pesquisa, avaliaram por curtos 

períodos, os efeitos da RAR com MTZ ou com MTZ+AMX ( MATARAZZO et al. 

2008; SILVA et al., 2011) nos parâmetros clínicos e perfil microbiológico no 

tratamento de indivíduos com periodontite crônica generalizada.  Além disso, já foi 

demonstrado que o uso do bochecho com CLX por 2 meses leva à melhores 

resultados clínicos à terapia de RAR. No entanto, o efeito do uso prolongado da CLX 

associado à terapia antibiótica ainda precisa ser explorado.  
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3. PROPOSIÇÃO 

O objetivo principal desse estudo é avaliar os efeitos clínicos e 

microbiológicos da terapia de RAR associada ou não ao MTZ ou ao MTZ e à AMX 

no tratamento de indivíduos com periodontite crônica generalizada em 1 anos pós-

terapia. O objetivo secundário é avaliar os efeitos adicionais do uso prolongado de 

bochechos com CLX, quando associada a essas terapias. A hipótese a ser testada é 

que quimioterápicos locais ou sistêmicos, contribuem para melhorar os efeitos 

clínicos e microbiológicos da terapia de RAR em portadores de periodontite crônica 

generalizada. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 

4.1 Cálculo da potência 

O tamanho amostral ideal para garantir uma potência adequada a esse 

estudo clínico controlado para comparar os efeitos clínicos e microbiológicos de três 

diferentes terapias periodontais, foi calculado de acordo com os seguintes 

parâmetros: pelo menos 4 sítios com PS ≥5mm entre os grupos (LANG & TONETTI, 

2003) e assumindo um desvio padrão de 5 sítios (MESTNIK et al., 2010). Baseado 

nesse cálculo, uma amostragem de 34 indivíduos por grupo seriam necessários para 

se alcançar uma potência de 90% com α=0,05. Considerando-se uma média de 

desistência de aproximadamente 15%, optou-se por incluir pelo menos 39 indivíduos 

por grupo de tratamento. 

 

4.2 Seleção dos indivíduos 

A seleção de indivíduos foi realizada por dois mestrandos em 

Odontologia, área de concentração em periodontia, sob supervisão dos professores 

da disciplina, após a apreciação e aprovação (ANEXO A) do projeto pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Universidade Guarulhos (UnG). Compareceram à Clínica 

Odontológica da UnG 657 indivíduos que, foram triados para que 118 indivíduos 

portadores de periodontite crônica fossem incluídos neste estudo. Todos os 

participantes foram informados dos objetivos do estudo, de seus riscos e benefícios, 

incluindo os tipos de medições clínicas e terapias a serem utilizadas. A participação 

na pesquisa foi voluntária e os indivíduos assinaram um Termo de Consentimento 

Livre e Esclarecido, estando de acordo com a Resolução n 196/96 das Diretrizes e 

Normas do Conselho Nacional de Saúde.  

 

4.3 Critérios de inclusão e exclusão  

Critérios de inclusão 

Para a inclusão no estudo, foram selecionados indivíduos com 

periodontite crônica generalizada, de acordo com os critérios a seguir: 
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- Idade igual ou superior a 30 anos; 

- Possuir um mínimo de 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares e os 

com indicação de extração; 

- Mínimo de 6 dentes com pelo menos 1 sítio interproximal, não contíguo, 

com PS e NCI entre ≥ 5 mm, preferencialmente distribuídos em sextantes distintos.  

- Ter pelo menos 30% dos sítios com PS e NCI ≥ 4mm e com 

sangramento à sondagem (SS).  

 

Critérios de exclusão 

Os critérios de exclusão foram os seguintes: 

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

- Gestantes ou lactantes; 

- Histórico de tratamento periodontal prévio; 

- Histórico de antibioticoterapia nos últimos seis meses; 

- Uso prolongado de medicação antiinflamatória; 

- Histórico de uso de antissépticos orais nos últimos seis meses; 

- Doença sistêmica que comprometesse a resposta do hospedeiro ou                      

exigisse medicação profilática ao tratamento, como prótese de válvulas cardíacas; 

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

 

4.4  Delineamento experimental 

Neste estudo duplo cego, aleatorizado, placebo controlado, todos os 

indivíduos selecionados receberam um número código. Em seguida, os 

coordenadores do estudo (M.Fe e L.C.F.) fizeram a distribuição aleatória dos 

indivíduos por meio de uma tabela de números equiprováveis em um dos três grupos 

terapêuticos : 

- Grupo controle (RAR): RAR + AMX sistêmica placebo (500mg) + MTZ 

placebo (400mg) 3 vezes ao dia durante 14 dias, (n=40); 

- Grupo teste 1 (MTZ): RAR + MTZ sistêmico (400mg), 3 vezes ao dia, 

durante 14 dias + AMX (500mg) placebo 3 vezes ao dia, durante 14 dias dias, 

(n=39); 
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- Grupo teste 2 (MTZ+AMX): RAR + MTZ (400mg) e AMX (500mg) 

sistêmicos 3 vezes ao dia, durante 14, (n=39); 

A terapia básica de RAR foi realizada em 4-6 sessões e finalizada em 14 

dias. A antibioticoterapia (MTZ, AMX e placebos) foi iniciada imediatamente após a 

primeira sessão de RAR e teve o mesmo período, de 14 dias, de uso.  

Uma segunda aleatorização foi realizada para metade dos indivíduos de 

cada grupo bochechar 15ml de solução de CLX a 0,12%, ou com solução placebo, 

ambas por 1 minuto duas vezes ao dia durante 2 meses, iniciando no primeiro dia da 

RAR. Os indivíduos foram orientados para bochechar a solução pela manhã, 30 

minutos depois do café da manhã e escovação dental, e a noite também 30 minutos 

após a escovação. Para avaliar o papel desse controle químico do biofilme 

supragengival nos resultados do tratamento, um desenho fatorial 2x3 foi empregado 

e dividiu cada grupo de terapia em dois subgrupos, um para usar CLX e outro para 

usar solução placebo, resultando no total de 6 subgrupos. Em seguida, uma terceira 

aleatorização foi realizada para alocar os indivíduos entre os dois 

examinadores/terapeutas. 

 As avaliações clínicas e microbiológicas, e manutenções periodontais 

foram repetidas nas consultas de reavaliação 3, 6 e 12 meses após o término do 

tratamento. O delineamento experimental está apresentado na Figura 1.  

 

4.5 Avaliação clínico-periodontal 

O exame clínico-periodontal foi efetuado no início do estudo com o 

objetivo de realizar o diagnóstico do indivíduo. Dois examinadores/terapeutas 

(G.M.S.S. and J.A.V.M.) participaram de um exercício de calibração com o objetivo 

de conseguir a máxima reprodutibilidade nas medições realizadas por cada um deles 

e entre eles, e o erro médio padrão para os parâmetros clínicos (profundidade de 

sondagem e nível clínico de inserção) foi calculado. A variabilidade inter-examinador 

foi 0,23 mm para PS e 0,25 mm para NCI. A média de variabilidade intra-examinador 

foi 0,19 mm para PS e 0,24 mm para NCI para o examinador 1 (G.M.S.S) e 0,21mm 

para PS e 0,26 mm para NCI para o segundo examinador (J.A.V.M.).   Para as 

variáveis categóricas a média do nível de concordância para cada examinador e 

entre eles foi superior a 92% (Teste Kappa). Em cada indivíduo participante, um 
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examinador realizava todas as avaliações clínicas e o outro examinador realizava 

todo o tratamento.  

 

 

Figura 1. Delineamento experimental. 

 

As mensurações clínicas foram realizadas no início do estudo, 3, 6 e 12 

meses pós-terapia, em 6 sítios por dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, 

mesiolingual, lingual, distolingual), em todos os dentes (exceto terceiros molares) 

utilizando-se sonda periodontal milimetrada Carolina do Norte (PCPUNC-BR 15 

HuFriedy do Brasil, Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os parâmetros clínicos avaliados 

incluíram: 

 Índice de Placa Visível - (IPV) (AINAMO & BAY, 1975): presença 

(escore 1) ou ausência (escore 0) de placa supragengival visível; 

 Índice de Sangramento Gengival - (ISG) (AINAMO & BAY, 1975): 

presença (escore 1) ou ausência (escore 0) de sangramento da gengiva marginal, 

após percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco gengival; 

 Profundidade de Sondagem - (PS): distância, em milímetros, entre a 

margem gengival livre e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal; 

 Nível Clínico de Inserção - (NCI): distância, em milímetros, entre a 

junção cemento-esmalte e a porção mais apical sondável do sulco/bolsa periodontal; 
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 Sangramento à Sondagem - (SS): presença (escore 1) ou ausência 

(escore 0) de sangramento, após 20 segundos da sondagem com a sonda 

periodontal milimetrada; 

 Supuração - (SUP): presença (escore 1) ou ausência (escore 0) de 

SUP espontânea ou após 20 segundos da sondagem com a sonda periodontal 

milimetrada. 

 

4.6 Avaliação microbiológica 

4.6.1 Seleção dos sítios-testes 

  Foram selecionados nove sítios em cada voluntário, distribuídos 

uniformemente de acordo com a profundidade de sondagem inicial nas seguintes 

categorias (3 sítios por categoria): rasas (PS ≤ 3mm), intermediárias (PS 4-6 mm), e 

profundas (PS ≥ 7mm). Quando um dos 3 sítios profundos não foi encontrado, o 

mesmo foi substituído por sítio intermediário. Estes sítios estavam localizados em 

faces dentais interproximais não-contíguas, e preferencialmente distribuídos entre os 

quatro quadrantes. Sítios localizados em dentes com próteses mal adaptadas, lesão 

de cárie extensa e/ou lesão endo-periodontal não foram utilizados. Amostras de 

biofilme foram coletadas no início do estudo, 3, 6 e 12 meses pós-terapia. 

 

4.6.2 Coleta das amostras de biofilme subgengival 

Após a remoção de cálculo e biofilme supragengivais, as amostras de 

biofilme subgengival foram retiradas com curetas Gracey do tipo minifive 11-12 

esterilizadas, posicionadas na porção mais apical dos sítios e em um único golpe de 

raspagem no sentido ápico-coronal. As amostras foram imediatamente depositadas 

em tubos plásticos individuais contendo 150μL de solução tampão TE (10 mM Tris-

HCL (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 1 mM EDTA (Labsynth 

Produtos para Laboratórios Ltda, Diadema, SP, Brasil), pH 7,6, e a estas foi 

acrescentado 100μL de NaOH (Labsynth)  a 0,5M para que o DNA bacteriano 

permanecesse viável por um longo período de tempo. Esses tubos plásticos foram 

previamente identificados com o código do indivíduo, data e sítio, e após a coleta 

foram armazenados sob refrigeração a -20ºC até as amostras serem analisadas por  
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meio da técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization para 40 cepas bacterianas 

no Laboratório de Pesquisa em Odontologia II da UnG.   

 

4.6.3 Cepas bacterianas e condições de crescimento 

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo 

das sondas de DNA está 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 conteúdo liofilizado foi reidratado 

em caldo para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) e 

cultivado em ágar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de sangue desfibrinado de 

ovelha (BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35ºC sob 

condição de anaerobiose (80% N2, 10% CO2, 10% H2). Algumas bactérias foram 

cultivadas em meios de cultura enriquecidos de forma a suprir suas necessidades 

nutricionais. T. forsythia, por exemplo, foi cultivada em ágar-triptose de soja com 5% 

de sangue desfibrilado de ovelha e 10 μg/mL de ácido N-acetil murâmico (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 μg/mL de 

menadiona (Sigma) e 5 μg/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 μg/mL de niacinamida (Sigma), 

150 μg/mL de espermina tetraidroclorídrica  (Sigma), 20 μg/mL de isobutirato de 

sódio  (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-cisteína  (Sigma), 5 μg/mL de 

tiamina pirofosfato  (Sigma) e 0,5% de soro bovino  (Laborclin, São José dos 

Pinhais, PR, Brasil). 
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Tabela 1. Relação das cepas bacterianas empregadas para a confecção das sondas de 

DNA. As espécies estão agrupadas por complexos bacterianos (Socransky et al., 1998; 

Socransky & Haffajee, 2002). 

Espécies Cepas Espécies Cepas 

Complexo Azul  Complexo Laranja (cont.)  

