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RESUMO

Embora o conhecimento sobre o biofilme supra e subgengival ter
aumentado muito nos ultimos anos, pouco se sabe a respeito da composicao do
biofilme formado em tecidos moles, os quais correspondem a 80% da cavidade
bucal. O interesse sobre essa microbiota tem sido despertado devido ao fato de
que tais microrganismos podem estar envolvidos com varias situagdes clinicas,
tais como halitose, carie e doenga periodontal. Além disso, esses diferentes
nichos bucais podem representar um importante reservatério para a reinfecgao e
recolonizagdo do ambiente subgengival. Dessa forma, o objetivo do presente
estudo piloto, cego, placebo controlado foi avaliar os efeitos microbiolégicos da
terapia de raspagem e alisamento radicular (RAR) associada ao metronidazol
(MTZ) e a amoxicilina (AMX) sistémicos, com o controle quimico do biofilme
supragengival através de bochecho com clorexidina (CLX) na composi¢do da
microbiota de diferentes nichos (biofilmes subgengival e supragengival, dorso da
lingua, saliva e mucosa), em individuos com doencga periodontal cronica. Para tal
finalidade, 60 individuos foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos
terapéuticos, sendo grupo controle (n=15): RAR + MTZ placebo + AMX placebo
3x dia, durante 14 dias + bochecho com CLX placebo 2x dia, durante 60 dias;
Teste 1 (n=15): RAR + bochecho com CLX 0,12% 2x dia, durante 60 dias + MTZ
placebo e AMX placebo 3x dia, durante 14 dias; Teste 2 (n=15): RAR + MTZ
(400mg) + AMX (500mg) 3x dia, durante 14 dias + bochecho com CLX placebo 2x
dia, durante 60 dias; Teste 3 (n=15): RAR + MTZ (400mg) + AMX (500mg) 3x dia,
durante 14 dias + bochecho com CLX 0,12% 2x dia, durante 60 dias. Avaliagdes
microbiolégicas foram realizadas no momento inicial, aos 45, 90 e 180 dias pos-
terapia. Sete amostras de biofilme foram coletadas de cada individuo em cada
avaliagao: dois sitios supragengivais, dois sitios subgengivais, dorso de lingua,
saliva e mucosa. As amostras de biofiime foram analisadas individualmente por
meio do teste Checkerboard DNA-DNA Hybridization para 40 espécies
bacterianas. As diferengas entre os grupos terapéuticos foram avaliadas em cada
tempo pelos testes Kruscal-Wallis e Mann-Whitney. Além disso, as diferencas
entre os tempos em cada grupo terapéutico foram analisadas pelos testes
Friedman e Dunn. Os niveis da maioria das espécies encontradas na saburra
lingual, tecidos moles e biofilme supragengival n&o alteraram significativamente
do tempo inicial para 180 dias pods-terapia. A terapia que associou o uso de
antimicrobianos sistémicos e clorexidina a RAR foi a unica que levou a redugao
de espécies do complexo vermelho em amostras de biofilme subgengival e saliva.
Os principais resultados foram observados quando os nichos foram analisados
em conjunto. Aos 180 dias pds-terapia, foi possivel observar a menor proporgao
de espécies do complexo vermelho no grupo MTZ+AMX+CLX em comparagao
aos demais grupos. Em conclusdo, o uso concomitante do controle quimico
antimicrobiano (local e sistémico) associado a terapia periodontal basica parece
afetar mais profundamente a composicédo da microbiota oral.

Palavras-chaves: Doencgas periodontais; Microbiologia oral; Terapia; Antibiéticos.



ABSTRACT

Although knowledge about the supragingival and subgingival biofilm has
increased greatly in recent years, little is known about the composition of the
biofilm formed in soft tissues, which correspond to 80% of the oral cavity. The
interest on this microbiota has been aroused due to the fact that such
microorganisms may be involved in several clinical situations, such as halitosis,
caries and periodontal disease. Moreover, these different oral niches may
represent an important reservoir for reinfection and recolonization of the
subgingival environment. Thus, the aim of this pilot study, single-blinded, placebo-
controlled study was to evaluate the microbiological effects of the scaling and root
planing (SRP) combined with systemic metronidazole (MTZ) and amoxicillin (AMX)
associated to chlorhexidine (CHX) mouthrinse in the treatment of chronic
periodontitis (ChP) on different sites in the oral cavity (tongue, soft tissue, saliva,
supragingival and subgingival biofims). For this purpose, 60 individuals were
randomly assigned to four therapeutic groups: Control group (n=15): SRP + MTZ
placebo + AMX placebo 3x a day, during 14 days + CHX placebo mouthrinse 2x a
day during 60 days; Test 1 (n=15): SRP + CHX 0.12% mouthrinse 2x a day, during
60 days + MTZ placebo and AMX placebo 3x a day, during 14 days; Test 2
(n=15): SRP + MTZ (400mg) + AMX (500mg) 3x a day, during 14 days + CHX
placebo mouthrinse 2x a day, during 60 days; Test 3 (n=15): SRP + MTZ (400mg)
+ AMX (500mg) 3x a day, during 14 days + CHX 0.12% mouthrinse 2x a day,
during 60 days. Microbiological examinations were realized at baseline, 45, 90 and
180 days after treatment. Samples were collected at seven sites in each individual
assessment: two supragingival sites, two subgingival sites, dorsum of the tongue,
saliva and soft tissue. The biofilm samples were analyzed individually through the
Checkerboard DNA-DNA hybridization for 40 bacterial species. Differences among
therapeutic groups in each time point were evaluated by Kruscal-Wallis and Mann-
Whitney tests. Differences among time points in each therapeutic group were
evaluated by Friedman and Dunn’s tests.The counts of most of the species found
in the tongue coating, soft tissue and supragingival biofilm did not change
significantly from baseline t0180 days post-therapy. The only therapy that led to
reduction in the red complex species in subgingival biofilm and saliva samples was
the adjunctive use of antibiotics and CHX. The main results were showed for every
intra-oral niches analyzed together. At 180 days, there was a significantly lower
proportion of the red complex species in the MTZ+AMX+CHX group in comparison
with the other groups. In conclusion, the concomitant use of antimicrobial chemical
control (systemic and local) associated with basic periodontal therapy seems to
affect more deeply the composition of the oral microbiota.

