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RESUMO

O objetivo deste estudo clinico duplo-cego, placebo-controlado foi comparar os
efeitos clinicos e microbiolégicos de diferentes doses de metronidazol (MTZ), bem
como da duragdo da administragao sistémica de MTZ + amoxicilina (AMX) no
tratamento da periodontite crénica generalizada (PCG). Cento e dez individuos
foram aleatoriamente distribuidos em cinco grupos terapéuticos (n=22 por grupo):
Controle: raspagem e alisamento radicular (RAR); Teste 1: RAR + AMX 500mg +
MTZ 250mg 3x/dia por 7 dias; Teste 2: RAR + AMX 500mg + MTZ 400mg 3x/dia por
7 dias; Teste 3: RAR + AMX 500mg + MTZ 250mg 3x/dia por 14 dias; Teste 4: RAR +
AMX 500mg + MTZ 400mg 3x/dia por 14 dias. Os sujeitos receberam monitoramento
clinico e microbiolégico no inicio do estudo e trés meses pos-terapia. Os parametros
clinicos avaliados em 6 sitios por dente foram: profundidade de sondagem (PS),
nivel clinico de insercao, placa visivel, sangramento gengival, sangramento a
sondagem e supuracdo. Nove amostras de biofilme subgengival foram coletadas por
individuo e analisadas para 40 espécies bacterianas pelo teste checkerboard DNA-
DNA hybridization. Os individuos que receberam antibidticos sistémicos, em
qualquer dose ou duracdo apresentaram melhores resultados clinicos, em
comparagao com os tratados somente com RAR. No entanto, aos 3 meses pos-
terapia, apenas os dois grupos teste que receberam antibiéticos sistémicos durante
14 dias apresentaram uma menor média de sitios residuais com PS = 5mm (RAR +
AMX 500mg + MTZ 250mg = 9,2 £ 8,9; RAR + AMX 500mg + MTZ 400mg = 7,4 £
10,2), em comparagédo com o grupo controle (18,1 £ 14,1) (p<0,05 entre cada grupo
teste e o grupo controle). As alteragbes mais marcantes na composi¢do da
microbiota subgengival, foram observadas nos dois grupos teste que receberam
antibioticos sistémicos por 14 dias. Individuos nestes dois grupos mostraram uma
reducao estatisticamente significante nos niveis e propor¢des dos trés patégenos do
complexo vermelho, Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola, bem como em trés ou quatro espécies do complexo laranja. Além disso,
trés meses apods a terapia, apenas estes dois grupos teste demonstraram menores
propor¢cdes médias de complexo vermelho (RAR + AMX 500mg + MTZ 250mg =
6,3%; RAR + AMX 500mg + MTZ 400mg = 6,2%) em comparagdo com O grupo
controle (11,0%) (p<0,05 entre cada grupo teste e o grupo controle). Nao foram
observadas diferengas estatisticamente significantes entre os grupos que tomaram
250 ou 400 mg de MTZ por 7 dias, ou entre aqueles que tomaram 250 ou 400 mg de
MTZ por 14 dias. O uso adjunto de AMX + MTZ por 14 dias no tratamento da PCG,
oferece beneficios clinicos e microbiologicos além dos obtidos com a RAR,
independentemente da dosagem de MTZ utilizada (250mg ou 400mg).

Palavras-chave: Periodontite cronica. Metronidazol. Amoxicilina. Terapia
periodontal.



ABSTRACT

The aim of this double-blind, placebo-controlled clinical trial was to compare the
clinical and microbiological effects of different dosages of metronidazole (MTZ), and
duration of systemic administration of MTZ + amoxicillin (AMX) in the treatment of
generalized chronic periodontitis (GChP). One hundred and ten individuals were
randomly assigned to five treatment groups (n= 22 per group): Control: scaling and
root planning (SRP), Test 1: SRP + AMX 500mg + MTZ 250mg 3x/day for 7 days;
Test 2: SRP + AMX 500mg + MTZ 400mg 3x/day for 7 days; Test 3: SRP + AMX
500mg + MTZ 250mg 3x/day for 14 days; Test 4: SRP + AMX 500mg + MTZ 400mg
3x/day for 14 days. The subjects received clinically and microbiologically monitoring
at baseline and at three months post-therapy. The clinical parameters evaluated at 6
sites per tooth were: probing depth (PD), clinical attachment level, visible plaque,
gingival bleeding, bleeding on probing and suppuration. Nine subgingival biofilm
samples were collected per subject and analyzed for 40 individual bacterial species
by checkerboard DNA-DNA hybridization. Individuals who received systemic
antibiotics at any dose or duration showed better clinical results in comparison with
those treated with SRP only. However, at 3 months post-therapy, only the two test
groups receiving systemic antibiotics for 14 days showed a lower mean number of
residual sites with PD = 5 mm (SRP + AMX 500mg + MTZ 250mg = 9.2 + 8.9, SRP +
AMX 500mg + MTZ 400mg = 7.4 + 10.2) compared with the control group (18.1 %
14.1) (p<0.05 between each test group and the control group). The most marked
changes on the subgingival microbiota were observed in both test groups that
received systemic antibiotics for 14 days. Subjects in these two groups showed a
statistically significant reduction in the levels and proportions of the three pathogens
of the red complex, Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis and Treponema
denticola, as well as in three or four species of the orange complex. Moreover, three
months after therapy, only these two test groups showed lower mean proportions of
red complex (SRP + AMX 500mg + MTZ 250mg = 6.3%; SRP + AMX 500mg + MTZ
400mg = 6.2%) compared with the control group (11.0%) (p<0.05 between each test
group and control group). No statistically significant differences were observed
between the groups taking 250 or 400 mg of MTZ for 7 days, or between those who
took 250 or 400 mg of MTZ for 14 days. The adjunctive use of MTZ + AMX for 14
days in the treatment of GChP leads to additional microbiological and clinical
benefits, beyond those obtained with SRP, regardless the MTZ dose used (250mg or
400mg).

Keywords: Chronic periodontitis. Metronidazole. Amoxicillin. Periodontal therapy.
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1 INTRODUGAO

1.1 Etiologia da doengas periodontais

As periodontites sdo um grupo de infecgbes que acometem o periodonto de
protecao e sustentacdo dos dentes, causando uma perda progressiva de insergao,
de tecido 6sseo e, eventualmente, do elemento dentario (ARMITAGE, 1999). Em
relacdo a microbiota associada a essas infecgdes, ja esta bem estabelecido na
literatura que a gengivite € decorrente do acumulo indiferenciado de bactérias na
margem gengival, enquanto que as doencas periodontais estdo associadas ao
aumento nos niveis e proporgbes de espécies patogénicas e a concomitante
diminuicao de espécies compativeis com o hospedeiro (TELES et al., 2006).

O carater infeccioso especifico das periodontites foi sugerido nas décadas de
1970 e 1980 (LOESCHE, 1976; LISTGARTEN & HELLDEN, 1978; LOE et al.,
1978,1986). Porém, dificuldades em se cultivar varios patdgenos periodontais,
principalmente as espécies anaerdbias estritas, como as espiroquetas, atrasaram
sobremaneira os estudos microbiolégicos de maior porte em periodontia. A partir do
final da década de 1980, o desenvolvimento de técnicas imunoldgicas e de biologia
molecular permitiu a detecgdo mais precisa das espécies bacterianas que compdem
os biofilmes orais e comegou-se entdo a estabelecer a relagdo dos diferentes perfis
microbianos com as diversas formas de periodontite (CHRISTERSSON et al., 1987;
SOCRANSKY et al.,, 1988; WATANABE & FROMMEL, 1993; SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 1994; AVILA-CAMPOS et al., 1999; GOMES et al., 2006; FAVERI et al.,
2008, 2009). A maior vantagem dessas técnicas é a possibilidade de deteccédo de
espécies dificeis de serem identificadas pelos métodos tradicionais de diagndstico
microbioldgico, 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 diagnostico microbiolégico,
que utiliza sondas de acido desoxirribonucléico (DNA) para identificagdo bacteriana.
Esse mesmo grupo de pesquisadores utilizou essa técnica de diagnostico para
avaliar as associagoes entre 40 espécies bacterianas presentes em 13.261 amostras
de biofilme subgengival de 185 individuos (160 com periodontite e 25 saudaveis)

(SOCRANSKY et al., 1998). Os autores descreveram cinco complexos bacterianos
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principais nas amostras de biofilme subgengival desses individuos. Um deles,
denominado complexo vermelho, é composto pelas espécies T. forsythia,
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, e foi fortemente relacionado com
profundidade de sondagem (PS) e sangramento a sondagem (SS). Outro grupo,
denominado complexo laranja, que parece preceder a colonizagcdo do complexo
vermelho, foi dividido em dois subgrupos: um central, composto por Fusobacterium
nucleatum, Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens e Parvimonas micra; e outro grupo periférico, formado por Eubacterium
nodatum, Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracili e
Streptococcus constellatus. Os outros trés complexos, denominados amarelo, verde
e roxo demonstraram grande associagao entre si € menor associagdo com os dois
primeiros, e sdo compostos por diversas espécies consideradas compativeis com o
hospedeiro. O complexo verde é formado por Capnocytophaga sputigena,
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Eikenella corrodens e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a. O complexo amarelo é
composto por um grupo de estreptococos: Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e Streptococcus intermedius;
e o complexo roxo inclui Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. As
espécies de Selenomonas noxia e A. actinomycetencomitans sorotipo b nédo se
correlacionaram com outras espécies. Posteriormente, algumas espécies de
actinomicetos (Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces
naeslundii e Actinomyces oris) foram agrupadas e consideradas compativeis com o
hospedeiro, relacionadas diretamente com estado de saude (SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2002).

1.2 Tratamento periodontal

Ja estd bem determinado na literatura que os principais objetivos da terapia
periodontal sao reduzir PS, SS e supuragao (SUP), além de promover um ganho no
nivel clinico de insergdo (NCI) e manté-lo estavel no longo prazo. Esses objetivos
clinicos sdo alcangados quando os niveis, propor¢des e percentual dos sitios
colonizados por patdgenos periodontais do complexo laranja e, principalmente, do

complexo vermelho sdo efetivamente reduzidos apds a terapia, e uma nova
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comunidade bacteriana com maiores proporgdes de bactérias compativeis com
saude é estabelecida na cavidade oral (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005; TELES
et al., 2006).

A raspagem e alisamento radicular (RAR) & a terapia periodontal mais
comumente utilizada para o tratamento periodontal. Apesar de levar, na maioria das
vezes, a uma melhora nos parametros clinicos periodontais, a RAR é muitas vezes
insuficiente para modificar profundamente o perfil bacteriano patogénico para um
perfil relacionado a saude periodontal, principalmente em casos de doencas mais
avangadas ou associadas a fatores de risco, como o fumo (HAFFAJEE et al., 1997;
CUGINI et al., 2000; CARVALHO et al., 2005; MATARAZZO et al., 2008). Sendo
assim, outras terapias coadjuvantes a RAR, como os antibidticos sistémicos, tém
sido propostos com o objetivo de potencializar os efeitos clinicos e microbiolégicos
desta forma de terapia (HERRERA et al., 2002; HAFFAJEE et al., 2003; HERRERA
et al., 2008).