Actinomyces gerencseriae 23860
a
 Fusobacterium nucleatum ssp nucleatum 25586

a
 

Actinomyces israelii 12102
a
 Fusobacterium nucleatum ssp polymorphum 10953

a
 

Actinomyces naeslundii I 12104
a
 Fusobacterium nucleatum ssp vincentii 49256

a
 

Actinomyces oris 43146
a
 Fusobacterium periodonticum 33693

a
 

Complexo Roxo  Parvimonas micra 33270
a
 

Actinomyces odontolyticus  17929
a
 Prevotella intermedia 25611

a
 

Veillonella parvula 10790
a
 Prevotella nigrescens 33563

a
 

Complexo Amarelo  Streptococcus constellatus 27823
a
 

Streptococcus gordonii  10558
a
 Complexo Vermelho  

Streptococcus intermedius 27335
a
 Tannerella forsythia 43037

a
 

Streptococcus mitis 49456
a
 Porphyromonas gingivalis 33277

a
 

Streptococcus oralis 35037
a
 Treponema denticola B1

b
 

Streptococcus sanguinis 10556
a
 Outras Espécies  

Complexo Verde  Eubacterium saburreum 33271
a
 

Aggregatibacter 

actinomycetemcomitans a + b 

43718
a
 

29523
a
 

Gemella morbillorum  27824
a
 

Leptotrichia buccalis 4201
a
 

Capnocytophaga gingivalis 33624
a
 Neisseria mucosa 19696

a 

Capnocytophaga ochracea 33596
a
 Prevotella melaninogenica 25845

a
 

Capnocytophaga sputigena 33612
a
 Propionibacterium acnes I + II 11827

a 

11828
a
 Eikenella corrodens 23834

a
 

Complexo Laranja  Selenomonas noxia 43541
a
 

Campylobacter gracilis 33236
a
 Streptococcus anginosus 33397

a
 

Campylobacter rectus 33238
a
 Treponema socranskii S1

b
 

Campylobacter showae 51146
a
  

 

Eubacterium nodatum 33099
a
   

a
 ATCC (American Type Culture Collection); 

b
 Forsyth Institute 

 

4.6.4 Isolamento do DNA e preparo das sondas 

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superfície de 

ágar-sangue, com exceção das 2 espécies de espiroquetas, que foram cultivadas 

em caldo, por 3 a 7 dias. As colônias foram raspadas e depositadas em tubos 

plásticos para microcentrífuga de 1,5 mL contendo 1 mL de solução TE (pH 7,6). As  
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células foram lavadas 2 vezes por centrifugação na solução-tampão de TE a 3.500xg 

por 10 minutos. Em seguida, as cepas gram-negativas foram novamente suspensas 

e lisadas com SDS (dodecilsulfato de sódio, C12H25NaO4S, Labsynth) a 10% e 

proteinase K (Sigma) em uma concentração de 20 mg/mL. As cepas de bactérias 

gram-positivas foram lisadas em 150µL de uma mistura enzimática contendo 15 

mg/mL de lisozima (Sigma) e 5 mg/mL de acromopeptidase (Sigma) em solução 

tampão TE (pH 8,0).  

O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al. (1989). As 

sondas genômicas foram preparadas para cada uma das 40 espécies pela marcação 

de 1 μg do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do random primer   

digoxigenin    labeling   kit   (Roche Diagnostics, Indianápolis, IN, EUA), de acordo 

com o método descrito por Feinberg & Vogelstein (1983).  As espécies avaliadas 

foram selecionadas segundo suas associações com diferentes tipos de doenças ou 

saúde periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994c; SOCRANSKY & 

HAFFAJEE, 2005). 

 

4.6.5 Checkerboard DNA-DNA hybridization 

As suspensões contidas nos tubos plásticos foram fervidas em banho-

maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adição de 0,8 ml de acetato 

de amônia a 5M. Cada suspensão de biofilme dental contendo o DNA livre foi 

depositada em uma das canaletas do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA 

– Figura 2) e transferida para a membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva 

(Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, Inglaterra). As duas últimas 

das 30 canaletas do Minislot foram ocupadas por controles contendo uma mistura 

das espécies de microrganismos investigados pelas sondas, nas concentrações 

correspondentes a 105 e 106 células, ou seja, 1 ηg e 10 ηg de DNA de cada espécie, 

respectivamente (SOCRANSKY et al., 1994c; HAFFAJEE et al.,1997). A membrana 

foi removida do Minislot 30 e o DNA nela concentrado foi fixado por aquecimento em 

forno a 120°C por 20 min. A membrana foi pré-hibridizada a 42C, por 1 hora, em 

uma solução contendo 50% formamida (Vetec Química Fina Ltda, Rio de Janeiro, 

RJ, Brasil), 1% caseína (Vetec), 5 x solução salina citratada (SSC) (1 x SSC= 

150mM NaCl (Vetec), 15M de citrato de sódio (J.T.Baker, Edo. de Méx., México) , pH 

7,0, 25mM de fosfato de sódio (Na2HPO4, Labsynth) pH 6,5 e 0,5 mg/mL de RNA de 
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levedura (Sigma).  Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 

(Immunetics, Cambridge, MA, EUA – Figura 3) com as linhas contendo o DNA das 

amostras e dos controles posicionadas perpendicularmente às canaletas do aparato. 

Em cada canaleta do Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA, diluída a 

aproximadamente 20 ηg/mL, em 130 L de solução de hibridização composta de 

45% formamida, 5 x SSC, 20mM de Na2HPO4 (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de 

levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% caseína. A hibridização 

ocorreu dentro de um período mínimo de 20 horas, a 42C. 

 

4.6.6 Detecção das espécies 

Após o período de hibridização, a membrana foi removida do Miniblotter 

45 (Immunetcs), lavada por 40 minutos a 65ºC numa solução adstringente composta 

por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na2HPO4, a fim de remover sondas que 

não hibridizaram completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em 

uma solução contendo 1% de ácido maleico (C4H4O4, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH 

(Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 0,5% caseína, pH 8,0, e, logo após, por 30 

minutos, na mesma solução contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado à 

fosfatase alcalina (Roche) em uma concentração de 1:10.000. A membrana foi, 

então, lavada 2 vezes, por 20 minutos, em uma solução de 0,1M de ácido maleico, 

3M de NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em 

uma solução de 0,1M de Tris HCl, 0,1M de NaCl, pH 9,5.  

Para a detecção dos sinais a membrana foi incubada por 45 minutos a 

37°C em uma solução detectora contendo substrato para fosfatase alcalina, CDP-

Star™ Detection Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi colocada em 

um cassete, Chassi Radiográfico 30 x 40 cm (Konex, São Paulo, SP, Brasil), sob um 

filme radiográfico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por aproximadamente 40 

minutos. O filme foi posteriormente revelado (Figura 4) manualmente pelo método 

convencional temperatura-tempo, de acordo com orientações do fabricante. As 

soluções utilizadas foram da marca Kodak (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, São 

José dos Campos, SP, Brasil), mantidas a temperatura de 20ºC. 
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Figura 2. Representação gráfica do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e 
resumo da preparação e colocação das amostras de biofilme subgengival na membrana de 
nylon (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization). 

 

A leitura dos filmes radiográficos foi realizada por um único examinador 

treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A leitura foi realizada 2 

vezes, em dias diferentes, para conferência 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 105 e 106 

bactérias. Desta forma, o número 0 foi registrado quando não houve detecção do 

sinal; 1 equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de 105 células; 2 

equivaleu a 105 células; 3 entre 105 e 106 células; 4 a aproximadamente 106 células 

e 5 mais de 106 células (Tabela 2). Estes registros foram utilizados para determinar 

os níveis das diferentes espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas. 

 



40 
 

Canaletas de 

hibridização

Canaletas de Canaletas de 

hibridizahibridizaççãoão

Membrana de nylonMembrana de Membrana de nylonnylon

Lavagem de alta adstringência em 

solução tampão SSC 0.4M a  65°C por 

40 min

Lavagem de alta adstringência em Lavagem de alta adstringência em 

solusoluçção tampão SSC 0.4M a  65ão tampão SSC 0.4M a  65°°C por C por 

40 min40 min

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado 

à fosfatase alcalina 1:10.000

Anticorpo Anticorpo antianti--digoxigeninadigoxigenina conjugado conjugado 

àà fosfatase alcalina 1:10.000fosfatase alcalina 1:10.000

Pré-hibridização a 42°C 1 hrPrPréé--hibridizahibridizaçção a 42ão a 42°°C 1 hrC 1 hr

Girar membrana 90°Girar membrana 90Girar membrana 90°°

Hibridização em buffer de 

formamida a 42°C 20 hrs

HibridizaHibridizaçção em ão em bufferbuffer de de 

formamida a 42formamida a 42°°C 20 C 20 hrshrs

Detecção por quimioluminescência com 

CDP-Star™ Detection Reagent

DetecDetecçção por ão por quimioluminescênciaquimioluminescência com com 

CDPCDP--StarStar™ ™ DetectionDetection ReagentReagent

Sondas de DNA genômicas marcadas 

com digoxigenina

Sondas de DNA Sondas de DNA genômicasgenômicas marcadas marcadas 

com com digoxigeninadigoxigenina

 

 

Figura 3. Representação gráfica do Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e 

resumo das etapas de hibridização e detecção das espécies bacterianas presentes nas 

amostras de biofilme subgengival (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization). 

 

 

Tabela 2. Índice utilizado para a determinação dos níveis dos microrganismos nas 

amostras de biofilme subgengival. 

ÍNDICE NÍVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM 

0 Não detectado 0 

1 Menos de 105 células 10.000 

2 Aproximadamente 105 células 100.000 

3 Entre 105 e 106 células 500.000 

4 Aproximadamente 106 células 1.000.000 

5 Mais de 106 células 10.000.000 
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Figura 4. Representação esquemática do padrão de hibridização entre as bactérias 

presentes nas amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica checkerboard 

DNA-DNA hybridization).  

 

4.7 Procedimentos terapêuticos 

4.7.1 Terapia periodontal básica 

Após o registro das medidas clínicas, todos os indivíduos foram 

submetidos a uma ou duas sessões de adequação do meio bucal que incluíam 

instrução de higiene bucal (IHB), raspagem supragengival de todos os dentes (RSP) 

com instrumentos manuais, remoção de excesso de restaurações, selamento 

provisório das lesões cariosas cavitadas, curativos endodônticos e exodontias. 

Durante as sessões de IHB, os indivíduos 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. São Bernardo do 

Campo, SP, Brasil). Em seguida, os indivíduos receberam entre quatro e seis 

sessões de RAR com curetas Gracey, números 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hufriedy) 

sob anestesia local. Estas sessões de RAR foram realizadas por duas alunas do 

curso de mestrado em Odontologia com área de concentração em periodontia da 
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Universidade Guarulhos, (G.M.S.S. e J.A.V.M.) com duração de aproximadamente 1 

hora e foram finalizadas em 14 dias.  

Os dois examinadores realizaram os exames clínicos e também a terapia 

de RAR, porém aquele examinador responsável pela execução da RAR não 

realizava os exames no mesmo indivíduo.  As necessidades adicionais de 

tratamento odontológico, quando observadas, foram encaminhadas às demais 

disciplinas da clínica odontológica da própria universidade.  

 

4.7.2 Administração de MTZ e AMX sistêmicos e placebos 

Indivíduos dos grupos testes (MTZ e MTZ+AMX) receberam RAR e 

administração de 1,2 g/dia de MTZ (400mg de 8/8 horas) somente, ou combinado 

com 1,5 g/dia de AMX (500mg de 8/8 horas) via oral por 14 dias, iniciada em 

conjunto a terapia periodontal básica. Os pacientes dos grupos controle e dos 

grupos das terapias que utilizaram placebo de uma das drogas ou de ambas, 

receberam comprimidos de placebo e foram orientados a seguir o mesmo regime 

dos pacientes que receberam as substâncias ativas. O antibiótico e o placebo foram 

manipulados especialmente para este estudo na Farmácia de Manipulação 

Pharmédica (São Paulo, SP, Brasil). Todas as cápsulas (medicação ou placebo) 

apresentaram a mesma coloração e tamanho, e foram estocados em frascos 

plásticos leitosos com 21 unidades, devidamente codificados. Quanto ao controle da 

ingestão da droga nos intervalos pré-determinados, os indivíduos foram orientados a 

retornar na próxima semana à clínica de Odontologia-UnG, trazendo o frasco vazio 

para depois receber outro frasco contendo a mesma medicação. Além disso, 

também foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente ou via telefone, por um 

aluno de iniciação científica. Após o término do período de administração da droga 

e/ou placebo, os indivíduos responderam a um questionário (ANEXO B) sobre 

possíveis reações adversas da medicação.  