1.2.1 Antibioticoterapia no tratamento periodontal

Os estudos clinicos sobre o efeito dos antibidticos nas doencgas periodontais
iniciaram-se na década de 70, quando Slots et al. (1979) observaram a agao positiva
da tetraciclina hidrocloridrica no tratamento da periodontite agressiva localizada em
individuos jovens. Posteriormente, esses medicamentos comegaram também a ser
estudados no tratamento de outras formas de periodontite. Os antibiéticos mais
utilizados como adjuntos a terapia periodontal basica no tratamento da periodontite
cronica sao a tetraciclina e seus derivados, como a doxiciclina e a minociclina
(HELLDEN et al., 1979; SLOTS et al., 1979; SCOPP et al., 1980; CIANCIO et al.,
1982; LINDHE et al.,1983b; MULLER et al., 1990; FREEMAN et al., 1992; MULLER
et al., 1993; CROUT et al., 1996; LOESCHE et al.,, 1996; FERES et al., 1999a,
1999b; GONCALVES et al., 2004); as penicilinas, principalmente a amoxicilina
(AMX) (HELOVUO & PAUNIO, 1989; ABU-FANAS et al., 1991; HELOVUO et al.,
1993; FERES et al., 2001); o metronidazol (MTZ) (LINDHE et al., 1983a; LOESCHE
et al., 1984, 1987, 1991, 1992, 1996; FERES et al., 2001; CARVALHO et al., 2004;
POULET et al., 2005; HAFFAJEE et al., 2007); e mais recentemente a azitromicina
(MASCARENHAS et al., 2005; DASTOOR et al., 2007, GOMI et al., 2007a, 2007b;
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HAFFAJEE et al.,, 2007,2008). Outros estudos mostraram excelentes resultados
clinicos e microbiolégicos utilizando a associacdo do MTZ e da AMX no tratamento
da doenca periodontal em individuos jovens (MESTNIK et al., 2010,) ou adultos
(PAVICIC et al., 1994; LOPEZ et al., 1998, 2000; WINKEL et al., 2001; LOPEZ et al.,
2006; DANNEWITZ et al., 2007; MOEINTAGHAVI et al., 2007; MATARAZZO et al.,
2008). Em geral, os estudos mostram beneficios clinicos e microbiolégicos com a
utilizacao desses antibidticos; beneficios esses que variam de acordo com o tipo de
droga administrada, com a populagéo estudada e, principalmente, com a ades&o dos

pacientes ao protocolo terapéutico (GUERRERO et al., 2007).

1.2.1.1 Metronidazol e amoxicilina

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

A vantagem do MTZ no tratamento da periodontite crénica € seu espectro de
acao direcionado as espécies bacterianas anaerdbias estritas, como € o caso dos 3
patdogenos do complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e T. denticola). Uma
série de estudos iniciados por Loesche e colaboradores desde o final da década de
1980 sugeriram a redugao da necessidade de se realizar procedimento cirurgico no
tratamento periodontal quando individuos com periodontite cronica eram tratados
com MTZ sistémico. Os autores observaram que o MTZ, na dosagem de 750mg a 1
g por dia, administrado por 14 dias associado a terapia mecénica, diminuia em até
93% o numero de dentes com necessidade de tratamento cirurgico, e em até 81% o
numeros de dentes com indicagao de extragao por doenga periodontal (LOESCHE et
al.,, 1987, 1991, 1992, 1996, 2002 e 2005). Os efeitos do MTZ nos diversos
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parametros clinicos periodontais, como redu¢ao da PS e ganho de insergao clinica
(IC), foram estudados por diferentes grupos de pesquisa. De forma geral, a maioria
dos estudos que associaram o MTZ a RAR no tratamento da peridontite crénica
mostrou resultados clinicos melhores do que os obtidos somente com a terapia
mecanica (JOYSTON-BECHAL et al., 1986; LOESCHE et al., 1992; WINKEL et al.,
1997; ELTER et al., 1997; FERES, 1999; HAFFAJEE et al., 2003, 2007; CARVALHO
et al., 2004, MATARAZZO et al., 2008).

Além dos aspectos clinicos, alguns estudos também avaliaram as alteragdes
na composi¢cao da microbiota subgengival apds a utilizagdo do MTZ em individuos
com periodontite crénica ndo-fumantes (GOODSON & FERES, 1999; FERES et al.,
2001; ROONEY et al., 2002; CARVALHO et al., 2005; EHMKE et al., 2005; TELES et
al., 2006; MOENTAGHAVI et al., 2007; HAFFAJEE et al.,, 2008; ou fumantes
(PALMER et al., 1999; SODER et al., 1999; WINKEL et al., 2001; PAHKLA et al.,
2006 e MATARAZZO et al., 2008). Haffajee et al. (2008) observaram alteragbes mais
positivas no perfil microbiolégico subgengival em individuos com periodontite crénica
que receberam MTZ ou azitromicina sistémicos, superiores as observadas com RAR
somente. Em um estudo recente do nosso grupo de pesquisa (MATARAZZO et al.,
2008) observamos que a combinacdo de MTZ, AMX e RAR foi mais eficaz em
reduzir os niveis de T. denticola, C. rectus, E. nodatum e P. gingivalis do que a RAR
somente, em individuos fumantes com periodontite crénica.

A AMX pertence ao grupo das penicilinas. Esses antibioticos séo bactericidas
e atuam impedindo a sintese da parede celular bacteriana. A AMX tem um amplo
espectro de atividade, atuando sobre espécies anaerdbias estritas e facultativas
(WALKER et al., 1985; KULIK et al., 2008), e também sobre cocos e bacilos Gram-
negativos e Gram-positivos (MONTGOMERY et al., 2000). Porém, os estudos que
avaliaram o efeito desse antibidético combinado a RAR no tratamento da doenca
periodontal mostraram apenas discretas vantagem sobre a terapia mecanica sozinha
(HELOVUO & PAUNIO, 1989). Logo, a AMX néo tem sido o antibidtico de primeira
escolha para o tratamento das infec¢des periodontais.

Feres et al. (2001) compararam diretamente os efeitos da AMX ou do MTZ na
composi¢cao da microbiota subgengival de individuos com periodontite crbénica. Os
voluntarios receberam RAR associada ao MTZ (250mg 3 x dia) ou a AMX (500mg 3

x dia), ambos por 14 dias. Foi observado que os niveis e as propor¢gdes de T.
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forsythia, P. gingivalis e T. denticola reduziram drasticamente durante a
administragao dos antibidticos e se mantiveram mais baixas que no tempo inicial aos
360 dias pos-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
reducao dos niveis das 3 espécies do complexo vermelho; no entanto, apés 360 dias
ocorreu uma maior recolonizacdo de patdgenos, principalmente das espécies T.

forsythia e T. denticola.

1.2.1.2 Metronidazol associado a amoxicilina

A associagao do MTZ e da AMX a terapia mecéanica foi sugerida pela primeira
vez por van Winkelhoff et al. (1989, 1992). Esse grupo de pesquisadores observou
significante redugdo nos niveis de A. actinomycetemcomitans e na profundidade de
sondagem, além de ganho de inser¢ao, na maioria dos individuos que receberam
RAR associada ao MTZ (250mg, 3x/dia) e AMX (375mg, 3x/dia), ambos por 7 dias
(van WINKELHOFF et al., 1992). Apds esses estudos iniciais, diversos autores
avaliaram os efeitos clinicos e microbiolégicos dessa combinagdo de terapias no
tratamento da periodontite crénica (PAVICIC et al., 1994; FLEMMIG et al., 1998;
BERGLUNDH et al., 1998; WINKEL et al., 2001; ROONEY et al., 2002; HERRERA et
al., 2002; MOMBELLI et al., 2005; EHMKE et al.,, 2005, PAHKLA et al., 2006;
MOEINTAGHAVI et al., 2007; DANNEWITZ et al., 2007; MATARAZZO et al., 2008;
CIONCA et al., 2009; 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 beneficios clinicos ocorridos em pacientes com periodontite
cronica tratados com administracdo de AMX (375mg, 3x ao dia/7dias) e MTZ
(500mg, 3x ao dia/7dias) apés a RAR realizada dentro de 24hs, complementada
com irrigagao das bolsas periodontais com solugao aquosa de clorexidina 0,1% e
controle quimico do biofilme supragengival por meio de bochecho (clorexidina 0,2%
2x ao dia/10dias). Os autores observaram que seis meses apos as terapias o0 grupo
que combinou os antibiéticos a RAR reduziu a necessidade de intervencgdes

adicionais para o tratamento da doengca comparado ao grupo que recebeu apenas
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RAR em 24hs. O grupo que recebeu antibioticoterapia mostrou menor frequéncia de
A. actonimycetoncomitans, T. forsythia e P. gingivalis que o grupo controle, apds 6
meses de reavaliacdo (CIONCA et al. 2010). Goodson et al., (2012) compararam os
efeitos da RAR como terapia unica ou associada a antibioticoterapia local com fibra
de tetraciclina (T), ao MTZ + AMX, ou ao tratamento cirurgico (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 mecanica. A
Tetraciclina foi aplicada nos sitios com PS =25mm, logo apds a sessdo de RAR e
removida apds 7 dias. A terapia cirurgica foi realizada apdés a reavaliacdo de 3
meses pos terapia nos sitios que permaneciam com PS 25mm 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
pos-terapia que, quando associada a outras terapias, a RAR levou a melhores
resultados clinicos do que quando realizada sozinha. Aparentemente a associacao
de mais de 2 terapias nao levou a beneficios sinérgicos e os melhores beneficios
foram observados quando a RAR foi associada a antibidticoterapia sistémica,
associada ou nao tetraciclina local ou ao tratamento cirurgico. Mdala et al. (2012)
avaliaram os mesmos grupos experimentais do estudo descrito anteriomente e
observaram que a associagdo de RAR a MTZ+AMX+T+C foi a terapia que
conseguiu manter os melhores resultados clinicos apdés 2 anos de
acompanhamento.

Poucos estudos até o momento compararam os efeitos da RAR associada ao
MTZ ou ao MTZ e a AMX no tratamento da periodontite crénica e durantes curtos
periodos de acompanhamento (ROONEY et al.,, 2002; MATARAZZO et al., 2008;
SILVA et al.,, 2011). Desses estudos, todos demonstraram que 0s grupos que
receberam terapia antibidtica associada tiveram melhores resultados clinicos e
microbioldgicos quando comparados com o grupo que recebeu apenas RAR e ainda
uma tendéncia dos melhores beneficios para os individuos que receberam os dois
antibidticos associados (MTZ+AMX). Matarazzo et al. (2008) avaliaram parametros
clinicos e 40 espécies bacterianas subgengivais em 43 individuos fumantes com
periodontite crénica. Os autores observaram que aqueles que receberam RAR
associada ao MTZ e a AMX (MTZ 400mg, 3 x dia por 14 dias; AMX 500mg, 3 x dia

por 14 dias) mostraram a maior redu¢ao nas contagens e proporgcdes de espécies
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consideradas patogénicas, como as do complexo vermelho. Aléem disso, esses
individuos tiveram os aumentos mais significantes nas espécies compativeis com
saude, quando comparados com individuos que receberam apenas RAR ou RAR
associada ao MTZ. Silva et al., (2011) seguindo a mesma metodologia do estudo
anterior, observaram em nao fumantes melhores resultados nos parametros clinicios
e microbiolégicos para o grupo que associou o MTZ e AMX a RAR, quando
comparado com os individuos que receberam apenas RAR ou associada apenas ao
MTZ, apdés 3 meses de acompanhamento. Ademais, Feres et al. (2012) avaliaram os
efeitos longitudinais de antibidticos sistémicos associados a RAR para o tratamento
da doenca periodontal cronica. Os autores concluiram, apds 1 ano de avaliacéo, que
0 uso combinado de ambos os protocolos antibiéticos (MTZ 400mg 3 x dia por 14
dias; MTZ 400mg+AMX 500mg 3 x dia por 14 dias) melhorou significativamente o
tratamento da periodontite crénica, quando comparado com 0 grupo que recebeu

somente RAR.

1.2.1.3 Dosagem e duragdo da terapia com metronidazol e amoxicilina

Apesar da terapia com MTZ e AMX ter se mostrado promissora no tratamento
periodontal, a dosagem (principalmente de MTZ) e a duracdo ideais desses
antibidticos ainda ndo estdo determinadas em periodontia. Normalmente séao
utilizados protocolos empiricos, na maioria das vezes extraidos da literatura médica.
Esse é um problema grave, uma vez que o sucesso da terapia antibidtica esta
diretamente relacionado com a dosagem e duragcdo adequadas das drogas (van
WINKELHOFF et al., 1999). Dosagens e tempo de administragdo mais alta do que
0s necessarios podem levar a efeitos colaterais acentuados, enquanto que
subdosagens podem nao ser efetivas e ainda gerar resisténcia bacteriana as drogas
utilizadas.

Em relagdo a AMX, parece haver uma maior padronizacdo de protocolos. A
maioria dos estudos que avaliaram os efeitos da AMX no tratamento periodontal
(LOPEZ & GAMONAL, 1998; LOPEZ et al., 2000, 2006; GUERRERO et al., 2005,
XAJIGEORGIOU et al., 2006), inlcuindo trés estudos prévios do nosso grupo de
pesquisa (FERES et al., 2001; MATARAZZO et al., 2008; MESTNIK et al., 2010),
utilizou 1.500mg/dia desse antibidtico (500mg, 3x/dia). Porém, a dose ideal de MTZ
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€ mais controversa. Os estudos pioneiros utilizaram 700 a 750mg/dia deste
antibiotico para o tratamento periodontal (LINDHE et al., 1983a; LOESCHE et al.,
1984, 1987, 1991; PALMER et al., 1998, 1999). Porém, o conhecimento de que
dosagens baixas dos antibiéticos sistémicos podem comprometer o resultado clinico
e microbiolégico desta terapia (van WINKELHOFF et al., 1999) levou a um aumento
generalizado na dose do MTZ por nés (CARVALHO et al., 2004, 2005; D’AVILA et
al., 2005; MATARAZZO et al., 2008; MESTNIK et al, 2010) e por diferentes grupos
de pesquisadores (GUERRERO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al.; 2006).

Outra questdo importante é a duragcdo do tratamento com MTZ em
combinacdo com a AMX, que também nao esta totalmente definido, e normalmente
varia entre 7 (GUERRERO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al., 2006; PAHKLA et al.,
2006; MOEINTAGHAVI et al.,, 2007), 10 (KANER et al., 2007) e 14 dias
(MATARAZZO et al.,, 2008, MESTNIK et al.,, 2010). Quando as dosagens e 0s
tempos de duragcao das terapias com antibibticos sistémicos sao consideradas em
conjunto a variagao dos protocolos € ainda muito maior. Sendo assim, até hoje nao é
possivel concluir, por exemplo, se o beneficio de uma dose de 250mg de MTZ
instituida por 14 dias é semelhante a uma dose maior (ex.: 400mg) instituida por
menos tempo. Se fossem constatados efeitos benéficos semelhantes entre esses
dois protocolos, além de efeitos colaterais semelhantes (em 250mg ou 400mg da
droga), optariamos pela dose mais alta por menos tempo (7 dias), pois assim
poderiamos aumentar a adesao do paciente ao tratamento e minimizar problemas
de resisténcia bacteriana as drogas. Vale destacar que a administragdo de
antibidticos sistémicos durante longos periodos de tempo € a principal causa da falta
de colaboragao do paciente (GREENBERG, 1984). Logo, esse conhecimento é de
fundamental importancia para que a terapia antibiética leve ao maior beneficio para
0 paciente causando o menor dano possivel. Todas essas duvidas somente serao
esclarecidas quando os diferentes protocolos de utilizacdo desta terapia forem
comparados diretamente por estudos clinicos aleatorizados, cegos e controlados por

placebo.
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2 PROPOSIGAO

Comparar os efeitos clinicos e microbiolégicos de diferentes doses de MTZ
(250mg ou 400mg) e a duracao da terapia com AMX+MTZ sistémicos (7 ou 14 dias)

no tratamento da periodontite crénica generalizada (PCG).

21



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Calculo do poder

O tamanho amostral ideal para garantir um poder adequado a esse estudo
clinico controlado foi calculado com base na diferenca de pelo menos 1mm no
ganho de IC entre os grupos experimentais nos sitios com PS =2 7mm. O desvio
padrao estabelecido para essas alteragdes foi de 1mm (MATARAZZO et al., 2008;
FERES et al., 2009, 2012) e foi utilizado a=0,05. Foi encontrado um poder superior a
80% para uma amostragem de 17 pacientes. Considerando-se uma taxa de 30% de

desisténcia durante o curso do estudo, optou-se por incluir 22 individuos por grupo.

3.2 Selecao dos individuos

Cento e dez individuos de ambos os sexos que compareceram na clinica
odontoldgica da Universidade Guarulhos buscando tratamento e que preencheram
os critérios de inclusdo e exclusao foram selecionados. A selecdo foi feita por um
examinador previamente calibrado (ver item 3.5.1 Exame clinico periodontal). Todos
os participantes foram informados dos objetivos do estudo, de seus riscos e
beneficios, incluindo os tipos de medi¢des clinicas, coletas, terapias e carater
longitudinal do estudo. Os que concordaram em participar do estudo assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) e receberam a terapia
periodontal gratuitamente estando de acordo com as diretrizes e normas do

Conselho Nacional de Saude (Resolugdo n° 196/96). O projeto foi submetido e

aprovado (Anexo A) pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos.

3.3 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao

Para a inclusdo no estudo foram selecionados individuos com periodontite
crdnica generalizada com base em critérios previamente descritos (ARMITAGE et al.

1999, FAVERI et al. 2009): idade igual ou superior a 30 anos; minimo de 15 dentes,
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excluindo-se os terceiros molares e os com indicacdo de extragao; minimo de 6
dentes com pelo menos 1 sitio interproximal, ndo contiguo, com PS e NCI > 5mm,

preferencialmente distribuidos em sextantes distintos.

Critérios de exclusao

Individuos fumantes e ex-fumantes ha menos de 5 anos; gestantes ou
lactantes; com histérico de tratamento periodontal prévio nos ultimos seis meses;
com histoérico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses ou de uso prolongado de
medicacao antiinflamatéria; com histérico de uso de antissépticos orais nos ultimos 6
meses; portadores de doenca sistémica que comprometesse a resposta do
hospedeiro ou que necessitassem de medicacao profilatica ao tratamento; alérgicos

ao MTZ e/ou a penicilina e portadores de reabilitacées protéticas extensas.

3.4 Delineamento experimental

No inicio deste estudo duplo cego, aleatorizado, placebo controlado, todos os
individuos (n=110) foram submetidos a anamnese, exame clinico periodontal,
instrucdo de higiene bucal, raspagem supragengival e coleta de amostras de
biofilme subgengival dos sitios selecionados (ver 3.7.1 Selecao dos sitios-teste). Em
seguida, um pesquisador ndo envolvido diretamente no estudo realizou a
distribuicao aleatéria dos individuos por meio do software Randomized.com nos

cinco grupos terapéuticos descritos a seguir (n=22 por grupo):
Controle (C): RAR + AMX e MTZ placebos durante 14 dias.

Teste 1 (T1): RAR + AMX (500mg) e MTZ (250mg) 3 vezes/dia durante 7 dias + AMX
placebo (600mg) e MTZ placebo (250mg) 3 vezes/dia por mais 7 dias.

Teste 2 (T2): RAR + AMX (500mg) e MTZ (400mg) 3 vezes/dia durante 7 dias + AMX
placebo (600mg) e MTZ placebo (400mg) 3 vezes/dia por mais 7 dias.

Teste 3 (T3): RAR + AMX (500mg) e MTZ (250mg) 3 vezes/dia durante 14 dias.

Teste 4 (T4): RAR + AMX (5600mg) e MTZ (400mg) 3 vezes/dia durante 14 dias.
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A terapia basica de RAR foi realizada entre 4 a 6 sessodes e finalizada em 14
dias. Avaliagdes clinicas e microbiolégicas foram repetidas em 90 dias apds o

término do tratamento. O protocolo experimental esta apresentado na Figura 1.

110 sujeitos randomizados
Instrugdo de higiene bucal Avaliacdo
Avaliagdo clinica e clinica e
microbiolégica microbiolégica

l I

C/n=22 Placebo Placebo
RYLLFPE AMX + MTZ (250)

T2/n=22 AMX + MTZ (400)

T3/n=22 /

T4/n=22 AMX + MTZ (400) AMX + MTZ (400)

-14 7 0 90 dias

Amoxicilina (AMX) — 500 mg/3 X ao dia

Figura 1. Delineamento experimental. RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol;
C, controle; T, teste.

3.5 Avaliacao clinica

3.5.1 Exame clinico periodontal

Todos os exames clinico-periodontais foram efetuados no inicio do
estudo e aos 90 dias pés-terapia por um examinador treinado e calibrado (lvan
Borges Junior), que ndo teve conhecimento do grupo terapéutico ao qual cada
paciente pertencia. A metodologia utilizada para a calibragdo foi preconizada por
Araujo et al. (2003) onde se avaliou o erro padrédo da medida (e.p.m) e o erro médio
percentual (e.m.p) para os parametros clinicos periodontais continuos (profundidade
de sondagem - PS e nivel clinico de inser¢gdo - NCI). O e.p.m e e.m.p intra-
examinador demonstrou que o examinador obteve e.p.m. de 0,21mm e 0,26 mm
para a PS e NCI, respectivamente. Esses valores de e.p.m. indicam uma
reprodutibilidade aceitavel para a realizacédo de pesquisa clinica periodontal. Para
as variaveis categoricas (indice de placa visivel (IPV), indice de sangramento

gingival (ISG), sangramento a sondagem (SS) e supuragao (SUP), considerando
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somente a presenca ou a auséncia do parametro clinico, foi realizada a média do
nivel de concordancia e o examinador apresentou uma concordancia intra-
examinador igual a 92% (Teste Kappa). As mensuragbes foram realizadas em 6
sitios por dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual,
distolingual), em todos os dentes (exceto terceiros molares) utilizando-se sonda
periodontal milimetrada Carolina do Norte (PCPUNC-BR 15 HuFriedy do Brasil, Rio

de Janeiro, RJ, Brasil). Os parametros clinicos avaliados foram:

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

- ISG: presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento da
gengiva marginal, apos percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco
gengival,

- PS: distancia, em milimetros, entre a margem gengival livre e a porgao
mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal;

- NCI: distancia, em milimetros, entre a juncdo cemento-esmalte e a
porcdo mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal;

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

- SUP: presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de SUP espontanea

ou apos 20 segundos da sondagem com a sonda periodontal milimetrada.

3.6 Procedimentos terapéuticos

3.6.1 Terapia periodontal basica

ApOs o registro das medidas clinicas e coleta de biofilme subgengival para a
analise microbioldgica, todos os individuos foram submetidos a sessdes de
adequacao do meio bucal que incluem instrugdo de higiene bucal (IHB), raspagem
supragengival de todos os dentes (RSP) com instrumentos manuais, desgaste de
restauracbes em excesso, selamento provisério das lesdes cariosas cavitadas,
curativos endoddnticos e exodontias. Durante as sessdes de instrugdo de higiene
bucal, os individuos foram orientados a utilizar escovas com cerdas macias,

juntamente com creme dental Colgate Total® (Anacol Ind. E Com. Ltda - Kolynos do

25



Brasil — Colgate Palmolive Co., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil). Em seguida, os
individuos receberam seis sessdes de RAR com curetas Gracey, numeros 5/6, 7/8,
11/12 e 13/14 (Hufriedy) sob anestesia local. Dois periodontistas treinados
realizaram a RAR, que foi feita em 4 a 6 sessbes de aproximadamente 1h,
distribuidas em um periodo de 14 dias. Os sitios mais comprometidos foram tratados
com prioridade. Os dois periodontistas n&do tiveram conhecimento do grupo

terapéutico ao qual cada paciente pertencia.