 

4.7.3 Administração de bochecho com CLX e placebo. 

Os bochechos (solução de digluconato de clorexidina 0,12% ou solução 

placebo) foram realizados 2 vezes ao dia com 15 ml da solução, 40 minutos após a 

escovação. O início do uso da CLX ou placebo ocorreu juntamente com o início da 

RAR e durou 2 meses. As soluções foram manipuladas especialmente para o 
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estudo, na farmácia de manipulação Pharmédica (São Paulo, SP, Brasil) e 

acondicionadas em frascos de 210 ml, idênticos e codificados. A solução placebo 

possuía a mesma apresentação, cor e sabor da substância ativa - solução de 

digluconato de CLX a 0,12%. Os indivíduos receberam 1 frasco por semana 

contendo a solução de CLX ou o placebo. Após o término do produto, os pacientes 

foram orientados a trazerem à clínica de odontologia da UnG  o frasco vazio para a 

retirada de um novo frasco, para controle da cooperação. 

Ao final do período de bochecho com CLX ou placebo (2 meses) os 

indivíduos responderam a um questionário (ANEXO C) sobre possíveis reações 

adversas do medicamento.   

Os frascos codificados foram entregues aos examinadores, que em 

nenhum momento durante o tempo do estudo tiveram acesso às informações sobre 

os conteúdos dos frascos ou distribuição dos indivíduos nos grupos de tratamento. 

Além disso, todos os participantes do estudo, incluindo estatístico, estavam cegos 

para o encaminhamento dos tratamentos. Somente em relação à CLX o cegamento 

não pode ser mantido devido ao manchamento dos dentes e lingual. Entretanto, o 

estudo é considerado duplo-cego, desde que é totalmente cego para o objetivo 

principal que foi testar as três principais terapias, RAR, MTZ e MTZ+AMX. O código 

foi quebrado apenas ao final da análise estatística dos resultados.  

 

4.8 Análise estatística 

4.8.1 Dados clínicos 

A análise de cada parâmetro clínico foi realizada por indivíduo e entre os 

indivíduos de cada grupo. Alterações em PS e NCI em sítios inicialmente com PS 4-

6mm e ≥7mm ou a média/percentual de sítios com PS ≥5mm, ≥6mm, ≥7mm e ≥8mm 

foram calculados separadamente dentro de cada categoria de PS por indivíduo e 

entre os indivíduos de cada grupo. A significância das diferenças entre cada grupo 

(ao longo do tempo) foi procurada usando o teste ANOVA de repetidas medidas e 

teste de Tukey de múltiplas comparações, e entre os grupos (em cada tempo) 

usando teste ANOVA para um fator e teste de Tukey de multiplas comparações. 

Teste qui-quadrado foi utilizado para comparar as diferenças na freqüência de 

gênero, de pacientes apresentando diferentes categorias de sitios residuais em 1 

ano de companhamento e da auto-percepção de efeitos adversos. 
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Teste ANOVA para dois fatores foi utilizado para testar a interação entre 

os três grupos de tratamento (RAR, RAR + MTZ, RAR + MTZ + AMX) e o uso de 

CHX (sim / não) e para avaliar a significância das diferenças entre os grupos de 

tratamento e entre os subgrupos de CLX e bochecho placebo (desenho fatorial), 

para a variável principal de resultado (primary outcome). Sempre que as diferenças 

encontradas entre os grupos / subgrupos foram significativas, teste Tukey de 

múltiplas comparações (para os três grupos de tratamento) e teste de Bonferroni 

para comparações múltiplas (para os seis subgrupos) foram usados para determinar 

que par (es) de comparações foram estatisticamente significantes. 

A análise de regressão logística “stepwise” foi realizada para investigar a 

variável principal de resultado (outcome variable): presença de ≤ 4 sitios com PS ≥ 5 

mm em 1 ano pós-terapia (sim / não). As variáveis clínicas preditoras incluíram 

gênero, idade, RAR, MTZ, MTZ + AMX, CHX, e as seguintes características clínicas 

no início do estudo: média PS e NCI, mais de 25 sitios com PS > 5mm e o 

percentual de sítios com placa visível, inflamação gengival, supuração ou SS. O 

nível de significância foi fixado em 5%. Os dados foram avaliados utilizando análise 

de intenção de tratar (intention-to-treat) com a última avaliação levada adiante. 

 

4.8.2 Dados microbiológicos 

Os dados disponíveis para avaliação microbiológica foram provenientes 

da análise das 40 espécies bacterianas dispostas nos complexos descritos por 

Socransky e colaboradores (2002), em 9 amostras de biofilme subgengival por 

indivíduo, dos 118. Esses dados foram expressos de 2 maneiras: contagens (níveis) 

e % de  contagem  das  sondas  de  DNA  (proporção). Os níveis (x 105) foram 

computados por indivíduo e depois dentro de cada grupo terapêutico, em cada 

tempo do estudo. A partir desses dados foram calculadas as proporções de cada 

espécie por sítio, por indivíduo e finalmente no grupo.  Diferenças nos níveis médios 

e proporções de cada espécie bacteriana individualmente ou nas proporções dos 

diferentes complexos bacterianos entre os grupos terapêuticos em diferentes tempos 

experimentais foram avaliadas por meio do teste Kruskal-Wallis. Caso a diferença 

estatística fosse detectada, o teste Dann foi empregado para identificar as diferenças 

entre cada dois grupos. Diferenças nos níveis médios ou nas proporções de 

microrganismos ou complexos bacterianos dentro de cada grupo, entre o início do 
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estudo e os diferentes tempos experimentais, foram avaliadas por meio do teste 

Friedman. Caso a diferença estatística fosse detectada, o teste Dunn foi empregado 

para identificar as diferenças entre cada dois tempos experimentais. A significância 

estatística foi estabelecida em 5% (p<0,05). Todas as análises foram realizadas 

utilizando ajustes para comparações múltiplas. Foi aplicada a fórmula 0,05 = 1- (1-K) 

40, onde k é o valor equivalente ao p<0,05 quando ajustado para a comparação de 

40 bactérias.  Desta forma, as diferenças detectadas no presente estudo foram 

consideradas significativas quando p < 0,00125 (p < 0,05), como proposto por 

Socransky  et  al.  (1991). 
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ABSTRACT 

Aim: To evaluate the effects of the adjunctive use of metronidazole (MTZ) or 

MTZ+amoxicillin (AMX) in the treatment of generalized chronic periodontitis (ChP). A 

secondary aim was to examine a possible added effect of chlorhexidine to these 

therapies. Methods: 118 subjects received scaling and root planing (SRP)-only or 

with MTZ (400 mg/TID) or MTZ+AMX (500 mg/TID) for 14 days. Half of the subjects 

in each group rinsed with 0.12% chlorhexidine TID for 2 months. Subjects were 

clinically monitored at baseline, 3, 6 and 12 months post-therapy. Results: The two 

antibiotic groups showed lower mean number of sites with probing depth (PD) ≥5 mm 

and fewer subjects exhibiting ≥9 of these sites at 1 year post-treatment. Logistic 

regression analysis showed that antibiotics were the only significant predictors of 

subjects presenting ≤4 sites with PD ≥5 mm at 1 year (MTZ+AMX: OR, 13.33; 

95%CI, 3.75-47.39; p=0.0000; MTZ: OR, 7.26; 95%CI, 2.26-23.30; p=0.0004). The 

chlorhexidine subgroups showed a trend (p>0.05) to present fewer residual sites ≥5 

mm compared with the placebo subgroups at 1 year. Conclusion: Treatment of 

generalized ChP is significantly improved by the adjunctive use of MTZ+AMX and 

MTZ.  

 

Key-words: Periodontal disease; Metronidazole; Amoxicillin; Chronic periodontitis; Scaling 

and root planing; Periodontal treatment.   
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Clinical Relevance     

Scientific rationale for the study: Previous studies have suggested that the adjunctive 

use of MTZ or MTZ+AMX can be beneficial in the treatment of periodontitis. 

However, data from double-blinded placebo-controlled RCTs beyond 6 months for 

the MTZ+AMX therapy or for comparisons between these two antibiotic protocols are 

still lacking.  Principal findings: The two antibiotic therapies were statistically 

significantly superior to SRP alone in improving all clinical parameters evaluated, 

including in reducing the number of residual pockets up to 1 year post-treatment. 

Practical implications: The adjunctive use of MTZ and MTZ+AMX offer a major 

additional benefit for the treatment of subjects with generalized ChP. 
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Introduction                                                        

 The benefits of systemic antibiotics in periodontal treatment have consistently 

been demonstrated in the periodontal literature. The combination of metronidazole 

(MTZ) and amoxicillin (AMX) with scaling and root planing (SRP), initially suggested 

by van Winkelhoff et al. (1989) to treat Aggregatibacter actinomycetemcomitans-

associated periodontitis, turned out to be one of the most promising antibiotic 

protocols for the treatment of aggressive (Guerrero et al. 2005, Xajigeorgiou et al. 

2006, Sanz et al., 2008, Yek et al, 2010, Mestnik et al. 2010, Aimetti et al. 2012) or 

chronic periodontitis (ChP) (Winkel et al. 2001, Matarazzo et al. 2008, Cionca et al. 

2009, Silva et al. 2011, Goodson et al. 2012). However, double-blinded, placebo-

controlled, randomized clinical trials (RCTs) providing data beyond 6 months of 

follow-up for this therapy are still lacking in the literature.   

 The adjunctive use of MTZ has also shown to be effective in the treatment of 

ChP, as suggested by Loesche and co-workers in the 1980’s and 1990’s (Loesche et 

al. 1984, 1987, 1991). Recent RCTs have demonstrated  that adjunctive systemic 

MTZ provides additional clinical benefits to the treatment of ChP, compared to those 

obtained with SRP alone (Haffajee et al. 2007, Matarazzo et al. 2008, Silva et al. 

2011), SRP associated with AMX (Feres et al. 2001), azithromycin or low dose 

doxycycline (Haffajee et al. 2007), up to 1 year post-treatment.  

 We have recently compared the short-term clinical benefits of MTZ or 

MTZ+AMX in the treatment of ChP in smokers (Matarazzo et al. 2008) or non-

smokers (Silva et al. 2011). The two antimicrobial protocols were superior to SRP in 

improving clinical parameters up to 3 months post-treatments. However, the two 

studies showed a tendency towards greater benefits for subjects taking the 

combination of MTZ+AMX.  Rooney et al. (2002) also showed this same trend in a 
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prospective study of 6 months. No further longitudinal comparisons between these 

two drug protocols have yet been published. 

 The idea of introducing a strict plaque control as part of the active phase of 

periodontal treatment has been increasingly emphasized in the periodontal literature. 

Initially, some studies reported that weekly supragingival plaque removal during 3 

months would enhance the clinical efficacy of SRP (Haffajee et al. 2003, Carvalho et 

al. 2004) or of SRP+MTZ (Carvalho et al. 2004). Afterwards, we demonstrated that 

chlorhexidine (CHX) rinsing could replace and even overcome the benefits of 

professional plaque removal (Feres et al. 2009). However, the potential of the 

prolonged use of CHX in improving the effects of systemic antibiotic still need to be 

further explored.  

 Therefore, the aim of this study was to evaluate and compare the clinical 

effects of the adjunctive use of MTZ or MTZ+AMX in the treatment of generalized 

ChP up to 1 year post-treatment. A secondary aim was to examine a possible 

additional effect of CHX to these antibiotic therapies.  

 

Material and Methods 

Sample size calculation 

 This study was designed to compare the clinical effects of three different 

periodontal treatments, SRP alone or combined with either MTZ or MTZ+AMX. The 

ideal sample size to assure adequate power for this RCT was calculated considering 

differences of at least 4 sites with PD ≥5 mm between groups (Lang & Tonetti, 2003) 

and assuming a standard deviation of 5 sites (Mestnik et al. 2010). Based on these 

calculations, it was defined that 34 subjects per group would be necessary to provide 
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a 90% power with an α of 0.05. Considering an attrition of about 15%, it was 

established that at least 39 subjects should be included in each treatment group.  

 

Subject population and inclusion/exclusion criteria 

 Subjects with untreated generalized ChP were selected from the population 

referred to the Periodontal Clinic of Guarulhos University (Guarulhos, SP, Brazil). 