3.6.2 Administracdo de metronidazol e amoxicilina sistémicos e placebos

Individuos do grupo controle receberam RAR e comprimidos placebo (AMX e
MTZ) durante 14 dias. Os do grupo teste 1 receberam RAR e 1,5 g/dia de AMX
(500mg de 8/8 horas) combinado com 750 mg/dia de MTZ (250mg de 8/8 hs) via oral
por 7 dias. Em seguida, receberam comprimidos placebo (AMX e MTZ) pelos
proximos 7 dias. Os pacientes do grupo teste 2 receberam RAR e 1,5 g/dia de AMX
(500mg de 8/8 horas) combinado com 1,2 g/dia de MTZ (400mg de 8/8 hs) via oral
por 7 dias. Em seguida, receberam comprimidos placebo (AMX e MTZ) pelos
préximos 7 dias. Individuos do grupo teste 3 receberam RAR e 1,5 g/dia de AMX
(500mg de 8/8 horas) combinado com 750 mg/dia de MTZ (250mg de 8/8 hs) via oral
por 14 dias. Individuos do grupo teste 4 receberam RAR e 1,5 g/dia de AMX (500mg
de 8/8 horas) combinado com 1,2 g/dia de MTZ (400mg de 8/8 hs) via oral por 14
dias. Todos os medicamentos (antibidticos e placebos) comegaram a ser

administrados na primeira consulta de RAR.

Os antibidticos e os placebos foram manipulados especialmente para este
estudo em uma Farmacia de Manipulagdo. Todas as capsulas apresentaram a
mesma coloragdo e tamanho, e foram estocados em frascos plasticos leitosos com
21 unidades, devidamente codificados. Quanto ao controle da ingestao da droga nos
intervalos pré-determinados, os individuos foram orientados a retornar na semana
seguinte a clinica trazendo o frasco antigo para depois receberem outro frasco
contendo a mesma medicagéo. Assim foi possivel relizar a contagem de conferéncia
dos medicamentos ingeridos. Além disso, também foram monitorados de 2 em 2
dias, pessoalmente (enquanto estavam em procedimento de RAR) ou via telefone

para acompanhamento da adesdo ao protocolo terapéutico. Apés o término do
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periodo de administracdo da droga e/ou placebo, os individuos responderam a um

questionario sobre possiveis reagdes adversas da medicagédo (Anexo B).

3.7 Avaliagao microbioldgica

3.7.1 Selecao dos sitios-teste

Foram selecionados nove sitios por individuo, distribuidos uniformemente de
acordo com a profundidade de sondagem inicial nas seguintes categorias (3 sitios
por categoria): rasas (PS < 3mm), intermediarias (PS 4-6mm), e profundas (PS =
7mm). Caso um dos 3 sitios profundos nao tivesse sido encontrado, 0 mesmo fora
substituido por sitio intermediario. Estes sitios deveriam estar localizados em faces
dentais interproximais nao-contiguas, e preferencialmente distribuidos entre os
quatro quadrantes. Sitios localizados em dentes com proteses mal adaptadas, leséo
de carie extensa e/ou lesdao endo-periodontal ndo foram utilizados. Amostras de

biofilme foram coletadas no inicio do estudo e em 90 dias pds-terapia.

3.7.2 Coleta das amostras de biofilme subgengival

Apss a remogao de calculo e biofilme supragengivais, as amostras de biofilme
subgengival foram coletadas com curetas Gracey do tipo minifive 11-12 estéreis,
posicionadas na porgdo mais apical dos sitios e em um unico golpe de raspagem no
sentido apico-coronal. As amostras foram imediatamente depositadas em tubos
plasticos individuais contendo 150uL de solugcdo tamp&o TE (10 mM Tris-HCL
(Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 1 mM EDTA (Labsynth Produtos
para Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil), pH 7,6, e a estas foi acrescentado
100uL de NaOH (Labsynth) a 0,5M para que o DNA bacteriano permaneca viavel por
um longo periodo de tempo. Esses tubos plasticos foram previamente identificados
com o codigo do individuo, data e sitio, e apds a coleta foram armazenados sob
refrigeracdo a -20°C até as amostras serem analisadas por meio da técnica do
checkerboard DNA-DNA hybridization para 40 cepas bacterianas no Laboratério de

Pesquisa em Odontologia Il da UnG.



3.7.3 Cepas bacterianas e condi¢des de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo das
sondas de DNA esta apresentada na Tabela 1. Todas as cepas foram adquiridas
liofilizadas da ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD, EUA) ou do
Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteudo liofilizado foi reidratado em caldo
para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) e cultivado
em agar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de sangue desfibrinado de ovelha
(BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob
condicao de anaerobiose (80% N2, 10% 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 agar-triptose de soja com 5%
de sangue desfibrinado de ovelha e 10 pg/mL de acido N-acetil muramico (NAM)
(Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresceu em um
meio similar, suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3 ug/mL de
menadiona (Sigma) e 5 uyg/mL de hemina (Sigma). As espécies T. denticola e
Treponema socranskii foram cultivadas em caldo para crescimento de Mycoplasma
suplementado com 1 mg/mL de glicose (Sigma), 400 ug/mL de niacinamida (Sigma),
150 pyg/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 yg/mL de isobutirato de
sédio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 yg/mL de
tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, Sdo José dos Pinhais,
PR, Brasil).

3.7.4 Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de
agar-sangue, com exceg¢ao das 2 espécies de espiroquetas, que foram cultivadas
em caldo, por 3 a 7 dias. As colbnias foram raspadas e depositadas em tubos
plasticos para microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL de solugdo TE (pH 7,6). As
células foram lavadas 2 vezes por centrifugacdo na solugdo-tampédo de TE a

3.500xg por 10 minutos.
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Tabela 1. Relagdo das cepas bacterianas empregadas para a confecgdo das sondas de DNA. As
espécies estao agrupadas por complexos bacterianos (SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2002).

Espécies Cepas Espécies Cepas

Complexo Azul Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 238602 Fusobacterium nucleatum ssp nucleatum 255862
Actinomyces israelii 121022 Fusobacterium nucleatum ssp polymorphum 109532
Actinomyces naeslundii | 121042 Fusobacterium nucleatum ssp vincentii 492562
Actinomyces oris 431462 Fusobacterium periodonticum 336932
Complexo Roxo Parvimonas micra 332702
Actinomyces odontolyticus 179292 Prevotella intermedia 256112
Veillonella parvula 107902 Prevotella nigrescens 335632

Streptococcus constellatus 278232
Streptococcus gordonii 105582 Complexo Vermelho
Streptococcus intermedius 273352 Tannerella forsythia 430372
Streptococcus mitis 494562 Porphyromonas gingivalis 332772
Streptococcus oralis 350372 Treponema denticola B1b
Streptococcus sanguinis 105562 Outras Espécies

Eubacterium saburreum 332712
Aggregatibacter actinomycetemcomitans a437182 Gemella morbillorum 278242
+b 29523* | eptotrichia buccalis 142012
Capnocytophaga gingivalis 336242 Neisseria mucosa 196962
Capnocytophaga ochracea 335962 Prevotella melaninogenica 258452
Capnocytophaga sputigena 336122 Propionibacterium acnes | + Il 118272
Eikenella corrodens 238342 118287
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 332362 Streptococcus anginosus 333972
Campylobacter rectus 332382 Treponema socranskii S1b
Campylobacter showae 511462
Eubacterium nodatum 330992

a ATCC (American Type Culture Collection); ® Forsyth Institute

Em seguida, as cepas gram-negativas foram novamente suspensas e lisadas com
SDS (dodecilsulfato de sodio, C12H2sNaO4S, Labsynth) a 10% e proteinase K
(Sigma) em uma concentragao de 20 mg/mL. As cepas de bactérias gram-positivas
foram lisadas em 150uL de uma mistura enzimatica contendo 15 mg/mL de lisozima
(Sigma) e 5 mg/mL de acromopeptidase (Sigma) em solu¢ao tampao TE (pH 8,0).

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

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



selecionadas segundo suas associagdes com diferentes tipos de doengas ou saude
periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994; SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2005).

3.7.5 Checkerboard DNA-DNA hybridization

As suspensbdes contidas nos tubos plasticos foram fervidas em banho-maria
por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adigcdo de 0,8 ml de acetato de
ambnia a 5M. Cada suspensdo de biofilme dental contendo o DNA livre foi
depositada em uma das canaletas do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA
— Figura 2) e transferida para a membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva
(Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, Inglaterra). As duas ultimas
das 30 canaletas do Minislot foram ocupadas por controles contendo uma mistura
das espécies de microrganismos investigados pelas sondas, nas concentragdes
correspondentes a 105 e 108 células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada espécie,
respectivamente (HAFFAJEE et al, 1997). A membrana foi removida do Minislot 30 e
o DNA nela concentrado foi fixado por aquecimento em forno a 120°C por 20 min. A
membrana foi pré-hibridizada a 42°C, por 1 hora, em uma solugado contendo 50%
formamida (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), 1% caseina
(Vetec), 5 x solugao salina citratada (SSC) (1 x SSC= 150mM NaCl (Vetec), 15M de
citrato de sédio (J.T.Baker, Edo. de Méx., México) , pH 7,0, 25mM de fosfato de
sédio (Na2HPO4, Labsynth) pH 6,5 e 0,5 mg/mL de RNA de levedura (Sigma). Em
seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge,
MA, EUA — Figura 3) com as linhas contendo o DNA das amostras e dos controles
posicionadas perpendicularmente as canaletas do aparato. Em cada canaleta do
Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA, diluida a aproximadamente 20 ng/
mL, em 130 uL de solugédo de hibridizagdo composta de 45% formamida, 5 x SSC,
20mM de Na2HPOs4 (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de levedura, 10% de sulfato de
dextrano (Amersham) e 1% caseina. A hibridizagdo ocorreu dentro de um periodo

minimo de 20 horas, a 42°C.

3.7.6 Deteccao das espécies
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Apos o periodo de hibridizagdo, a membrana foi removida do Miniblotter 45
(Immunetcs), lavada por 40 minutos a 65°C numa solugdo adstringente composta
por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na>HPO4, a fim de remover sondas que
nao hibridizaram completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em
uma solucao contendo 1% de acido maleico (C4H4O4, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH
(Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 0,5% caseina, pH 8,0, e, logo apéds, por 30
minutos, na mesma solugdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a
fosfatase alcalina (Roche) em uma concentragdo de 1:10.000. A membrana foi,
entdo, lavada 2 vezes, por 20 minutos, em uma solugédo de 0,1M de acido maleico,
3M de NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em
uma solucao de 0,1M de Tris HCI, 0,1M de NaCl, pH 9,5.

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

Adicionar 100ul NaOH 0,5M

Ferver durante 10 minutos

Adicionar 800ul Acetato de
Amonia 5M

[ Depositar amostras nas

Membrana de — canaletas do MiniSlot 30

nylon J p—
— Fixar DNA na membrana a 120° C
Filtro

por 20 min

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

Para a deteccéo dos sinais a membrana foi incubada por 45 minutos a 37°C
em uma solugao detectora contendo substrato para fosfatase alcalina, CDP-Star™

Detection Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi colocada em um
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cassete, Chassi Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Sdo Paulo, SP, Brasil), sob um
filme radiografico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por aproximadamente 40
minutos. O filme foi posteriormente revelado (Figura 4) manualmente pelo
método convencional temperatura-tempo, de acordo com orientacées do fabricante.
As solucbdes utilizadas foram da marca Kodak (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda,
Sé&o José dos Campos, SP, Brasil), mantidas a temperatura de 20°C.
A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um uUnico examinador

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

Pré-hibridizagdao a 42°C 1 hr

l

Girar membrana 90°

Canaletas de — Sondas de DNA genémicas marcadas
hibridizagao — com digoxigenina

Hibridizacao em bufferde
formamida a 42°C 20 hrs

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

Membrana de nylon

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina 1:10.000

1

Detecgao por quimioluminescéncia com
CDP-Star™ Detection Reagent

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

vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada sinal produzido por
uma determinada sonda na amostra de biofilme foi comparado, em intensidade, ao
sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de controles contendo 10° e 106
bactérias. Desta forma, o numero 0 foi registrado quando ndo houve detecgdo do
sinal; 1 equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de 10% células; 2

equivaleu a 105 células; 3 entre 10° e 10° células; 4 a aproximadamente 108 células
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e 5 mais de 10° células (Tabela 2). Estes registros foram utilizados para determinar

os niveis das diferentes espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas.