Detailed medical, periodontal and dental histories were obtained. All eligible subjects 

were informed of the nature, potential risks and benefits of their participation in the 

study and signed a Term of Informed Consent. All subjects were in good general 

health and were diagnosed with generalized ChP based on the current classification 

of the American Academy of Periodontology (Armitage 1999). The inclusion criteria 

were as follows: ≥30 years of age and a minimum of 6 teeth with at least one site 

each with PD and clinical attachment level (CAL) ≥5 mm, as well as at least 30% of 

the sites with PD and CAL ≥4 mm and bleeding on probing (BOP). The exclusion  

criteria were as follows: previous subgingival periodontal therapy, pregnancy, 

nursing, smoking, systemic diseases that could affect the progression of periodontal 

disease, long-term administration of anti-inflammatory medications, need for 

antibiotic pre-medication for routine dental therapy, antibiotic therapy in the previous 

6 months and allergy to MTZ, AMX or CHX. 

 

Experimental design, allocation concealment and treatment protocol  

 In this double-blinded, factorial design, placebo-controlled RCT, each of the 

selected subjects was given a code number during the enrolment visit and the study 

coordinators (M.Fe. and L.C.F.) used a computer-generated table to allocate them to 
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one of the three therapeutic groups: SRP-control- (n=40), SRP+MTZ (400 mg T.I.D. 

for 14 days) (n=39); and SRP+MTZ (400 mg T.I.D. for 14 days) +AMX (500 mg T.I.D. 

for 14 days) (n=39). Subjects in the SRP group received two placebo pills and 

subjects in the MTZ group received one placebo pill, both T.I.D. for 14 days. The 

antibiotics and placebo administration started immediately after the first session of 

SRP.  

  In order to examine the role of chemical plaque control on the outcome of 

therapy, we employed a 2 x 3 factorial design and divided each therapy group into 

two subgroups assigned to CHX or placebo rinses, resulting in a total of 6 groups. A 

second randomization was performed in order to allocate half of the subjects in each 

group to rinse with 15 ml of 0.12% CHX or placebo rinsing for 1 min twice/day for 2 

months, starting at the first day of the SRP treatment.  Subjects were instructed to 

rinse in the morning, 30 min. after breakfast and tooth brushing; and at night also 30 

min. after tooth brushing. Subsequently, a third randomization for the allocation of the 

two therapists was conducted. 

 During the initial phase, all subjects received instruction on proper home-care 

techniques and were given the same dentifrice (Colgate Total, Colgate Palmolive Co, 

São Bernardo do Campo, SP, Brazil) to use during the study period. The two 

examiners/therapists researchers (G.M.S.S. and J.A.V.M.), both trained 

periodontists, performed SRP in four to six appointments lasting approximately 1h 

each, using manual instruments and under local anesthesia. Treatment of the entire 

oral cavity was completed in 14 days. The end point for each SRP appointment was 

“smoothness of the scaled roots”, which was checked by one of the researchers 

(M.Fa.). The two therapists were randomized according to the different treatments so 

that each one treated the same number of patients in each group.   
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 Pharmedica Pharmacy (São Paulo, SP, Brazil) prepared the antibiotics/ CHX 

rinsing/placebos and sent them to the study coordinators, who marked the code 

number of each subject on each bottle, according to the therapy assigned. The 

placebos and their respective active substances (antibiotic or CHX) were identical 

(i.e. same taste and color) to their counterparts and were placed in identical bottles 

(antibiotic) and flasks (mouthrinses). The coded bottles were given to the examiners, 

who at no time during the study had access to information about the contents of the 

bottles or assignment of subjects to therapies. In addition, all study personnel, 

including the biostatisticians and participants, were blinded to treatment assignment. 

Masking of CHX rinsing may have been hampered by tooth staining. However, the 

study is considered a double-blind RCT since blinding was fully implemented for the 

main aim, which was to test the three major therapies. Code breaking was performed 

after final statistical analysis. All subjects received clinical monitoring at baseline, 3 

and 6 months, and 1 year post-therapies. This study protocol was approved by the 

Guarulhos University Clinical Research Ethics Committee. 

 

Monitoring of compliance and adverse events  

 At the end of each week of medications (antibiotics or CHX) the subjects were 

asked to return to the clinic and bring the antibiotic/CHX/placebo bottles/flasks, which 

were checked for any possible remaining pills/liquid. At the end of the 

antibiotic/placebo and CHX/placebo treatments the subjects answered a 

questionnaire about any self-perceived side-effects. Two study assistants conducted 

this inquiry, and were also responsible for calling the subjects every two days to 

monitor antibiotic compliance. These assistants were neither examiners nor 

therapists in this study. 
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Clinical monitoring  

 The two examiners/therapists (G.M.S.S. and J.A.V.M.) participated in the 

calibration exercise and the standard error of measurement was calculated. Inter-

examiner variability was 0.23 mm for PD and 0.25 mm for CAL. The mean intra-

examiner variability was 0.19 mm (PD) and 0.24 mm (CAL) for the first examiner 

(G.M.S.S), and 0.21 mm (PD) and 0.26 mm (CAL) for the second examiner 

(J.A.V.M.). The average level of intra and inter-examiners agreement for the 

categorical variables was > 92% (Kappa test). One examiner carried out all clinical 

measurements in a given subject and treatment was performed by the second 

clinician. Visible plaque (0/1), gingival bleeding (0/1), BOP (0/1), suppuration (0/1), 

PD and CAL were measured at six sites per tooth (mesiobuccal, buccal, distobuccal, 

distolingual, lingual and mesiolingual) in all teeth, excluding third molars. PD and CAL 

measurements were recorded to the nearest millimeter using a North Carolina 

periodontal probe (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA). 

 

Primary and secondary outcome variables 

 The primary outcome variable was the difference among groups for the mean 

number of residual pockets with PD ≥5 mm post-treatment. Secondary outcome 

variables were differences among groups for the following parameters: mean PD and 

CAL changes in sites with initial PD between 4-6 mm and PD ≥7 mm; mean number 

and percentage of sites/subjects with PD ≥6 mm, PD ≥7 mm and PD ≥8 mm at 1 year 

post-treatment; mean number and percentage of sites with baseline PD showing 

reduction in PD and gain in CA ≥2 mm; mean full-mouth PD and CAL, percentage of 
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sites with BOP, plaque accumulation, gingival bleeding and suppuration, as well as 

differences in the occurrence of adverse events and the odds to achieve ≤4 sites with 

PD ≥5 mm at 1 year post-therapy.   

 

Statistical Analysis  

 Each individual clinical parameter was computed per subject and then across 

subjects in both groups. Changes in PD and CAL in sites with initial PD 4–6 mm and 

≥7 mm or the mean number/percentage of sites with PD ≥5 mm, ≥6 mm, ≥7 mm and 

≥8 mm were averaged separately within the PD categories per subject and then 

across subjects in each group. The significance of differences within each group 

(over the course of the study) was sought using repeated measures ANOVA and 

Tukey’s multiple comparison tests, and among groups (at each time point) using the 

one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison tests. Chi-square test was used to 

compare the differences in the frequency of gender, of subjects exhibiting different 

categories of residual sites at 1 year of follow-up and of self-perceived adverse 

effects. 

  Two-way ANOVA was employed to test for interaction between the three 

treatment groups (i.e. SRP, SRP+MTZ, SRP+MTZ+AMZ) and CHX use (yes/no) and 

for significance of differences among the treatment groups and between CHX and 

placebo rinse subgroups (factorial design), for the primary outcome. Whenever 

differences among the groups/subgroups were found to be significant, Tukey’s 

multiple comparison test (for the three treatment groups) and Bonferroni multiple 

comparisons test (for the six subgroups) were used to determine what pair(s) of 

comparisons were statistically significant. 
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 A stepwise forward logistic regression analysis was performed in order to 

investigate the outcome variable: “presence of ≤4 sites with PD ≥5 mm at 1 year 

post-therapy (yes/no)”. The clinical predictor variables included age, gender, SRP, 

MTZ, MTZ+AMX, CHX, and the following clinical characteristics at baseline: mean 

PD and CAL, more than 25 sites with PD >5 mm, percentage of sites with plaque, 

gingival inflammation, suppuration or BOP%. The level of significance was set at 5%. 

The data were evaluated using intention-to-treat analysis with last observation carried 

forward.  

 

Results  

Subject retention, adverse effects and compliance 

 The study was conducted between December 2009 and April of 2011. Figure 

1 presents the flow diagram of the study design.  One hundred and eighteen subjects 

entered the study at baseline and 17 subjects were lost over the course of the study 

(SRP=6, MTZ=6, MTZ+AMX=5).  

 Overall, adverse events were reported by 3 subjects from the control group, 8 

from the MTZ group and 7 from the MTZ+AMX group, including: diarrhea (MTZ 

group, n = 1; MTZ+AMX group, n = 2); headache (MTZ group, n = 1; MTZ+AMX 

group, n = 5); metallic taste (control group, n = 1; MTZ group, n = 7 and MTZ+AMX 

group, n = 5); vomiting (MTZ group, n = 3; MTZ+AMX group, n = 3); irritability (control 

group, n = 2; MTZ group, n = 1 and MTZ+AMX group, n = 1). No statistically 

significant differences were observed among the three groups for the number of 

subjects reporting adverse events, or between the two antibiotic groups for the 

individual adverse effects reported (p>0.05). All subjects reported that the 
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medications did not cause any major disturbance in their daily routine and that they 

would start the treatment again if necessary. 109 of the 118 subjects reported that 

they completed the course of the antibiotics, and this information was confirmed by 

pill counts. 3 subjects from the control group, 2 from the MTZ group and 3 from the 

MTZ+AMX group had from 1 to 5 pills left on the bottles at the end of the first and/or 

second weeks of the medication period. Additionally, one subject from the control 

group took all the MTZ-placebo pills during the first week. Therefore, he was told to 

take all the AMX-placebo pills during the second week. 

 

Clinical findings  

 Table 1 presents demographic and full-mouth mean values for the clinical 

parameters evaluated at all time points. No statistically significant differences were 

observed among the three groups or among the six subgroups (data not shown) at 

baseline; and all treatments led to statistically significant improvements in all clinical 

parameters over the course of the study. Some differences were detected among 

groups at the follow-up appointments, such as a lower full-mouth mean PD and CAL 

in the two antibiotic groups in comparison with the control group at 1 year (p<0.05) 

 All three main therapies were effective in reducing the number/percentage of 

sites with PD ≥5 mm with BOP during the course of the study (p<0.05) (data not 

shown). Table 2 presents the mean number and mean percentage of sites with PD 

≥5 mm (primary outcome of the RCT) and for other thresholds of PD at 1 year post-

treatment. The two antibiotic groups had statistically significantly fewer sites with PD 

≥5 mm, ≥6 mm, ≥7 mm and ≥8 mm compared to the SRP group. The two-way 

ANOVA demonstrated no interaction between treatment groups and CHX use for any 
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of the thresholds of residual pockets with interaction accounting for <0.1% of the total 

variance. Further, the two-way ANOVA revealed a highly significant main effect for 

the three treatment groups (p<0.001) but no effect for CHX use (data not shown). 

Therefore, only data for the primary outcome were presented for the six subgroups.  

MTZ+AMX, MTZ+AMX+CHX and MTZ+CHX subgroups had fewer residual sites with 

PD≥5 mm than the two SRP subgroups at 1 year (p<0.05). Although not statistically 

significant, at 1 year, the subgroup treated with SRP+MTZ+AMX+CHX showed with 

the lowest number of sites with PD ≥5 mm (3.6) in comparison with the other three 

antibiotic subgroups (SRP+MTZ+AMX, 4.9; SRP+MTZ+CHX, 5.1; SRP+MTZ, 7.5). A 

per protocol analysis was also conducted for the primary outcome variable and the 

results were the same as those obtained in the intention-to-treat analysis.   

 Data for residual sites at subject level are presented in Table 3. The upper 

panel presents number and percentage of subjects exhibiting different thresholds of 

residual sites with PD ≥5 mm according to the individual risk profile for periodontal 

disease progression proposed by Lang & Tonetti (2003). Fewer subjects in the MTZ 

(n=11), and in the MTZ+AMX (n=9) groups still had “high risk” for disease 

progression at 1 year (i.e. ≥9 sites with PD ≥5 mm), in comparison with the SRP-only 

group (n=25). Conversely, 26 subjects in the MTZ+AMX group and only 9 in the SRP 

group showed “low risk” for disease progression (i.e. ≤ 4 sites with PD ≥5 mm) at the 

end of the study period.  This same trend was observed for subjects presenting 

different thresholds of residual sites with PD ≥6 mm, ≥7 mm and ≥8 mm. 