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

iNDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 Nao detectado 0
1 Menos de 10° 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. Representacdo esquematica do padrdo de hibridizagdo entre as bactérias presentes nas
amostras de biofilme e as sondas de DNA (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization).
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3.8 Variavel primaria e variaveis secundarias de avaliagao

A variavel primaria de avaliacdo no presente estudo foi a diferenga entre os
grupos terapéuticos no ganho de insergdo clinica (IC) em bolsas inicialmente
profundas (PS = 7mm), entre o inicio do estudo e trés meses. As variaveis
secundarias foram diferengas entre os grupos para os seguintes parametros: médias
de alteragdes entre inicio do estudo e 3 meses no NCI em bolsas incialmente
intermediarias (PS 4-6mm), na PS nas duas categorias de bolsas e NCIl e PS na
avalicao de boca toda; média do numero de sitios com PS =2 5mm, =2 6mm e = 7mm
aos 3 meses poés-terapia; numero e percentual de individuos apresentando risco
baixo, moderado e alto para progressao de doencga, e de individuos com 0, 1-2 ou =
3 sitios com PS =2 6mm e 7mm, aos 3 meses pos-terapia; média nos niveis e das
proporgdes individuais das 40 espécies avaliadas e dos complexos bacterianos aos

3 meses de avaligéo.

3.9 Analise estatistica

3.9.1 Monitoramento clinico

A média das medidas clinicas de PS e NCI, assim como a média da
porcentagem de sitios apresentando placa visivel (PV), sangramento gengival (SG),
SS e SUP, PS > 5mm e PS > 6mm, PS > 7mm foram computados para cada
individuo e, posteriormente, dentro de cada grupo. As diferencas dentro de cada
grupo, entre os tempos experimentais foram avaliadas utilizando o teste T de
“Student’ pareado. O teste de variancia ANOVA de um fator e Teste Tukey de
multiplas comparagdes foram utilizados para examinar diferengas entre os grupos
terapéuticos nos diferentes tempos experimentais. Teste qui-quadrado foi utilizado
para comparar as diferengas na frequéncia de género, de individuos apresentando
diferentes categorias de sitios residuais aos 3 meses de acompanhamento e da
auto-percepcgao de efeitos adversos. A significancia estatistica foi estabelecida em
5% (p<0,05).

3.9.2 Monitoramento microbioldgico
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Os dados microbiolégicos da andlise das 40 espécies bacterianas em 9
amostras de biofilme subgengival por individuo foram expressos em contagem
(niveis) e proporcao. Para comparar os niveis médios de cada uma das espécies
bacterianas, os dados foram expressos como contagem (x 10°%) em cada sitio e
avaliados por individuo e depois entre individuos, dentro de cada grupo, em cada
tempo do estudo. De maneira semelhante, a proporgdo e a prevaléncia de cada
espécie foram computadas para cada sitio, e depois calculadas as médias entre os
sitios em cada individuo, e entdo entre os individuos de um mesmo grupo
terapéutico em cada tempo experimental. Todos os dados iniciais e de 3 meses pds-
terapia (niveis e proporgdes) foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis e teste
Dunn para detectar possiveis diferengas significantes entre os grupos terapéuticos.
Diferencas nos niveis médios ou nas propor¢gdes de microorganismos dentro de
cada grupo, entre o inicio do estudo e 3 meses pds-terapia, foram avaliadas por
meio do teste Wilcoxon. Todas as analises foram realizadas utilizando ajustes para
comparag¢des multiplas, considerando p < 0,00125 (p < 0,05), como proposto por

Socransky et al. (1991). A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Retencao dos individuos ao estudo e efeitos adversos

A Figura 5 apresenta o fluxograma do estudo. Cento e dez individuos foram
incluidos nesse estudo; porém, 1 individuo (do grupo T3), foi excluido da analise
dos resultados por ter comparecido apenas na consulta inicial. Os motivos da
desisténcia desse individuo nao foram identificados, uma vez que nao conseguimos
mais contato por telefone ou telegrama. Logo, o total de individuos em cada grupo
terapéutico foi como a seguir: controle (n=22), T1 (n=22), T2 (=22), T3 (n=21) e T4
(n=22).

De uma maneira geral, os efeitos adversos foram reportados (Anexo B) por 4
individuos do grupo controle, 13 do grupo T1, 11 do grupo T2, 14 do grupo T3 e 17
do grupo T4. Tais efeitos incluiram: diarréia (controle, n=1; T1, n=2; T2, n=1; T3, n=2;
T4, n=2); dor de cabega (controle, n=1; T1, n=5; T2, n=4; T3, n=2; T4, n=6); gosto
metalico (controle, n=1; T1, n=3; T2, n=3; T3, n=7; T4, n=6); vdbmito (controle, n=1;
T1, n=2; T2, n=1; T3, n=2; T4, n=3); irritabilidade (controle, n=0; T1, n=1; T2, n=2;
T3, n=1; T4, n=0). Nao houve diferenca estatisticamente significante entre os
grupos que ingeriram antibiéticos, em relagdo ao relatério individual de efeitos
adversos (p >0,05). Apenas 3 individuos, dos que reportaram algum efeito adverso,
relataram que a ingestdo dos medicamentos atrapalhou sua rotina diaria (T2, n=2;
T4, n=1). Somente 2 sujeitos ndo tomariam novamente os medicamentos, ambos do
grupo T4. Dos 109 individuos que foram avaliados, apenas 1 (T4) ndo ingeriu
completamente todas as capsulas, pois apds o segundo dia de terapia apresentou

hipersensibilidade a um dos componentes das drogas ingeridas.

4.2 Resultados clinicos

As caracteristicas epidemiolégicas e as médias dos parametros clinicos
avaliados no exame inicial e 3 meses pos-terapia, nos cinco grupos terapéuticos,
estdo apresentadas na Tabela 3. No inicio do estudo n&o houve diferencas

significativas entre os grupos para nenhum dos paradmetros avaliados (p>0,05)
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Porém, aos 3 meses apds a terapia, os grupos que receberam antibidticos como
parte do tratamento periodontal apresentaram menores médias de PS, SS e SUP
em comparagao ao grupo controle (p>0,05). Ja os parametros IPV, IG e NCI de boca
toda nao diferiram significativamente entre os grupos terapéuticos em 3 meses
(p>0,05). Todos os grupos mostraram melhoras estatisticamente significativas em
todos os parametros avaliados entre o inicio do estudo e 3 meses apds os
tratamentos (p<0,05).

A Tabela 4 apresenta a média de reducédo de PS e de ganho de IC entre o
inicio do estudo e apds 3 meses, na avaliagédo de boca toda, em sitios inicialmente
intermediarios (PS 4-6mm) e profundos (PS > 7mm). De forma geral, todos os
grupos que receberam antibidticos sistémicos tiveram maiores redugdes na PS do
que o grupo controle. Porém, esse beneficio ndo atingiu significancia estatistica no
grupo que recebeu MTZ 250mg por 7 dias (T1), tanto na média de boca toda quanto
em sitios inicialmente moderados e na avaliagéo de boca toda no grupo de MTZ 400
mg por 7 dias (T2). Ja em relagdo ao ganho de IC, apenas os grupos que tomaram
antibiético por 14 dias mostraram ganhos significativamente maiores (p<0,05) do que
0 grupo controle nos sitios inicialmente intermediarios e profundos.

A Tabela 5 mostra as médias no numero de sitios com PS =2 5mm, 2 6mm e 2
7mm, bem como o percentual de redugao, no inicio e 3 meses pos-terapia. Apesar
de que os grupos nao diferiram em relagdo a esses parametros no inicio do estudo,
diferengas importantes foram observadas aos 3 meses. Os dois grupos que
receberam antibidticos por 14 dias mostraram uma média significativamente menor
(MTZ 400mg = 7,4 + 10,2, MTZ 250mg = 9,2 + 8,9) de sitios com PS > 5mm do que
o grupo controle (18,0 £ 14,0) (p<0,05). Os grupos que receberam MTZ por 7 dias
também apresentaram menos desses sitios residuais (MTZ 400mg = 12,3 £ 9,2,
MTZ 250mg = 11,0 +11,4) em relagdo ao grupo controle; porém, essa diferenca nao
foi estatisticamente significativa (p>0,05). O niumero médio de sitios nas outras duas
categorias de sitios residuais (= 6mm e = 7mm) estava menor em todos os grupos
que receberam antibiéticos, em relagao ao grupo controle (p<0,05).

Os resultados individuais para sitios residuais estao representados na Tabela
6. O painel superior apresenta o numero e percentual de individuos exibindo
diferentes limiares de sitios residuais com PS > 5mm, de acordo com o perfil de risco

individual para a progressao da doenga periodontal proposto por Lang & Tonetti
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(2003). Menos individuos nos grupos de AMX+MTZ/14 dias (grupos T3 e T4) ainda
apresentavam perfil de "alto risco" para a progressédo da doenca (isto &, = 9 sitios
com PS 25mm) em 3 meses (n = 6) em comparagdao com os grupos AMX+MTZ/7
dias (MTZ 400 mg = 13; MTZ 250 mg = 11) (grupos T2 e T1) e com 0 grupo
controle (n = 15). Por outro lado, 9 individuos nos grupos AMX+MTZ/14 dias e
apenas 4 no grupo controle apresentavam "baixo risco" para a progressdo da
doenga (isto &, < 4 sitios com PS =5 mm) no final do periodo do estudo. Essa
mesma tendéncia foi observada em individuos que apresentam diferentes limiares

de sitios residuais com PS 2 6mm e = 7mm.
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450 individuos avaliados

340 excluidos. Razio: fora
dos critérios de inclusio

Perda no
acompanhamento=0
n=22 com dados
completos
n=22 analisados

RAR + AMX+MTZ 250

7 dias
n=22

Perda no
acompanhamento=0
n=22 com dados
completos
n=22 analisados

Figura 5. Fluxograma do estudo. RAR,

110 individuos
randomizados

RAR + AMX+MTZ 400

7 dias
n=22

Perda no
acompanhamento=
n=22 com dados
completos
n=22 analisados

RAR + AMX+MTZ 250
14 dias
n=22

Perda no
acompanhamento= |
Razio: nio pode ser

contatado.
n=2| com dados

completos
n=2| analisados

RAR + AMX+MTZ 400
14 dias
n=22

Perda no
acompanhamento=0
n=22 com dados
completos
n=22 analisados

raspagem e alisamento radicular; AMX, amoxicilina; MTZ, metronidazol.
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Tabela 3. Caracteristicas demograficas e média (x DP) de boca toda dos parametros clinicos no inicio do estudo e 3 meses pos-
terapia nos cinco grupos terapéuticos.

Tratamento
7 dias (AMX +) 14 dias (AMX +) ANOVA
Variaveis T RAR MTZ 250mg MTZ 400mg MTZ 250mg MTZ 400mg valor
empo n=22 n=22 n=22 n=21 n=22 p-valo
Género (F/M)* Inicio 12/9 13/8 12/10 11/10 12/10 0,5678
Idade (anos) Inicio 45,6 £ 8,0 46,6 £ 8,9 459+7,8 47,0 £ 8,6 485+74 0,77861
PS (mm) Inicio 3,7+0,72 3,8+0,82 39+0,9° 3,7+£0,72 39+0,72 0,68417
3 meses 3,0+0,60A 2,6 +0,4°8 2,7 £ 0,508 2,5+0,3b8 2,7+ 0,428 0,00837
NCI (mm) Inicio 44+09°2 45+0,9°2 4,7+1,32 41%+0,72 48+1,12 0,23595
3 meses 41+1,1° 39+1,0°b 4,1+1,3° 3,56+0,7b 41+1,1° 0,30501
% sitos com:
Placa Inicio 61,0+ 16,32 55,4 + 17,22 58,2 + 21,32 55,3+ 18,82 63,1+ 19,12 0,56003
3 meses 30,2+ 18,6° 29,4 +13,8° 246+ 16,1° 22,1 +£12,6° 240+ 13,1° 0,31136
Sangramento gengival Inicio 45,7 £ 20,22 48,2 + 19,62 47,1 +£20,82 38,3+16,82 50,0 £ 23,12 0,38290
3 meses 28,6 + 16,6° 26,7 £12,0° 26,9+ 12,4° 22,1 +13,9° 236 +11,1° 0,49926
Sangramento a sondagem Inicio 67,9+ 14,62 64,9+ 18,562 68,0 £ 21,22 62,8 + 18,92 69,1 £ 20,52 0,80606
3 meses 429 + 17,304 32,5+ 12,908 31,9+ 15,108 24,3 + 14,4b8 28,7 £ 13,108 0,00134
Supuragéo Inicio 9,419,222 13,3+ 12,92 13,8 +10,12 11,6+84+2 16,3+ 12,42 0,29742
3 meses 1,9 %2504 0,7+1,158 0,3+0,6°B 0,1+0,3b8 0,8+1,258 0,00035

As diferengas significantes entre o inicio do estudo e 3 meses pds-terapia foram avaliadas usando o teste T de “Student’ pareado (letras minlsculas diferentes indicam
diferengas significantes entre os tempos). As diferengas significantes entre os grupos, a cada tempo, foram analisadas usando teste de variancia ANOVA de um fator e teste
Tukey de multiplas comparagdes (letras mailsculas diferentes indicam diferengas significantes entre o grupos), RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol;
AMX, amoxicilina; DP, desvio padrao; PS, profundidade de sondagem; NCI, nivel clinico de insergao.
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Tabela 4. Média (+DP) na redugao de PS e ganho de IC entre o inicio e 3 meses pds-terapia nos cinco grupos terapéuticos.

Tratamentos
Variaveis 7 dias (AMX +) 14 dias (AMX +) i
Tempo RAR MTZ 250mg MTZ 400mg MTZ 250mg MTZ 400mg

redugao PS 0,73 £ 0,44% 1,13+ 0,65 1,20 £ 0,52 1,16 £ 0,46 & 1,29+£0,62 & 0,01115

Boca-Toda
ganho IC 0,25+0,294 0,50 + 0,49 0,50 + 0,458 0,59+0,29 8 0,68 + 0,29° 0,00511
PS - inicial redugdo PS 1,15+0,494 1,59 £ 0,49 1,66 + 0,345 1,74+ 0,34 8 1,71+£0,51 8 0,00013
4-6mm ganho IC 0,57 +0,514 0,85+ 0,63 0,90 + 0,63 1,05+ 0,39 8 0,97 £0,49° 0,04857
PS - inicial redugdo PS 210+£1,114 3,28+1,19° 3,23+0,758 3,66+094° 3,47 £1,045 0,00005
27mm ganho IC 1,27 £1,024 1,95 +1,29 1,82+ 0,84 2,47+123°8 2,64 +0,88° 0,00038

As diferengas significantes entre os grupos foram avaliadas utilizando teste de variancia ANOVA de um fator e teste Tukey de multiplas comparagoes (letras diferentes indicam
diferengas significantes entre os grupos), RAR, raspagem e alisamento radicular; PS, profundidade de sondagem,; IC, insergao clinica; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; DP,
desvio padrao.
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Tabela 5. Média do numero (+ DP) de sitios com PS 25mm, PS 26mm e PS 27mm e percentual de redugao no inicio e
3 meses poés-terapia nos cinco grupos terapéuticos.

Tratamento
Varidveis 7 dias (AMX +) 14 dias (AMX +) St
Tempo RAR MTZ 250mg MTZ 400mg MTZ 250mg MTZ 400mg
PS25mm Inicio 35,6 + 20,72 36,0 +23,82 37,7+21,12 336+25/1° 333+19,62 0,97733
3 meses 18,1 £ 14,1°A 11,0 £ 11,40 12,3+9,2° 9,2 + 8,908 7,4 £ 10,208 0,03580
% redugao 49,1 69,4 70,5 751 77,9
PS26mm Inicio 22,50 + 15,22 251 +20,52 246+ 16,32 22,8 +20,9° 20,5+ 15,92 0,93302
3 meses 10,2 + 10,8 %A SEIEETIDRS 5,1+4,4b°8 4,7 + 3,908 2,2+4,8%8 0,00650
% redugao 54,5 79,6 79,5 79,2 89,1
PS27mm Inicio 11,7+9,32 16,0 £ 15,72 13,9+ 11,42 10,0 £ 14,22 11,4+94-° 0,35091
3 meses 4,9+6,2°A 2,5+3,7 b8 24+22 b8 1,9+1,8 b8 0,9+3,1b8 0,01917
% redugao 58,3 84 83,1 81 92,1

As diferengas significantes entre o inicio do estudo e 3 meses pés-terapia foram avaliadas usando o test T de “Student” pareado (letras minlusculas diferentes
indicam diferengas significantes entre os tempos). As diferengas significantes entre os grupos, a cada tempo, foram analisadas usando teste de variancia
ANOVA de um fator e teste Tukey de multiplas comparagoes (letras mailsculas diferentes indicam diferengas significantes entre o grupos), RAR, raspagem e
alisamento radicular; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; DP, desvio padrao; PS, profundidade de sondagem.
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Tabela 6. Numero e porcentagem de individuos que apresentaram baixo (s 4 sitios com PS = 5mm), moderado (5-8
sitios com PS = 5mm) ou alto risco (= 9 sitios com PS = 5mm) para progressao da periodontite de acordo com Lang &
Tonetti (2003), assim como os individuos apresentando 0, 1-2 ou = 3 sitios com PS =6 e =7, 3 meses pds-terapia.

Tratamentos Qui-
Variaveis 7 dias (AMX +) 14 dias (AMX +) quadrado
Numero de sitios RAR MTZ 250mg MTZ 400mg MTZ 250mg MTZ 400mg p-valor
(<4 mwmw_monzmm mmy 4 (18%) 7 (32%) 8 (36%) 9 (43%) 9 (40%)
Risco para Moderado risco
A 0, 0, 0, 0, 0,
mwwﬁmww% (5.8 sitios, PS>5 mm) 3 (14%) 4 (18%) 1 (5%) 6 (29%) 7 (32%) 0,0001
>0 %@mo mwowm mmy 15 (68%) 11 (50%) 13 (60%) 6 (29%) 6 (27%)
0 1(4%) 6 (27%) 5 (23%) 6 (28%) 6 (27%)
e 1-2 2 (10%) 6 (27%) 4 (19%) 5 (24%) 5 (23%) 0,0005
>3 19 (86%) 10 (45%) 12 (58%) 10 (48%) 11 (50%)
0 3 (14%) 12 (54%) 10 (45%) 12 (57%) 10 (45%)
PS>7 mm 1-2 10 (45%) 3 (14%) 5 (23%) 7 (32%) 9 (41%) 0,0090
>3 9 (41%) 7 (32%) 7 (32%) 2 (10%) 3 (14%)

As diferengas significantes entre os grupos foram avaliadas utilizando o teste Qui-quadrado. RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol;
AMX, amoxicilina; PS, profundidade de sondagem.



4.3 Resultados microbioldgicos

Os resultados obtidos nas avaliagdes microbioldgicas estao representados
nas Figuras 6 a 9. Os niveis (média de contagem x10°) das 40 espécies bacterianas
avaliadas no inicio do estudo e aos 3 meses pos-terapia estdo apresentados na
Figura 6. No inicio do estudo o perfil microbiano observado apresentava altos niveis
das espécies dos complexos vermelho e laranja e baixos niveis das espécies
compativeis com saude, como os Actinomyces e espécies dos complexos roxo,
amarelo e verde. De forma geral, a média de contagem da maioria das espécies
compativeis com o hospedeiro se manteve estavel apds as terapias, enquanto que
0s niveis das espécies do complexo vermelho e da maioria das espécies do
complexo laranja reduziram em todos os grupos. Porém, diferengcas importantes
foram observadas na alteragao do perfil microbiolégico em cada grupo terapéutico.
As reducbes observadas nas trés espécies do complexo vermelho ndo foram
estatisticamente significativas no grupo controle, duas espécies foram
significativamente reduzidas no grupo MTZ/250mg/7 dias (T1) e os trés patdégenos
sofreram redugdes estatisticamente significativas no grupo MTZ/400mg/7 dias (T2)
e nos dois grupos de antibiético/14 dias (T3 e T4). Além disso, esses dois grupos
obtiveram uma reducao significativa em 3 ou 4 espécies do complexo laranja (C.
rectus, E. nodatum, Fusobacterium nucleatum ssp nucleatum, Fusobacterium
nucleatum ssp vincentii, P. micra, P. intermedia), contra apenas uma espécie

reduzida nos demais 3 grupos.

A Figura 7 mostra os mesmos tipos de dados da Figura 6 mas para as
proporgdes individuais das espécies avaliadas em cada grupo, antes e depois da
terapia. Os resultados foram bem semelhantes aos observados nos niveis médios
bacterianos. As duas terapias que associaram antibiéticos por 14 dias (T3 e T4) e a
que associou MTZ/400mg/7 dias (T2) reduziram significativamente as proporgcdes
dos trés patdégenos do complexo vermelho, contra dois patégenos no grupo MTZ/
250mg/7 dias (T1) e apenas uma espécie desse complexo reduzida no grupo
controle. O grupo que recebeu dose e duragdo maxima de MTZ mostrou também
reducao estatisticamente significativa de quatro espécies do complexo laranja,

enquanto que um numero menor de espécies foram afetadas nos demais grupos,
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como descrito a seguir: E. nodatum, P. micra e P. intermedia (T3); E. nodatum e F.

nucleatum vincentii (T2), F. nucleatum nucleatum (T1) e E. nodatum (controle).

Uma vez que as analises anteriores mostraram uma tendéncia a melhores
resultados nos grupos que receberam antibidticos por mais tempo, 14 dias, em
comparagdo com o0s que receberam por 7 dias, a Figura 8 apresenta uma
comparagao desses dois grupos (independentemente da dose de antibidtico
ingerida) e do grupo controle. Sdo apresentadas as médias e proporg¢des individuais
das 40 bactérias avaliadas apds trés meses das terapias. De maneira geral, o grupo
controle apresentou niveis e proporgdes mais elevados de espécies do complexo
vermelho e mais baixos de Actinomyces do que os dois grupos de antibiético (por 7
ou 14 dias) em trés meses. Essas diferencas foram estatisticamente significativa
entre o grupo controle e os dois grupos teste para niveis de T. forsythia e T.
denticola Observa-se também que o grupo de antibidtico por 14 dias teve uma
tendéncia a apresentar niveis e propor¢cdes mais baixos de P. gingivalis e niveis

mais altos de V. parvula do que o grupo de antibidtico por 7 dias.