 Table 4 presents the mean percentage of sites with baseline PD ≥5 mm, which 

obtained a reduction in PD and a gain in CA ≥2 mm after treatment. The two 

antibiotic groups had a higher percentage of sites exhibiting this clinical improvement 

in comparison with the control group (p<0.05). 
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 The mean reduction in PD and gain in CA in sites with baseline PD between 4-

6 mm (intermediate sites) and ≥7 mm (deep sites) between baseline and the follow-

up appointments are described in Table 5. Subjects taking MTZ or MTZ+AMX had a 

statistically significantly greater reduction in PD and gain in CA than those receiving 

SRP-only at all time points for both baseline PD categories.  

 Stepwise forward multiple linear regression (Table 6) showed that the 

adjunctive use of MTZ and MTZ+AMX, were the only variables that significantly 

increased the probability of a subject presenting ≤4 sites with PD ≥5 mm at 1 year 

post-treatment (MTZ+AMX: odds ratio, 13.33; p = 0.0000; MTZ: odds ratio, 7.26; p = 

0.0004). The variables evaluated were: the three main treatments applied (SRP, 

MTZ, MTZ+AMX), age, gender and the following characteristics at baseline: mean 

PD and CAL, more than 25 sites with PD ≥5 mm, percentage of sites with plaque, 

gingival inflammation, suppuration or BOP.   

 

Discussion  

 One aspect of this study design that deserves attention was the choice of the 

primary outcome variable, which is one of the most important decisions while 

delineating a RCT (Greenstein et al. 2003, Pihlstrom & Barnett 2010). Traditionally, 

the RCTs testing different periodontal treatments have used mean changes in PD or 

CAL in initially deep sites (PD ≥7 mm) as the primary outcome variable (Guerrero et 

al. 2005, Matarazzo et al. 2008, Silva et al. 2011).  However, the relevance of these 

parameters in defining treatment efficacy has recently been questioned (Sampaio et 

al. 2011). The real clinical significance of having a residual site with either 8 mm or 

7mm is not evident, since both pockets would require additional treatment. On the 
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other hand, recent well-conducted studies of risk assessment reported that the 

presence of residual pockets after treatment, especially those with PD ≥5 mm, was 

one of the most important risk indicators for periodontal disease recurrence in 

subjects under periodontal maintenance from 3 to 27 years (average of 11.3 years) 

(Matuliene et al. 2008, 2010). Other authors have also discussed the association 

between presence of residual pockets and lack of periodontal stability (Lang & 

Tonetti 2003, Cionca et al. 2009). Therefore, the primary outcome variable of this 

study was set as the difference between groups for the mean number of sites with 

PD ≥5 mm after treatment.  

 The main finding of this study was that the groups receiving systemic 

antibiotics presented statistically significantly lower mean number/percentage of sites 

and of subjects with PD ≥5 mm (Tables 2 and 3) at 1 year post-treatment compared 

to the SRP-only group. The comparison among groups for the mean number of these 

residual sites at 1 year was quite remarkable: SRP = 16, SRP+MTZ = 6.3, 

SRP+MTZ+AMX = 4.7 (Table 2). According to Lang & Tonetti (2003) and Matuliene 

et al. (2008, 2010) subjects exhibiting ≥9, 5-8 sites or ≤4 sites with PD ≥5 mm post-

treatment are considered at “high”, “moderate”, or “low” risk for disease recurrence, 

respectively. Albeit all subjects included in this study presented ≥9 sites with PD ≥5 

mm at baseline (mean number = 38.3 ± 20.5 sites/subject) (data not shown), this 

scenario was completely changed after treatment (Table 3). SRP alone was able to 

bring only 22.5% of the subjects to a “low risk” profile, as opposed to 61.6% and 

66.7% reached by SRP+MTZ and SRP+MTZ+AMX, respectively. At 1-year, the 

majority of subjects (n = 25) in the SRP group still retained the “high risk” profile” for 

disease progression (i.e. ≥9 sites with PD ≥5 mm), as opposed to only 9 subjects in 

the MTZ+AMX group (Table 3).  
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 We investigated some characteristic that could explain why these 9 subjects 

did not respond well to the antibiotic therapy and it was detected that 8 of them were 

among the 10 subjects with the deepest individual mean PD at baseline in this group. 

A similar, but weaker pattern was observed for the MTZ group (6 out of 11), and no 

association between worse-responders and baseline PD was observed in the SRP 

group (data not shown). This suggests that only subjects with very advanced disease 

would still need additional therapy, such as surgery, after being treated with 

SRP+MTZ+AMX. Conversely, SRP-only was not so predictable in this regard. The 

additional benefit of these two antibiotic protocols in reducing the frequency of sites 

with PD ≥5 mm has been reported in previous RCTs with 3-month (Winkel et al. 

2001, Matarazzo et al. 2008, Silva et al. 2011) or 6-month (Cionca et al. 2009) follow-

up. Moreover, the reduced need for periodontal surgery in subjects with ChP treated 

with adjunctive MTZ was suggested by Loesche and co-workers more than 20 years 

ago (Loesche et al. 1987, 1991, 2005).  

 Several additional analyses were conducted in the present study, including 

those related to other residual PD categories also considered important to appraise 

treatment success or need for further treatment. At 1 year post-treatment the two 

antibiotic groups presented statistically significantly fewer residual sites with PD ≥6 

mm, ≥7 mm or ≥8 mm than the control group (Table 2). According to Matuliene et al. 

(2008), the presence of at least one site with PD ≥6 mm after active periodontal 

treatment is a significant risk factor for the progression of periodontitis in subjects 

under supportive periodontal treatment.  It was quite unexpected to note that almost 

60% of subjects taking MTZ+AMX (23 out of 39 subjects) did not present any 

residual site with PD ≥6 mm after 1 year, as opposed to only 20% (8 out of 40) who 

received SRP-only (Table 3).  



62 
 

 Another key clinical observation in this RCT was the superiority of both 

antibiotic regimens in reducing mean PD and increasing gain in CA in initially 

intermediate (PD 4-6 mm) and deep (PD ≥7 mm) sites (Table 5). The results for deep 

sites are quite elucidative in terms of reinforcing the noteworthy clinical benefit of 

these antibiotics, since these parameters have commonly been used as primary 

outcome variables in several RCTs. The benefits of the antibiotics in initially 

intermediate sites suggest that the added effect of these drugs may go beyond deep 

pockets.  

  When the two antibiotic treatments were directly compared, no statistically 

significant differences were detected. However, a tendency towards overall greater 

benefits for the MTZ+AMX regimen was observed for all clinical parameters 

evaluated, in agreement with our two previous short-term RCTs (Matarazzo et al. 

2008, Silva et al, 2011), as well as with the study of Rooney et al. (2002).  This slight 

superiority of the MTZ+AMX protocol was reinforced by the logistic regression 

analysis data. MTZ or MTZ+AMX were the only significant predictors for a subject 

with generalized ChP reach a “low risk” profile for disease progression (i.e. ≤ 4 sites 

with PD ≥5 mm) at 1 year post-treatment, with a higher OR for MTZ+AMX 

(OR=13.33) than for MTZ (OR=7.23). Hence, MTZ+AMX offered some clinical 

benefits over those attained with MTZ alone, with similar tolerability, since the 

frequency of adverse events did not differ between the two antibiotic protocols. 

Interestingly, several parameters that denote periodontal disease severity and 

extension were also included in the regression model, but none of them influenced 

the odds of a subject exhibiting ≤ 4 sites with PD ≥5 mm at 1 year of follow-up.  Using 

backward stepwise logistic regression, Cionca et al. (2009) found that MTZ+AMX 



63 
 

was the only variable to predict whether a subject would still have more than one site 

with PD >4 mm at 6 months post-treatment.  

 The main advantage of the factorial design is the possibility of examining two 

or more experimental factors at the same time. Since no interaction was observed 

between the two factors tested in the present study (use of antibiotics and use of 

CHX), it was possible to examine the main effects of both at once. Therefore, even 

though this study was designed primarily to test the effects of the three main 

periodontal treatments, the factorial design allowed us to also test the impact of the 

CHX rinsing on the primary outcome. Our results did not support a major effect of 

CHX on the clinical outcome of these treatments. There was neither a significant 

interaction between CHX use and the three therapies tested, nor a significant effect 

of CHX use on the primary outcome. However, it is important to highlight that this 

study might be underpowered to compare the six subgroups and therefore, these 

data should be interpreted with caution. Nevertheless, the same trend for the three 

main groups was maintained for the 6 subgroups, namely, better overall clinical 

results for the subgroups treated with antibiotics, in comparison with the two treated 

with SRP-only. It is also worth noting that the subgroup treated with 

SRP+MTZ+AMX+CHX showed with the lowest number of sites with PD ≥5 mm 

compared to the other three antibiotic subgroups at 1 year. Further, the use of CHX 

rinsing for two months brought the results of the SRP+MTZ closer to those achieved 

with SRP+MTZ+AMX. In fact, when the two MTZ subgroups were evaluated, only the 

subgroup rinsing with CHX presented statistically significantly fewer sites with PD ≥5 

mm in comparison with the control subgroups at 1 year (Table 2). 
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 In conclusion, treatment of generalized  ChP was significantly improved by the 

adjunctive use of MTZ+AMX and MTZ. The data could not demonstrate a significant 

additional benefit of CHX rinsing on the outcome of adjunctive antibiotic therapy.  
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Table 1. Demographic characteristics and mean  SD full-mouth clinical parameters at baseline and at follow-up visits.       68 

Variable    Time Point 

 Treatment groups 

SRP 

n=40 

SRP+MTZ 

n=39 

SRP+MTZ+AMX 

n=39 

One-way 

Anova 
p-value 

Gender (male/female) Baseline 12/28 15/24 17/22 0.422 

Age (years) Baseline 45.8 ± 8.54 43.4 ± 8.26 46.3 ± 8.59 0.257 

      

Mean number (%) of 

sites with: 
     

PD  3 mm Baseline 

52.7 ± 16.6  

(73.3 ± 25.9) 

 

55.2 ± 14.2 

(75.2 ± 22.6) 

 

53.6 ± 17.1 

(69.9 ± 26.5) 

 

0.779 

PD ≥ 4 mm Baseline 
47.3 ± 16.6 

(65.5 ± 24.6) 

 

44.8 ± 14.2 
(60.7 ± 20.3) 

 

46.4 ± 17.1 
(59.7 ± 23.5) 

 

0.779 

PD ≥ 5 mm Baseline 

29.6± 14.9 

(40.8 ± 20.7) 
 

26.2 ± 13.0 

(35.3 ± 17.5) 
 

30.0 ± 17.4 

(38.5 ± 23.1) 
 

0.482 

PD ≥ 6 mm Baseline 

17.2± 13.1 

(23.4 ± 17.5) 

 

14.0± 9.9 

(18.8 ± 13.2) 

 

17.3± 15.9 

(22.1 ± 21.4) 

 

0.466 

PD ≥ 7 mm Baseline 

9.2± 9.4 

(12.4 ± 12.3) 

 

6.2± 6.2 

(8.4 ± 8.3)  

 

9.1± 13.4 

(11.7 ± 18.2) 

 

0.333 

PD ≥ 8 mm Baseline 
5.0± 7.7 
(6.7±7.5) 

3.0± 3.9 
(4.1 ± 5.3) 

5.2± 7.1 
(6.8 ± 8.2) 

0.372 

      

PD (mm) Baseline 3.84 ± 0.73 A    3.69 ± 0.56 A 3.88 ± 0.98 A      0.514 

 3 months 3.09 ± 0.65 B, a    2.72 ± 0.41 B, a 2.69 ± 0.50 B, b      0.001 

 6 months 3.03 ± 0.61 B, a     2.69 ± 0.42 B, a 2.58 ± 0.41 B, b      0.000 

  1 year 3.05 ± 0.59 B, a    2.61 ± 0.37 B, b 2.54 ± 0.40 B, b      0.000 

      

CAL (mm) Baseline 4.32 ± 0.97 A 4.09 ± 0.75 A 4.33 ± 1.08 A 0.441 

 3 months 3.71 ± 1.00 B 3.31 ± 0.67 B 3.37 ± 0.83 B 0.081 

 6 months 3.64 ± 0.98 B 3.28 ± 0.65 B 3.31 ± 0.79 B 0.100 

 1 year     3.59 ± 0.89 B, a     3.19 ± 0.59 B, b 3.23 ± 0.74 B, b  
0.036 

      

% of sites with      

Plaque accumulation Baseline 78.9 ± 15.6 A 77.0 ± 16.4 A 78.0 ± 15.1 A 0.875 

 3 months 46.0 ± 28.1 B 44.4 ± 23.3 B 42.8 ± 24.6 B 0.849 

 6 months 37.4 ± 26.2 B 34.0 ± 23.9 B 35.4 ± 25.0 B 0.826 

 1 year 38.8 ± 24.2 B 38.8 ± 22.5 B 35.4 ± 21.1 B 0.742 

      

Gingival bleeding Baseline 36.6 ± 26.2 A 37.1 ± 23.4 A 31.7 ± 27.8 A 0.604 

 3 months 21.1 ± 19.8 B 21.8 ± 21.5 B 12.7 ± 15.9 B 0.069 

 6 months 17.3 ± 20.9 B 14.0 ± 16.9 B 10.8 ± 16.9 B 0.297 

 1 year 13.0 ± 16.7 B 11.5 ± 16.1 B  8.9 ± 13.6 B 0.742 

      

Bleeding on probing Baseline   70.6 ± 23.8 A 74.6 ± 17.5 A 63.7 ± 21.8 A 0.077 

 3 months     43.1 ± 31.5 B, a    40.5 ± 28.8 B, a      26.4 ± 26.7 B, b 0.025 

 6 months   26.4 ± 30.3 B 20.8 ± 26.5 B   16.9 ± 25.8 B 0.309 

 1 year   23.5 ± 25.8 B  16.8 ± 23.2 B 11.4 ± 18.9 B 0.064 

      

Suppuration Baseline    1.1 ± 2.7 A 1.8 ± 6.2 A 3.9 ± 8.7 A 0.122 

 3 months    0.3 ± 1.0 B 0.1 ± 0.3 B 0.0 ± 0.1 B 0.162 

 6 months 0.6 ± 2.4 B 0.1 ± 0.0 B  0.0 ± 0.0 B 0.151 

 1 year    0.8 ± 2.6 B 0.1 ± 0.3 B 0.1 ± 0.2 B 0.056 

The significance of differences between baseline and the follow-up visits was assessed using repeated measures ANOVA and Tukey’s multiple 
comparison tests (different capital letters indicate significant differences between time points). The significance of differences among groups at 

each time point was assessed using the one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison tests (different small letters indicate significant 

differences between pairs of groups).  SRP; scaling and root planing; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin; PD, probing depth; CAL, 

clinical attachment level; SD, standard deviation.  
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Table 2. Mean number (mean percentage)  SD of sites with PD  5 mm, as well as of sites with PD6 mm, 7 mm, 8 mm at 1-year post-

treatment.  
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 The significance of differences among groups at each time point was assessed using the two-way ANOVA test. The significance of differences between pairs of 

comparisons was determined using Tukey’s multiple comparison test (for the three main groups) and post-hoc Bonferroni multiple comparison tests (for the six 

subgroups) and the significances are represented by different small letters. SRP, scaling and root planing; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin; CHX, 

chlorhexidine PD, probing depth; SD, standard deviation. 

 
 

 

 

PD category 

threshold 

         

Treatment  groups 
 

 

 

Two-way 

ANOVA 

p-value 
                             

SRP (n=40) 

     

    

SRP+MTZ (n=39) 

 

 

SRP+MTZ+AMX (n=39) 

 

 16.1 ± 15.6 (12.0  11.4) 
a 

 

6.3 ± 7.3 (4.5  5.1)
 b

 4.7 ± 6.0 (3.6  4.6) 
b
 <0.000 

PD  5 mm 
      

     Placebo (n=20)           CHX (n=20) 
 

      

      Placebo (n=20)       CHX (n=19) 
   

   Placebo (n=19)        CHX (n=20)  

    16.4+13.9 (12.6+10.4)
a
   14.9+17.6 (11.0+12.6)

a
        7.5+7.8 (5.2+5.6)       5.1+6.7 (3.7+4.6)

b
    4.9+7.4 (3.0+2.8)

b
      

 
3.6+3.8 (2.6+2.0)

b
 0.000 

           

PD  6 mm 6.9 ± 10.0 (5.2 ± 7.4) 
a
 2.3 ± 3.4 (1.6 ± 2.4) 

b
 1.2 ± 2.2 (1.0 ± 1.7) 

b
 0.000 

           

PD  7 mm 2.9 ± 4.9 (2.3 ± 3.7) 
a
 0.5 ± 1.0 (0.4 ± 0.8) 

b
 0.3 ± 0.7 (0.3 ± 0.6) 

b
 0.000 

           

PD  8 mm 1.7 ± 3.0 (1.3 ± 2.3)
 a
  0.2 ± 0.6 (0.2 ± 0.5) 

b
 0.1 ± 0.3 (0.1 ± 0.2) b 0.000 
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Table 3. Number and percentage of subjects presenting low (<4 sites with PD>5 mm), moderate (5-8 sites with PD>5 mm) or high (>9 

sites with PD>5 mm) risk for disease progression according to Lang & Tonetti (2003) as well as presenting 0, 1-2 or >3 sites with PD >6, 

>7 and >8 mm at 1 year post-treatment. 

 

 

  

Treatment groups 

 

 

 

Variable 

 

Categories 

 

SRP 

 

 

SRP+MTZ 

 

 

SRP+MTZ+AMX 

 

Chi-square 

p-value 

      

Risk for 

disease 

progression 

Low risk 09 (22.5%) 24 (61.6%) 26 (66.7%)  

0.001 Moderate risk 06 (15.0%) 4 (10.2%) 4 (10.2%) 
High risk 25 (62.5%) 11 (28.2%) 9 (23.1%) 

      

      

No. of 

PD>6 mm 

0 8 (20.0%) 19 (48.7%) 23 (59.0%)  

0.001 1-2 7 (17.5%) 9 (23.1%) 9 (23.1%) 

>3 25 (62.5%) 11 (28.2%) 7 (17.9%) 
      

No. of 

PD>7 mm 

0 17 (42.5%) 29 (74.4%) 31 (79.5%)  

0.001 1-2 09 (22.5%) 07 (17.9%) 06 (15.4%) 

>3 14 (35.0%) 3 (7.7%) 2 (5.1%) 
      

No. of 

PD>8 mm 

0 21 (52.5%) 34 (87.2%) 36 (92.3%)  

0.001 1-2 11 (27.5%) 4 (10.2%) 3 (7.7%) 

>3 8 (20.0%) 1 (2.6%) 0 (0%) 
 

The significance of differences among groups was assessed using the Chi-square test. PD, probing depth; SRP, scaling and root planing; MTZ, metronidazole; 

AMX, amoxicillin. 

 

 



72 
 

Table 4. Mean % ( SD) of sites with baseline PD>5mm that obtained a PD reduction and CA gain >2mm at 3 months, 6 

months and 1 year post-therapy.  

 

 

 

 

Variables 

 

 

 

Time point 

 

Treatment groups 
 

 

One-way 

ANOVA 

p-value 
 

SRP 
 

  

SRP+MTZ 
 

  

SRP+MTZ+AMX 
 

PD reduction 

and CA gain 

>2mm 

3 months 15.78.1 
a
    20.611.8 

b
  24.513.0 

b
 0.002 

             

6 months 18.29.2 
a
  22.011.9  26.915.0 

b
 0.008 

             

1 year 18.510.2 
a
     23.812.5 

b
  28.715.8 

b 
  0.003 

          

 

The significance of differences among groups at each time point was assessed using the one-way ANOVA and Tukey multiple comparison tests 

(different small letters indicate significant differences between pairs of groups). SRP, scaling and root planing; MTZ, metronidazole; AMX, 

amoxicillin; PD, probing depth; CA, clinical attachment; SD, standard deviation 
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Table 5. Mean PD reduction and CA gain ( SD) between baseline and 3 months, 6 months and 1 year post-therapy. 

 
 

 

 

Baseline PD 

 

 

     Variable 

 

 

     Time 

 

Treatment groups 
 

 

One-way 

ANOVA 
 

SRP 
 

  

SRP+MTZ 
 

  

SRP+MTZ+AMX 
 

p-value 

         

 

 

 

 

4-6 mm 

 0-3 months 1.2 ± 0.5
 a
  1.5 ± 0.5

 b
  1.7 ± 0.5

 b
 0.000 

PD reduction 0-6 months 1.3 ± 0.5
 a
  1.6 ± 0.6

 b
  1.8 ± 0.5

 b
 0.000 

 0-1 year 1.3  0.5 
a
   1.7  0.5 

b
  1.9  0.5 

b 
  0.000 

        

 0-3 months 1.0 ± 0.5
 a
  1.3± 0.5

 b
  1.4 ± 0.4 

b
 0.000 

CA gain 0-6 months 1.1 ± 0.4
 a
  1.4 ± 0.5

 b
  1.5 ± 0.4

 b
 0.000 

 0-1 year 1.2  0.5 
a
  1.4  0.5 

b
  1.6  0.4 

b 
  0.000 

         
 

 

 

 

>7 mm 

 0-3 months 2.6 ± 1.0
 a
  3.3 ± 0.8

 b
  3.7± 0.7

 b
 0.000 

PD reduction 0-6 months 2.9 ± 1.3
 a
  3.6 ± 1.0

 b
  4.0 ± 0.8

 b
 0.000 

 0-1 year 3.1  1.4 
a
  3.9  0.9 

b
  4.1  0.7 

b 
  0.000 

        

 0-3 months 2.0 ± 0.9
 a
  2.7 ± 0.9

 b
  3.0 ± 0.6

 b
 0.000 

CA gain 0-6 months 2.3 ± 1.1
 a
  2.9 ± 0.9

 b
  3.2 ± 0.7 

b
 0.000 

 0-1 year 2.6  1.2 
a
  3.1  1.1 

b
  3.4  0.8 

b 
  0.000 

 

The significance of differences among groups at each time point was assessed using the one-way ANOVA and Tukey’s multiple comparison tests (different 

small letters indicate significant differences between pairs of groups). SRP, scaling and root planing; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin;PD, probing depth; CA, 

clinical attachment; SD, standard deviation. 
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Table 6 – Stepwise forward multiple linear regression model for “presence of ≤4 sites with PD≥5 mm”, 

i.e. low risk for periodontal disease recurrence (Lang & Tonetti, 2003) at 1 year post-therapy. The 

variables included in the model were: age, gender, the three main treatments applied (SRP, MTZ, 

MTZ+AMX) and the following clinical characteristics at baseline: mean PD and CAL, more than 25 

sites with PD ≥5 mm, percentage of sites with plaque, gingival inflammation, suppuration or BOP.  

 

 

 

Variables 

 

 

Coefficient 

 

SE 

 

Odds 

ratio 

 

95% 

CI 

 

p-

value 

 
    

MTZ+AMX 2.60 0.65 13.3 3.8 - 

47.4 

0.0000 

    

MTZ 1.98 0.59 7.3 2.3 - 

23.30 

0.0004 

     

 

Analysis was terminated when the p value of an entering variable was >0.10. Overall p value = 0.0000001.  

SRP, scaling and root planing; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin; PD, probing depth; CAL, clinical 

attachment level; BOP, bleeding on probing; SE, standard error; CI, confidence interval. 
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CAPÍTULO 2 – Resultados microbiológicos 

Os resultados obtidos nas avaliações microbiológicas estão representados 

nas figuras 1 a 5. Os níveis (média de contagem x105) das 40 espécies bacterianas 

avaliadas no início do estudo, aos 3 e 6 meses e 1 ano pós-RAR estão 

apresentados na Figura 1. No início do estudo o perfil microbiano observado 

apresentava altos níveis das espécies dos complexos vermelho e laranja e baixos 

níveis das espécies compatíveis com saúde, como os Actinomyces e espécies dos 

complexos roxo, amarelo e verde. De forma geral, a média de contagem da maioria 

das espécies compatíveis com o hospedeiro aumentou ao longo do estudo enquanto 

que os níveis das três espécies do complexo vermelho e sete espécies do complexo 

laranja reduziram significativamente em todos os grupos. Comparando os três 

grupos em um ano pós-tratamento foi observado que os dois grupos teste 

(RAR+MTZ, RAR+MTZ+AMX) apresentaram diferença estatisticamente significante, 

com menos patógenos do que o grupo controle (RAR), incluindo as três espécies do 

complexo vermelho, E. nodatum, F. nuc. polymorphum e P. intermedia.  