A figura 9 apresenta a média das propor¢cdes dos complexos microbianos
(SOCRANSKY et al. 1998) nos cinco grupos terapéuticos no inicio do estudo e em 3
meses pos-terapia. No inicio do estudo todos os grupos apresentavam altas

proporgdes dos complexos vermelho e laranja (= 45 a 50% das espécies avaliadas)

e baixas propor¢cdes das espécies de Actinomyces (= 11 a 15% das espécies
avaliadas). Nenhuma diferencga estatistica foi observada entre os cinco grupos, no
inicio do estudo. Trés meses apdés o tratamento todas as terapias levaram a
alteragdes benéficas nos perfis microbianos. Houve redugcdo das proporgcées do
complexo laranja e, principalmente, do vermelho; e aumento das propor¢des dos
complexos compativeis com saude em todos os grupos. Porém, aos 3 meses apos
os tratamentos os dois grupo que receberam antibiético por 14 dias apresentaram

menores propor¢des residuais de complexo vermelho (= 6%) do que o grupo

controle (= 11%) (p<0,05). As médias de proporgdes residuais desses patdégenos
nos grupos de antibidtico por 7 dias ficaram em um valor intermediario aos demais
grupos (= 8%), porém essas diferencas nao foram estatisticamente significativas. As
propor¢des de complexo laranja foram estatisticamente reduzidas apenas nos dois

grupos que receberam a maior dosagem de MTZ (400mg).
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7 dias 14 dias
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Figura 6. Niveis (média de contagem x10°) das 40 espécies bacterianas avaliadas no inicio do estudo e 3 meses pds-terapia nos cinco grupos terapéuticos.
RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol. (As diferengas significantes entre os grupos terapéuticos foram avaliadas usando os testes

Kruskal-Wallis e Dunn. As diferengas significantes dentro de cada grupo foram avaliadas por meio do teste Wilcoxon).
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7 dias 14 dias
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Proporgao (%) 0.0 R 7.2 108 144 0.0 36 7.2 108 144 0.0 36 7.2 108 144 0.0 36 7.2 108 144 0.0 3.6 7.2 108 144

C I
Al

o~

A.gerencseriae
A.israelii Actinomyces
A.naeslundii
A.oris
A.odontolyticus
V.parvulla
S.gordonii
S.intermedius
S.mitis
S.oralis
S.sanguinis
A.a
C.gingivalis
C.ochracea
C.sputigena
E.corrodens
C.gracilis
C.rectus
C.showae
E.nodatum
Fnucleatum.ssp.nucleatum
Fnucleatum.ssp.polymorphum
F.nucleatum.ssp.vincentii
F.periodonticum
P.micra
FPintermedia
P.nigrescens
S.constellatus
T.forsythia
P.gingivalis
T.denticola
E.saburreum
G.morbillorum
L.buccalis
P.acnes o
P.melaninogenica
N.mucosa
S.anginosus
S.noxia
T.socranskii

i

Roxo

Amarelp

A

»~ Verde

ki
%/VMW\

Bl Inicio
Bl 3 meses

-

Orange

\AA

utros

N
2
s

Figura 7. Proporgao das 40 espécies bacterianas avaliadas no inicio do estudo e 3 meses pds-terapia nos cinco grupos terapéuticos. RAR, raspagem e
alisamento radicular; MTZ, metronidazol. (As diferengas significantes entre os grupos terapéuticos foram avaliadas usando os testes Kruskal-Wallis e Dunn.

As diferencas significantes dentro de cada grupo foram avaliadas por meio do teste Wilcoxon).
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Figura 8. Comparagao dos grupos que receberam antibiéticos por 7, 14 dias ou controle em relagdo a contagem e proporgéao das 40 espécies bacterianas
avaliadas 3 meses pds-terapia. RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol. (As diferengas significantes entre os grupos terapéuticos foram

avaliadas usando os testes Kruskal-Wallis e Dunn. As diferengas significantes dentro de cada grupo foram avaliadas por meio do teste Wilcoxon).
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7 dias 14 dias

Figura 9: Média das proporgdes dos complexos microbianos (SOCRANSKY et al. 1998) nos cinco grupos terapéuticos no inicio do
estudo e em 3 meses pds-terapia. RAR, raspagem e alisamento radicular. (As diferengas significantes entre os grupos terapéuticos
(letras distintas) foram avaliadas usando os testes Kruskal-Wallis e Dunn. As diferengas significantes dentro de cada grupo

(representadas por asterisco) foram avaliadas por meio do teste Wilcoxon).



5 DISCUSSAO

O presente estudo clinico paralelo, duplo-cego, aleatorizado e placebo-
controlado foi desenhado com o objetivo de testar o efeito do tempo de
administragao e de diferentes dosagens de MTZ de um dos protocolos terapéuticos
mais promissores para o tratamento da periodontite, que € o0 uso concomitante de
RAR+AMX+MTZ. Mais especificamente, foram testados dois tempos de
administragdo das drogas: 7 ou 14 dias, e duas dosagens de MTZ: 250mg ou
400mg. De forma geral, os resultados sugeriram que o uso adjunto de AMX+MTZ
por 14 dias leva a efeitos superiores aos obtidos com a utilizacdo desses agentes
por 7 dias. A dosagem do MTZ também parece ter um efeito benéfico adicional, uma
vez que 0 grupo que recebeu a maior dosagem pelo tempo mais longo mostrou uma
tendéncia a apresentar os maiores beneficios clinicos e microbioldgicos, enquanto
que o grupo que recebeu menor dosagem de MTZ e o menor tempo de
administragao teve uma tendéncia contraria, a apresentar as menores vantagens em

relagcdo ao grupo controle e aos demais grupos teste.

5.1 Dados clinicos

Os cinco grupos terapéuticos (C=RAR; T1=AMX+MTZ 250mg/7 dias;
T2=AMX+MTZ 400mg/7 dias; T3=AMX+MTZ 250mg/14 dias e T4=AMX+MTZ
400mg/14 dias) eram clinicamente e microbiologicamente semelhantes no inicio do
estudo. Nenhuma diferenca estatisticamente significativa foi observada entre eles
para nenhum dos parametros clinicos ou para os complexos bacterianos avaliados
(Tabela 3, Tabela 5, Figura 9). Os parametros clinicos da populagcdo estudada
sugerem que os critérios de inclusao utilizados caracterizaram de forma satisfatoria
grupos de individuos com periodontite cronica generalizada. As médias de PS e de
NCI variaram, respectivamente: 3,7£0,7mm a 3,910,9mm e 4,1£0,7mm a
4,8+1,7Tmm. Houve um alto percentual de sitios apresentando sangramento a
sondagem no inicio do estudo, que variou de 62,8£18,9 a 69,1+20,5 (Tabela 3). A
média do numero de sitios apresentando PS inicial 2 5mm, 6mm e 7mm também foi

alta nos cinco grupos terapéuticos no inicio do estudo (Tabela 5).

50



A variavel primaria de avaliacdo utilizada no presente estudo foi a diferenca
entre os grupos terapéuticos para as médias de alteragcbes no NCI em bolsas
inicialmente profundas (PS = 7mm), entre o inicio do estudo e trés meses. Os dois
grupos que tomaram antibidticos por 14 dias obtiveram ganhos maiores,
estatisticamente significativos em relacdo ao grupo controle para essa variavel
(RAR=1,27+£1,02mm; T3=2,47+1,23mm; T4=2,64+0,88mm, p<0,05 entre os dois
grupos teste e o grupo controle). Esses dois grupos teste de MTZ/14 dias foram
significativamente superiores ao grupo controle para todas as demais variaveis
clinicas avaliadas e apresentadas nas Tabelas 4 e 5. De forma geral, apesar de
também ter sido observada uma tendéncia constante a melhores resultados clinicos
nos grupos de MTZ/7 dias em comparagdo ao grupo controle, significancia
estatistica ndo foi alcancada para a variavel primaria de avaliacado e para varias
variaveis secundarias. O grupo que menos diferiu significativamente do controle foi o
grupo T1. Por outro lado, os grupos que mais diferiram do grupo controle foram os
dois grupos de MTZ/14 dias (T3=AMX+MTZ 250mg e T4=AMX+MTZ 400mg).
Apesar de esses dois grupos nao diferirem significativamente entre si, houve uma
tendéncia a melhores resultados no grupo de MTZ 400mg (T4). Essa tendéncia pode
ser claramente notada na Tabela 5, que apresenta os dados de sitios residuais nos
cinco grupos apds 3 meses. Pode-se observar claramente que o grupo que recebeu
a maior dosagem de MTZ por mais tempo (T4) teve uma menor média de sitios
residuais para todas as categorias de bolsa estudadas. Estudos anteriores do nosso
grupo de pesquisa ja havia demonstrado a superioridade da terapia de RAR+AMX
+MTZ 400mg/14 dias no ganho de IC, na reducdo de PS e na média de sitios
residuais sobre a terapia mecanica isoladamente, tanto em periodontite cronica
(MATARAZZO et al. 2008, SILVA et al. 2011, FERES et al. 2012) quanto em
periodontite agressiva (MESTNIK et al. 2010, 2012). No nosso unico estudo aonde
um dos grupos utilizou RAR+MTZ 400mg por um tempo menor (10 dias), os
resultados foram no geral menos satisfatorios (CARVALHO et al. 2004) do que os
grupos de RAR+MTZ 400mg/14 dias dos demais estudos (MATARAZZO et al. 2008,
SILVA et al. 2011, FERES et al. 2012, MESTNIK et al. 2010, 2012). Outros grupos de
investigadores utilizaram a associagdo de AMX+MTZ por um tempo menor e com
dosagens mais baixas, e de forma geral os resultados estdo de acordo com os

observados no presente estudo para os grupos que também receberam doses mais
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baixas de MTZ e/ou o tempo mais curto de antibioticoterapia. Por exemplo, os que
adotaram o protocolo de 250mg de MTZ e 375mg de AMX por 7 dias para tratar
individuos com periodontite agressiva (CASARIN et al. 2012) e cronica (EHMKE et
al. 2005), obtiveram resultados semelhantes aos observados nos nossos grupos de
RAR+AMX+MTZ (250 ou 400mg)/7 dias, qual sejam: maior redu¢cdo na média de PS
em sitios com PS = 7mm em comparagdo com o grupo controle (terapia mecanica
somente; p<0,05); porém, sem beneficio adicional, estatisticamente significativo, da
terapia antibiética quanto ao ganho de IC. Ribeiro et al. (2009), utilizaram esse
mesmo protocolo de Casarin et al. (2012) para tratamento de 25 individuos com
periodontite cronica, e a terapia que associou RAR e os antibidticos n&do levou a
resultados superiores, estatisticamente significantes, nem mesmo para a reducao de
PS em sitios com PS inicial = 7mm.

Por outro lado, Winkel et al. (2001) utilizaram esse mesmo protocolo
terapéutico e obtiveram beneficios significativos tanto para redu¢do em PS quanto
em ganho de IC em sitios inicialmente profundos, em comparagcédo com o grupo de
RAR. Porém, vale destacar que o ganho de IC em sitios profundos no estudo de
Winkel et al. (2001) foi de 1,5 mm, bem inferior ao do presente estudo (2,64 mm),
ainda que a média inicial de PS no presente estudo era menor (3.9 mm) do que a do
estudo de Winkel et al. (2001) (4.4 mm). Vale destacar que no caso desses trés
estudos, ndo somente a dosagem do MTZ e o tempo de administracdo das drogas
estavam reduzidas, como a dosagem da AMX também foi menor que a do presente
estudo, o que pode ter influenciado os resultados. Ja Varela et al. (2011) utilizaram a
mesma dosagem de AMX do presente estudo (500 mg) e menor dosagem de MTZ
(250 mg) e tempo de terapia antibiotica (10 dias). Além disso, os autores
associaram aos dois grupos (teste e controle) diversas formas de desinfecgdo com
clorexidina como bochecho, irrigagcdo de bolsas e escovagao da lingua. Os autores
nao descrevem redugao de PS em sitios profundos, mas na avaliagao de boca toda
nao houve beneficio estatisticamente significativa para o grupo teste. No presente
estudo esse beneficio foi observado no grupo que tomou a menor dosagem de MTZ
(250mg), mas somente quando os antibioticos foram administrados por 14 dias
(Tabela 4). Uma comparacéao interessante pode ser feita com o estudo de Goodson
et al. (2012), que utilizaram dosagem mais baixa de MTZ, mas por 14 dias, e

obtiveram o6timos resultados com essa terapia em comparagdo com diversos
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tratamentos adjuntos, inclusive na comparacdo com individuos que receberam
cirurgia periodontal. Esses resultados sustentam a hipotese sugerida pelo presente
estudo de que o tempo de administragcdo parece estar mais relacionado com o
sucesso terapéutico do que a dosagem de MTZ utilizada (250mg ou 400mg). E
importante destacar que o numero de individuos que relatou cada um dos efeitos
colaterais foi semelhante entre os grupos de antibidticos, e mesmo no grupo controle
houve relatos de efeitos colaterais como diarreia, nausea/vomito. Ou seja, em
relacdo as terapias antibidticas utilizadas nesse estudo, parece adequado concluir
que os efeitos colaterais ndo tém uma influéncia fundamental na escolha da terapia
mais indicada para o tratamento desses individuos. Esse direcionamento devera ser
embasado principalmente nos efeitos clinicos e microbioldgicos dos diferentes

protocolos terapéuticos.