A figura 2 apresenta a média das proporções dos complexos microbianos 

(SOCRANSKY et al. 1998) nos três grupos terapêuticos no início do estudo e um 

ano pós-tratamento. No início do estudo todos os grupos apresentavam altas 

proporções dos complexos vermelho e laranja e baixas proporções das espécies de 

Actinomyces. Nenhuma diferença estatística foi observada entre os três grupos, no 

início do estudo. Um ano após o tratamento todas as terapias levaram a alterações 

nos perfis microbianos. Todas as terapias reduziram as proporções do complexo 

vermelho, mas essa redução foi mais profunda nos dois grupos testes, que 

mostraram proporções menores dessas espécies em comparação com o grupo que 

recebeu apenas RAR, e essas diferenças foram estatisticamente significativas. 

Todos os tratamentos também reduziram as proporções do complexo laranja e 

aumentaram as proporções dos complexos verde e das espécies de Actinomyces 

(p<0.05). Em 1 ano após as terapias, o grupo que associou MTZ e AMX à RAR 

mostrou maiores proporções das espécies dos Actinomyces quando comparado 

com o grupo que recebeu apenas RAR ou RAR+MTZ.  

Para uma avaliação mais detalhada das mudanças nas proporções de 

algumas espécies, a figura 3 mostra as alterações na média das proporções das 
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espécies de Actinomyces e dos complexos Vermelho + Laranja entre o início do 

tratamento e 1 ano pós-terapia para os três grupos de tratamento. A três terapias 

levaram a um aumento das proporções das espécies de Actinomyces, porém essa 

alteração foi significativamente maior no grupo que recebeu RAR associada ao 

MTZ+AMX. Em relação à redução das espécies do complexo vermelho e laranja, os 

dois grupos que receberam antibioticoterapia foram mais efetivos do que a RAR 

sozinha (p<0.05). 

A média das proporções dos complexos microbianos em 1 ano após os 

tratamentos é apresentada novamente na figura 4, mas agora em sítios que no início 

do tratamento tinham PS ≥5mm ou ≤4mm. Os dois protocolos de antibioticoterapia 

foram mais efetivos que a RAR em alterar os perfis microbianos nos sítios 

inicialmente profundos (PS ≥5mm), o que é confirmado pela baixa proporção de 

complexo vermelho nesses dois grupos de tratamento em um ano de reavaliação 

(p<0.05). Esse mesmo benefício foi observado nos sítios com PS até 4mm.   

A figura 5 apresenta a média das proporções dos complexos microbianos em 

1 ano após terapia nos seis subgrupos, que receberam ou não CLX, em sítios rasos 

e profundos. Todas as três terapias testadas mostraram melhoras nos perfis 

microbiológicos subgengivais quando a CLX foi associada. Apesar de não ter 

atingido significância estatística, o uso desse antisséptico por 2 meses foi efetivo em 

acentuar a redução na proporção do complexo vermelho e o aumento na proporção 

das espécies de Actinomyces, principalmente nos sítios rasos. Pode-se observar 

que quando a CLX foi usada o complexo vermelho mostrou uma redução de 10% 

para 7% no grupo controle, de 4% para 2% no grupo do MTZ e de 4% para menos 

de 1% no grupo do MTZ+AMX nos sítios inicialmente rasos. Ao mesmo tempo, as 

espécies de Actinomyces foram de 26 para 30%, de 24 para 33% e de 38 para 44%, 

respectivamente. De forma geral o melhor perfil microbiano foi alcançado nos sítios 

rasos, com a combinação das quatro terapias (RAR+MTZ+AMX+CLX). 

 
 
DISCUSSÃO 

  
A associação de terapias no tratamento da doença periodontal crônica 

tem mostrado benefícios clínicos e microbiológicos. Dentre os antibióticos sistêmicos 
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utilizados no tratamento da periodontite crônica, o MTZ e a combinação de MTZ e 

AMX têm sido apontados como promissores (FERES et al., 2001; WINKEL et al., 

2001; ROONEY et al., 2002; CARVALHO et al., 2004 e 2005; HAFFAJEE et al., 

2007; MOEINTEGHAVI et al., 2007; MATARAZZO et al., 2008; CIONCA et al., 2009 

e 2010; SILVA et al., 2011; GOODSON et al., 2012; MDALA et al., 2012). Da mesma 

forma, o controle rigoroso da placa supragengival durante e após a RAR parece 

oferecer benefícios adicionais, principalmente quando a CLX é utilizada (XIMENEZ-

FYVIE et al., 2000b; HAFFAJEE et al., 2003a; CARVALHO et al., 2004 e 2005; 

FAVERI et al., 2006b  e FERES et al., 2009). Porém, até o momento nenhum estudo 

clínico aleatorizado e controlado por placebo havia comparado os efeitos na 

composição da placa subgengival da utilização adjunta do MTZ com os obtidos com 

MTZ+AMX, além de 3 meses; ou da terapia de MTZ+AMX além de 6 meses. 

Adicionalmente, os efeitos microbiológicos do uso prolongado da CLX associado à 

antibioticoterapia sistêmica ainda não foram avaliados. Logo, o presente estudo teve 

por objetivo avaliar os efeitos na composição da microbiota subgengival da terapia 

de RAR associada ou não ao MTZ ou ao MTZ+AMX; e como objetivo secundário, 

avaliar os efeitos adicionais do uso prolongado de CLX nessas terapias. 

 Antes de iniciar a discussão dos dados obtidos no presente estudo, 

alguns aspectos relacionados à metodologia empregada no presente estudo serão 

abordados. A dosagem e a duração ideais para a administração do MTZ somente ou 

em combinação com a AMX no tratamento das doenças periodontais ainda não 

estão determinadas. Diversos estudos avaliaram os efeitos da administração 

sistêmica desses antibióticos em dosagens que variaram de 200 a 500 mg 3 vezes 

ao dia (LOESCHE et al., 1984; 1992; 2002; 2005; PALMER et al., 1998 e 1999; 

FERES et al., 2001; CARVALHO et al., 2004 e 2005; GUERRERO et al., 2005; 

XAJIGEORGIOU et al., 2006; MOREIRA & FERES FILHO, 2007; HAFFAJEE et al., 

2007 e 2008; SILVA et al. 2011; GOODSON et al. 2012; MDALA et al., 2012), dando 

embasamento para a dosagem administrada no presente estudo: 400mg de MTZ e 

500mg de AMX 3 vezes ao dia. Essa dosagem está de acordo com a recomendação 

de Montvale (1992) no Phisicians Desk Reference (Medical Economics Staff), de até 

1.500 mg/dia de metronidazol para tratar infecções anaeróbias; e da ANVISA 

(DICIONÁRIO de ESPECIALIDADES FARMACÊUTICAS, 2007), que aprova a 

utilização de até 1.500 mg/dia de amoxicilina para o tratamento de infecções. O 
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protocolo de duração da administração dos antibióticos por 14 dias, iniciando junto 

com a RAR, foi determinado de acordo com os estudos de Haffajee et al. (2007 e 

2008), Matarazzo et al. (2008), Silva et al. (2011), Goodson et al. (2012) e Mdala et 

al. (2012) . Vale destacar que a utilização desses antibióticos por duas semanas está 

dentro dos limites biológicos aceitáveis e tem sido utilizada no tratamento de outras 

infecções, como no caso de úlceras gástricas causadas por Helicobacter pylori 

(UYGUN et al., 2007). Além disso, essa escolha visou disponibilizar a droga no 

ambiente subgengival pelo tempo em que a RAR estivesse sendo realizada. O 

melhor momento para a administração da antibioticoterapia também ainda não está 

definido em periodontia. Alguns estudos iniciaram a administração dos antibióticos 

logo após a RAR realizada por quadrantes (LOESCHE et al.,1992; ROONEY et al., 

2002; CARVALHO et al., 2004 e 2005) enquanto outros o fizeram 

concomitantemente ao procedimento mecânico (FERES et al., 2001; HAFFAJEE et 

al., 2007 e 2008; MATARAZZO et al., 2008; SILVA et al. 2011; GOODSON et al. 

2012; MDALA et al. 2012). Uma forte razão para iniciar as terapias ao mesmo tempo 

é a redução drástica e rápida da maioria das espécies bacterianas subgengivais, 

que parece ser um ponto crucial para provocar uma alteração mais benéfica no perfil 

microbiológico subgengival (HAFFAJEE et al., 2008).  

A utilização de CLX a 0,12% 2 vezes ao dia está de acordo com Eaton et 

al. (1997) que demonstraram a eficácia deste protocolo de bochecho com CLX na 

redução do  índice de placa e da inflamação gengival. Em relação ao tempo de 

utilização, diversos autores já haviam utilizado este antimicrobiano de forma 

prolongada, em períodos que variaram entre 2 meses (QUIRYNEN et al., 2000; 

FAVERI et al., 2006b), 3 meses (EATON et al., 1997), 4 meses (MAGNUSSON et 

al., 1984) e 1 ano (CHRISTIE et al., 1998). O presente estudo seguiu o protocolo de 

Faveri et al. (2006b) e Feres et al. (2009), que propuseram  o uso deste 

antimicrobiano por 2 meses.  

Os dados microbiológicos mostraram que as associações de antibióticos 

sistêmicos levaram a efeitos benéficos superiores na composição da microbiota 

subgengival aos obtidos somente com a RAR. Apesar de que todas as terapias 

utilizadas no presente estudo levaram a uma melhora no perfil microbiológico 

subgengival em 1 ano após os tratamentos, os dois grupos que receberam 

antibióticos sistêmicos apresentaram níveis e proporções significativamente menores 
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dos 3 patógenos do complexo vermelho. Uma vantagem adicional foi observada 

para a utilização dos dois antibióticos, uma vez que os indivíduos que tomaram 

MTZ+AMX obtiveram maiores proporções das espécies benéficas de Actinomyces. 

Em relação ao grupo de RAR é importante destacar que as proporções de complexo 

vermelho observadas após 1 ano (11.6%) foram semelhantes ou até mesmo 

inferiores às  observadas em outros estudos que também utilizaram o checkerboard 

DNA-DNA hybridization para avaliação microbiológica (CUGINI et al., 2000; 

CARVALHO,  2002; HAFFAJEE et al. 2008; FERES et al., 2009), sugerindo que os 

resultados microbiológicos obtidos com a RAR estavam dentro dos esperados para 

esse tipo de terapia.  Esse é um dado importante, pois remete a uma questão 

fundamental recentemente levantada por Cionca et al. (2009), que é a importância 

de se obter excelentes resultados com a terapia controle  para permitir uma 

avaliação clara dos efeitos adicionais das terapias adjuntas.  

A associação do MTZ ou do MTZ+AMX à RAR no presente estudo levou a 

alterações no perfil microbiológico mais benéficas do que as obtidas com a terapia 

mecânica sozinha. Os níveis e proporções das três espécies bacterianas do 

complexo vermelho ficaram em níveis e proporções estatisticamente mais baixos no 

grupo que recebeu antibióticos sistêmicos do que no grupo que recebeu apenas 

RAR, em 1 ano após os tratamentos (Figuras 1 a 4). Enquanto o grupo controle 

apresentava 11.6% remanescente de complexo vermelho em 1 ano após terapia, o 

grupo que recebeu MTZ apresentava 4.5% e o que recebeu MTZ+AMX 3.7% (Figura 

2). Esse dado pode ser confirmado na figura 3, que mostra que nos grupos MTZ e 

MTZ+AMX houve uma redução na média de 30% do complexo vermelho e laranja, 

enquanto que no grupo controle a redução foi de 18%. Esses dados estão de acordo 

com estudos anteriores que também associaram esses antibióticos no tratamento da 

periodontite crônica e em geral mostraram resultados clínicos e microbiológicos 

melhores do que os obtidos somente com a terapia mecânica tanto com a utilização 

do MTZ (JOYSTON-BECHAL et al., 1986; LOESCHE et al., 1992; WINKEL et al., 

1997; FERES et al., 2001; HAFFAJEE et al., 2003, 2007 e 2008; CARVALHO et al., 

2004 e 2005) quanto com a utilização do MTZ+AMX (VAN WINKELHOFF et al., 

1989 e 1992; EHMKE et al., 2005; PAHKLA et al., 2006; MOEINTAGHAVI et al., 

2007; MATARAZZO et al., 2008; CIONCA et al., 2009; SILVA et al. 2011; 

GOODSON et al. 2012; MDALA et al. 2012).  
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Quando os efeitos das duas terapias antibióticas foram comparados, o 

grupo que recebeu MTZ+AMX mostrou algumas vantagens, como por exemplo, 

proporções mais altas das espécies de Actinomyces (p<0.05), que é um efeito 

terapêutico desejado e importante. É difícil a comparação desses resultados com 

outros estudos da literatura, uma vez que os efeitos no perfil microbiológico da RAR 

associada ao MTZ ou ao MTZ+AMX ainda não haviam sido diretamente comparados 

no longo prazo. Porém, os resultados aqui apresentados corroboram com estudos 

de curto prazo (3 meses de acompanhamento) que mostraram  benefícios 

microbiológicos e clínicos adicionais da terapia de MTZ+AMX sobre a terapia adjunta 

de MTZ (MATARAZZO et al. 2008; SILVA  et al. 2011). Além disso, os dados aqui 

apresentados sugerem que esses benefícios são mantidos por pelo menos um ano.   

Fundamentos biológicos e ecológicos podem explicar os efeitos benéficos 

dos antibióticos sistêmicos utilizado nesse estudo. Sabe-se que o MTZ possui 

espectro de ação direcionado para bactérias anaeróbias estritas, como é o caso dos 

três patógenos do complexo vermelho. Uma hipótese que pode explicar o efeito 

sinérgico da AMX, é que por ser um antibiótico de amplo espectro, a AMX atuaria 

sobre quase todas as demais espécies subgengivais, ajudando a reduzir 

rapidamente as contagens totais desses microrganismos. Acredita-se que a redução 

drástica e rápida da maioria das espécies bacterianas subgengivais seja um ponto 

crucial para permitir a recolonização dos sítios tratados por colonizadores primários 

benéficos dos complexos, roxo, amarelo e verde, espécies de Actinomyces, que por 

sua vez impediriam a recolonização do grupo vermelho (SOCRANSKY & 

HAFFAJEE, 2005). O restabelecimento desse perfil microbiológico de saúde 

periodontal poderia contribuir para a manutenção dos resultados clínicos benéficos, 

obtidos inicialmente, por longos períodos. 

A aleatorização dos 3 grupos de tratamento principais em 6 subgrupos 

teve o objetivo de avaliar a ação do uso prolongado da CLX sobre o resultados das 

terapias empregadas (Figura 5). As mesmas tendências observadas nos 3 grupos 

principais para as reduções nos patógenos periodontais (Figuras 1 a 4) foram 

mantidas na comparação entre os 6 subgrupos, ou seja, os subgrupos tratados com 

antibióticos sistêmicos apresentaram proporções significativamente reduzidas de 

complexo vermelho em comparação com o subgrupo controle que não bochechou 

com CLX. Porém, essa diferença não foi significativa na comparação com o 
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subgrupo controle que bochechou com CLX, sugerindo um benefício adicional da 

CLX sobre a RAR.  

Nenhuma diferença estaticamente significativa foi observada entre os dois 

subgrupos (que bochecharam ou não com CLX) dentro das terapias principais. 

Porém, vale destacar que a falta de significância estatística nesse caso pode estar 

relacionada com o tamanho da mostra, uma vez que o cálculo de poder esse estudo 

foi originalmente realizado utilizando-se uma variável clínica primária clínica para a 

comparação das 3 terapias principais, como descrito no Capítulo 1. Esse pode ser 

apontado como uma limitação do desenho experimental do presente estudo. Posto 

isso, as tendências mostradas pelos dados, mesmo que não tenham sido 

estatisticamente significativas, devem ser consideradas. Por exemplo, observa-se na 

Figura 5 que o uso da CLX levou a uma melhora nos resultados obtidos pela RAR 

onde foi observado uma redução do complexo vermelho de 10 para 7% em sítios 

inicialmente rasos e de 19 para 8%, em sítios inicialmente profundos (Figura 5), nos 

subgrupos que não bochecharam ou bochecharam com CLX, respectivamente. 

Esses achados corroboram com os de Feres et al. (2009), que também observaram 

maiores reduções nos patógenos do complexo vermelho com o uso do bochecho de 

CLX associado à RAR e durante o período de cicatrização. Em relação aos grupos 

que receberam antibióticos sistêmicos, os efeitos adicionais da CLX foram mais 

evidentes nos sítios inicialmente rasos, que chegaram ao final do período 

experimental com a metade (subgrupo de MTZ+CLX) ou um quarto (subgrupo 

MTZ+AMX+CLX) da proporção de complexo vermelho observadas nos subgrupos 

que não bochecharam com CLX. Além disso, esses dois subgrupos apresentaram 

de 20 a 30% a mais de Actinomyces em relação aos subgrupos controle-CLX. A 

comparação dos perfis microbiológicos nos sítios inicialmente rasos entre o 

subgrupo controle que não bochechou com CLX com o subgrupo MTZ+AMX que 

bochechou parece bem impactante. Enquanto os sítios rasos do subgrupo controle 

que não recebeu nenhuma terapia adicional permanecia com 10% de complexo 

vermelho, o subgrupo teste que associou todas as terapias apresentava menos de 

1% desses patógenos, após 1 ano de acompanhamento (figura 5). Esses resultados 

são muito importantes e sugerem uma vantagem clínica para a combinação de RAR 

e MTZ+AMX+CLX, uma vez que essas espécies são intimamente relacionadas com 

o início e progressão da periodontite crônica e a redução desses patógenos é 
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fundamental para que os níveis de inserção clínica sejam mantidos estáveis ao 

longo do tempo (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005; HAFFAJEE et al., 2006; TELES 

et al., 2006). É interessante observar que mesmo nesses sítios rasos, onde o 

procedimento de RAR é normalmente considerado mais efetivo, as associações de 

terapias, foram mais efetivas em alterar o perfil microbiológico nesses sítios do que a 

RAR somente. 

No geral, os níveis e as proporções das espécies consideradas 

compatíveis com o hospedeiro dos complexos roxo, amarelo e verde mantiveram-se 

estáveis ou aumentaram após as terapias. Porém, nota-se um efeito positivo 

adicional no aumento das proporções das espécies de Actinomyces com o uso de 

antibioticoterapia (figuras 2 e 3). Os indivíduos que receberam RAR associada ao 

MTZ ou MTZ+AMX tiveram aumentos significativos nas proporções dessas 

espécies. E a associação de MTZ+AMX+CLX alcançou proporção ainda maior de 

Actinomyces, após 1 ano de acompanhamento(figura 5). Os estudos que avaliaram 

os efeitos da RAR em combinação com bochechos de CLX (FERES et al., 2009) ou 

com MTZ+AMX (MATARAZZO et al., 2008) também observaram um efeito positivo 

da CLX ou desses dois antibióticos em aumentar as proporções dos Actinomyces.  

Por outro lado, a RAR somente foi o tratamento que menos aumentou as proporções 

das espécies benéficas (Figuras 2). Esses resultados são muito importantes, pois 

vão ao encontro dos objetivos microbiológicos da terapia periodontal, que é alterar 

drasticamente o biofilme e permitir uma recolonização mais compatível com saúde e 

que possa ser mantida ao longo do tempo (TELES et al. 2006). Ao mesmo tempo, 

corroboramos com estudos anteriores que demonstraram que a associação da 

antibioticoterapia à RAR teria uma maior capacidade de causar essas profundas 

alterações microbiológicas e assim permitir que os benefícios clínicos possam ser 

mantidos em longo prazo (SOCRANSKY & HAFFAJEE 2005, HAFFAJEE et al. 

2006).   

Considerando todas as alterações microbiológicas aqui descritas pode-se 

dizer que, de forma geral, as modificações mais benéficas na composição do 

biofilme subgengival, incluindo reduções nos patógenos e aumento de espécies 

benéficas foram obtidas com a combinação de antibioticoterapia, tendo sido 

observado um benefício adicional para o grupo que associou todas as quatro 

terapias (RAR+MTZ+AMX+CLX), embora sem diferença estatisticamente 
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significante, principalmente devido aos baixíssimos níveis e proporções das espécies 

do complexo vermelho encontrados nesses indivíduos em 1 ano de observação. 

Logo a seguir, podemos ver a terapia de RAR+MTZ e RAR+MTZ+AMX com uma 

vantagem para o grupo controle na redução dos patógenos do complexo vermelho e 

aumento dos Actinomyces. A terapia que menos alterou a composição da microbiota 

subgengival foi a de RAR somente.  
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Figura 1. Perfil microbiano na contagem total das 40 espécies bacterianas presentes nas amostras de biofilme subgengival no início do estudo, 3, 6 e 12 
meses pós-RAR. O último painel apresenta o perfil  em 1 ano nos três grupos experimentais.  

  RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina.  
Teste Friedman e Dunn (*p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001) * indicam diferenças significativas entre os tempos. 
Teste Kruskal-Wallis (*p<0,05) - Dunn (p<0,05): Letras distintas indicam diferenças significativas entre os grupos. Os resultados foram ajustados para 

comparações múltiplas (Socransky et al., 1991).   
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Figura 2. Proporções (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme subgengival no início do estudo, e 1 ano pós-RAR.  
RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina. 
Teste Wilcoxon (*p<0,05) - indica diferenças significativas entre início do estudo e 1 ano pós-terapia em cada grupo.  
Teste Kruskal-Wallis (*p<0,05) - Dunn (p<0,05): Letras distintas indicam diferenças significativas entre os grupos.  
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Figura 3. Média de alteração da proporção de Actinomyces  e complexo vermelho + laranja em 1 anos pós-RAR nos três grupos terapêuticos. 
RAR: Raspagem e alisamento radicular;  MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina. 
Teste Kruskal-Wallis  - Dunn (p<0,05): Letras distintas indicam diferenças significativas entre os grupos.  
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Figura 4. Proporções (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme em 1 ano pós-RAR, nos sítios com 

profundidade de sondagem  (PS) incial ≥ 5 mm e ≤4 mm. RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina. 

Teste Kruskal-Wallis  - Dunn (p<0,05): Letras distintas indicam diferenças significativas entre os grupos.  
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Figura 5. Proporções (%) dos complexos microbianos presentes nas amostras de biofilme em 1 ano pós-RAR, nos sítios com profundidade de sondagem 
(PS) incial ≥ 5 mm e ≤4 mm, nos seis subgrupos terapêuticos. RAR: Raspagem e alisamento radicular; MTZ: Metronidazol; AMX: Amoxicilina; CLX: 
Clorexidina. 
Teste Kruskal-Wallis  - Dunn (p<0,05): Letras distintas indicam diferenças significativas entre os grupos.  
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5. CONCLUSÕES 

A associação de MTZ ou MTZ+AMX à RAR levou a benefícios clínicos e 

microbiológicos adicionais no tratamento da periodontite crônica generalizada 

quando comparadas somente à RAR. Esses benefícios foram mantidos ate pelo 

menos 1 ano pós-terapia. 

A associação dos dois antibióticos (MTZ+AMX) promoveu alterações 

benéficas mais evidentes no perfil microbiológico subgengival do que as observadas 

com o uso somente de MTZ. 

Os dados não demonstraram um benefício estatisticamente significativo 

adicional da CHX sobre os resultados da terapia adjunta com antibióticos. Porém, os 

subgrupos que bochecharam com CHX por 2 meses mostraram uma tendência a 

apresentar menos sítios residuais e um melhor perfil microbiológico em 1 ano, 

especialmente nos sítios rasos. 
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ANEXOS 

Anexo A - Aprovação do Comitê de Ética em Pesquisa (UnG).  
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Anexo B – QUESTIONÁRIO DE  EFEITOS  ADVERSOS (CÁPSULAS) 

 

Nome:___________________________________________Data:____/_____/__ 

 

Marque um X na resposta para cada uma das perguntas 

abaixo: 

SIM NÃO NÃO 

SEI 

1)Você conseguiu tomar os medicamentos como lhe foi 

orientado ? 

   

2)Você sentiu algum mal-estar devido ao medicamento 

que tomou? 

   

3)Você sentiu algum mal-estar devido ao medicamento 

que tomou? 

   

4)Sentiu náuseas ou vômito? 

 

   

5)Teve diarréia neste período? 

 

   

6) Sentiu dor de cabeça 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 irritação? 

 

   

09) Sentiu fraqueza ou falta de ânimo para o trabalho? 

 

   

10) Teve sono excessivo devido aos medicamentos? 

 

   

11) Os horários do medicamento prejudicaram o seu dia-a-dia?    

12) Você tomaria os medicamentos novamente caso fosse 

necessário? 
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SIM 
 
NÃO 

  
NÃO 
 SEI 

Anexo C – QUESTIONÁRIO DE EFEITOS ADVERSOS (BOCHECHOS) 