5.2 Dados microbiolégicos

Os efeitos de cada terapia na composigdo da microbiota subgengival foram
avaliados no presente estudo e os dados obtidos estdo em concordancia com os
efeitos clinicos (Figuras 6 a 9). Apesar de que todos os tratamentos empregados
levaram a uma alteragdo benéfica na composi¢cdo da microbiota subgengival aos
trés meses, os efeitos da RAR foram em geral mais discretos do que os observados
nos grupos teste. Por exemplo, a RAR n&o causou uma reducao estatisticamente
significativa nos niveis de nenhuma das trés espécies do complexo vermelho (Figura
6), e reduziu significativamente a proporcdo individual de apenas uma dessas
espécie: P. gingivalis (Figura 7). Por outro lado, quando os antibidticos sistémicos
foram utilizados como adjuntos a RAR, notou-se um efeito mais profundo nesses
patégenos, que mostraram redugdo estatisticamente significativa, tanto em
contagem quanto em proporg¢ao, nos grupos T2, T3 e T4 aos 3 meses (Figuras 6 e
7). Ja os individuos do grupo T1, que receberam a menor dosagem e duragao de
terapia antibidtica, mostraram redugdo de apenas dois patdégenos do complexo
vermelho: P. gingivalis e T. forsythia. Quando os efeitos nos patégenos do complexo
laranja séo considerados juntamente com os efeitos observados sobre o complexo
vermelho, notou-se uma superioridade para os grupos que tomaram antibidtico por

14 dias (T3 e T4) em comparagao aos que tomaram por 7 dias (T1 e T2). Essa
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tendéncia pode ser confirmada pela comparagao desses dois grupos com o grupo
controle em relagdo a quantidade residual de cada um desses patdogenos em 3
meses (Figura 8). Outro dado interessante, que ressalta o efeito mais profundo da
terapia de 14 dias de antibidtico sistémico € o de média das proporgdes dos
complexos microbianos nos 5 grupos (Figura 9). Em 3 meses pds-terapia as
proporcdes residuais do complexo vermelho estavam estatisticamente menores nos
grupos T3 e T4 (=6%) do que no grupo controle (11%); enquanto que os grupos T1 e
T2 mostraram valores intermediarios (=8%); porém, sem diferenca estatistica em
comparagao aos demais grupos. Ja as proporg¢oes residuais de complexo laranja ou
das espécies de Actinomyces (grupo azul) ndo diferiram estatisticamente entre os
grupos apods o tratamento. Porém, deve-se considerar que pequenas alteragcdes no
perfil microbiolégico no curto prazo, especialmente as observadas nas espécies do
complexo vermelho e em espécies individuais do complexo laranja podem
determinar o perfil microbiolégico subgengival no longo prazo. Uma analise recente
de 450 individuos tratados por diferentes formas de terapias periodontais, incluindo
antibidticos sistémicos, revelou que individuos que apresentam niveis e proporgdes
proximas ou abaixo de 6% aos 3 meses pos-terapia tendem a mostrar uma melhora
no perfil microbiolégico em 1 ano pds-terapia; enquanto que os grupos terapéuticos
que mantém 8% ou mais de complexo vermelho no curto prazo tendem a mostrar
uma piora na composigdo da placa subgengival no longo prazo (Periodontology
2000, in press). Seguindo essa linha de pensamento, os grupos que tomaram
antibidtico por 14 dias no presente estudo teriam uma maior probabilidade de manter
ou melhorar o perfil microbiolégico com o passar do tempo, e consequentemente, de
manter ou até mesmo melhorar os beneficios clinicos alcangcados em 3 meses.

A comparacao dos dados microbiologicos obtidos no presente estudo torna-se
dificil, uma vez que nenhum outro estudo avaliou altera¢gdes no perfil microbiolégico
obtidos por diferentes protocolos de antibidticos sistémicos, e a maioria dos estudos
que descreveram os efeitos microbiolégicos de um certo tipo de protocolo antibiético
avaliaram poucas espeécies bacterianas. Assim como observado para os resultados
clinicos, de forma geral os estudos que utilizaram dosagens mais baixas de MTZ e/
ou AMX ou menor tempo de antibioticoterapia (7 ou 8 dias) obtiveram pouco ou
nenhum beneficio adicional no perfil microbiolégico subgengival em comparagao

com RAR somente em individuos com periodontite cronica (EHMKE et al. 2005,
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HAFFAJEE et al. 2008, RIBEIRO et al. 2009, CIONCA et al. 2010) ou agressiva
(HELLER et al. 2011, CASARIN et al. 2012). Esses dados corroboram com os
efeitos microbiolégicos menos marcantes observados no grupo T1 do presente
estudo. Por outro lado, Yek et al. (2010) trataram um grupo de individuos com
periodontite agressiva com um protocolo terapéutico mais semelhante ao nosso
(RAR+AMX 500mg+MTZ 500mg por 10 dias) e obtiveram resultados microbiolégicos
mais satisfatorios. O grupo teste mostrou uma maior redugado na prevaléncia de T.
forsythia em comparagdo com o grupo controle (p<0,05) e a prevaléncia de T.
denticola foi reduzida estatisticamente somente no grupo teste. A limitacdo desse
estudo é que os autores utilizaram Polymerase Chain Reaction (PCR) e apenas
presenca ou auséncia foram determinadas. A maioria dos estudos prévios do nosso
grupo de pesquisa que avaliaram os efeitos da combinacdo de AMX+MTZ na
composi¢cao da microbiota subgengival, aplicou o mesmo protocolo de dosagem e
tempo de antibidtico utilizado no grupo T4 do presente estudo (AMX 500mg+MTZ
400mg/14 dias) (MATARAZZO et al. 2008, MESTNIK et al. 2010, SILVA et al. 2011).
Em concordancia com os efeitos microbiolégicos benéficos observados no grupo T4,
os resultados desses estudos foram sempre favoraveis aos grupos teste e
mostraram de forma consistente um melhor perfil microbiolégico subgengival aos 3
meses pos-terapia, em comparagao aos grupos controle de RAR sem a adicédo de

antibidticos.

5.3 Comentarios finais e aplicabilidade clinica dos resultados obtidos

A avaliagdo global dos resultados clinicos e microbiolégicos do presente
estudo deixa claro que o tempo de utilizacdo dos antibiéticos (14 dias ao invés de 7
dias) esta mais associado ao sucesso do tratamento do que a dosagem de MTZ
utilizada. Praticamente todas as avaliagdes clinicas e microbiolégicas mostraram
diferencas estatisticamente significativas entre os dois grupos tratados com
antibidticos por 14 dias e o grupo controle, enquanto que na maioria das vezes os
beneficios observados nos dois grupos tratados com antibidticos por 7 dias nao
atingiram significancia estatistica em relagcdo ao grupo controle. Considerando-se
esses pontos, pode-se dizer que a terapia de 14 dias é a mais indicada. Porém,

ainda resta uma duvida nao totalmente esclarecida no presente estudo, que ¢ a real
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semelhancga/diferenga entre os dois grupos de 14 dias; T3 (MTZ 250mg) e T4 (MTZ
400mg). Nenhuma diferenga estatisticamente significativa foi observada entre esses
dois grupos terapéuticos para nenhum dos parametros avaliados. Porém, em
algumas avaliagbes ha uma forte tendéncia a se observar melhores resultados para
o grupo T4, como na média do numero de sitios residuais (Tabela 5) e no numero de
individuos apresentando alto risco para progressdo de doenga periodontal aos 3
meses pos-terapia (Tabela 6). Considerando-se que os efeitos colaterais nao
diferiram de forma relevante entre os quatro grupos de antibidticos sistémicos,
parece adequado afirmar que o protocolo mais indicado para o tratamento desses
individuos seria a maior dosagem de MTZ pelo maior tempo (grupo T4). Porém, um
dado que nao pode ser desconsiderado € que 2 individuos do grupo T4 (mas nao
nos demais grupos) relataram que ndo tomariam os medicamentos novamente se
fosse preciso. Aparentemente, esse relato nao se refletiu numa reducédo da adeséao
ao tratamento no presente estudo, mas pode indicar uma tendéncia a uma pior
cooperagao com essa terapia em outras populagdes. A avaliacdo longitudinal dos
individuos desse estudo sera fundamental para esclarecer melhor se o discreto
beneficio clinico observado no grupo T4 (400mg MTZ) sobre o grupo T3 (250mg
MTZ) ira se manter, diminuir ou aumentar até 1 ano pos-terapia. Esses dados serao
importantes no sentido de definir melhor a dosagem ideal de MTZ para o tratamento

da periodontite crénica generalizada.
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6 CONCLUSAO

O uso adjunto de AMX+MTZ por 14 dias no tratamento da PCG, oferece
beneficios clinicos e microbioldégicos, além dos obtidos com a RAR,

independentemente da dose de MTZ utilizada (250mg ou 400mg).
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ANEXO

Anexo A - Aprovagdo do Comité de Etica em Pesquisa (UnG)

==UnG

PE
Centro de Pés-Graduagioe Pesquisa
Comité de Etica em Pesquisa

Guarulhos, 02 de dezembro de 2009.

Exma. Sra.
Magda Feres

Referéncia; Aprovagdo de Projeto
SISNEP/513 - “Influéncia clinica e microbiolégica da dosagem e da durag@o da terapia com antibiéticos
sistémicos no tratamento da periodontite cronica”

PARECER N° 237/2009

O Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos analisou o Projeto de Pesquisa de sua
autoria “Influéncia clinica e microbioldgica da dosagem e da duragao da terapia com antibioticos sistémicos
no tratamento da periodontite crénica” - SISNEP/513, na reunido de 01.12.2009, e no uso das competéncias
definidas na Res. CNS 196/98, considerou o projeto acima aprovado.

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

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

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

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

« Esclarecemos a necessidade da apresentagéo de relatorio final até 15.12.12.

/mfa md&ﬂ@}x&d&p
ara Silvia Van De Velde Vieira

Comité de Etica em Pesquisa
Coordenadora
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Anexo B - Questionario de efeitos adversos

Grupos de tratamento

01

02

03

04

05

Marque o numero de individuos que relataram cada
um dos efeitos abaixo:

1) Vocé conseguiu tomar os medicamentos como
Ihe foi orientado?

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

3) Sentiu nauseas ou vomito?

4) Teve diarréia neste periodo?

5) Sentiu algum gosto metalico na boca?

6) Sentiu dor de cabega 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

irritacdo?

9) Sentiu fraqueza ou falta de animo para o
trabalho?

10) Teve sono excessivo devido aos
medicamentos?

11) Os horarios dos medicamentos prejudicaram o
seu dia-a-dia?

12) Vocé tomaria os medicamentos novamente
caso fosse necessario?
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