Key-words: Periodontal diseases; Oral microbiology; Therapy; Antibiotics.
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1 INTRODUGAO

1.1 Etiologia da doenga periodontal

A doenga periodontal é comprovadamente uma patologia infecciosa que
tem como fator etiolégico microrganismos especificos presentes nos biofilmes
supragengival e subgengival que, ao desencadearem diferentes formas de infec¢des
periodontais, acarretam destruicdo das estruturas de protecdo e sustentagcdo dos
dentes (LOE et al. 1965; LOESCHE et al., 1985; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1994;
SOCRANSKY et al., 1998).

Estudos que buscaram compreender a etiologia das infecgdes
periodontais ocorridos na década de 60, observaram que mediante um grande
acumulo indeterminado de bactérias na superficie dental ocorriam os sinais clinicos
da doenca periodontal (LOE et al., 1965; THEILADE et al., 1966; LOE et al., 1967;
RUSSEL, 1967). No estudo classico da “gengivite experimental” em humanos
realizado por Loe et al. (1965), observou-se que o acumulo de biofilme bacteriano
em superficies dentais previamente limpas teve como efeito o desenvolvimento da
inflamacéao nos tecidos gengivais e com o retorno da higiene oral ocorreu a reversao
do estado inflamatdrio e, consequentemente, a saude gengival. Sendo assim, foi
proposta a “hipdtese da placa nao especifica”, na qual um grande acumulo
bacteriano seria a etiologia das doencas periodontais, independente de sua
composicao.

Lée et al. (1978 e 1986), em seus estudos sobre a histéria natural da
doenca periodontal em humanos realizados por 15 anos com os plantadores de cha
do Sri Lanka, observaram que entre os 480 individuos que foram avaliados neste
estudo, 11% nao apresentavam sinais clinicos da doenga periodontal, apesar do
grande acumulo de biofilme dental presente. Estas observagdes, juntamente com os
avangos nas técnicas de cultura microbiologica, promoveram a busca por estudos
que avaliassem a composicdo microbiana do biofiime dental e a relacido desta
microbiota com os aspectos clinicos do periodonto (TANNER et al., 1979; LOESCHE
et al., 1985), fundamentando a “hipétese da placa especifica’, onde a alta
prevaléncia de patégenos periodontais especificos no biofilme dental € responsavel
pela destruigdo periodontal (LOESCHE, 1976).
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Mais de 500 espécies diferentes de bactérias podem ser identificadas no
biofiilme subgengival, porém, at¢ o momento apenas 40 espécies sdo bem
conhecidas e estdo sabidamente organizadas em complexos bacterianos
(SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1994; HAFFAJEE e SOCRANSKY, 1994;
SOCRANSKY et al., 1998), sendo que apenas as espécies do complexo laranja e
vermelho sdo consideradas importantes patdégenos envolvidos no processo de
progressao da doenca (SOCRANSKY et al., 1998).

Socransky et al. (1998) observaram a relagdo entre 40 espécies
bacterianas presentes em 13.261 amostras de biofilme subgengival de 185
individuos (160 com doenga periodontal crénica e 25 saudaveis) por meio do
método Checkerboard DNA-DNA Hybridization. A partir das analises, as espécies
foram agrupadas em cinco complexos bacterianos principais: vermelho, laranja,
amarelo, verde e roxo. Entre estes, apenas as bactérias dos complexos vermelho e
laranja sao consideradas importantes patégenos envolvidos com a progressao da
doenca periodontal. O complexo vermelho, constituido pelas espécies Tannerella
forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola. O complexo laranja, que
parece preceder a colonizagdo do complexo vermelho, foi dividido em 2 subgrupos:
um central, constituido 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 gracilli e Streptococcus constellatus. Os outros trés
complexos, denominados amarelo, verde e roxo demonstraram grande associagéo
entre si e menor associagcdo com o0s dois primeiros, e sdo compostos por diversas
espécies consideradas compativeis com o hospedeiro. O complexo verde, composto
por Capnocytophaga sputigena, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga
ochracea, Eikenella corrodens e Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a.
O complexo amarelo € formado por um grupo de estreptococos: Streptococcus mitis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e
Streptococcus intermedius. E, ainda, o complexo roxo, que inclui Actinomyces
odontolyticus e Veillonella parvula. As espécies de Selenomonas noxia e A.
actinomycetencomitans sorotipo b ndo se correlacionaram com outras espécies.
Posteriormente, algumas espécies de actinomicetos (Actinomyces gerencseriae,
Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii 1, Actinomyces oris) foram agrupadas
em mais um complexo (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2002). Também examinaram
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as relacbes existentes entre certos complexos e aspectos clinicos da doenca
periodontal. Os parametros de profundidade a sondagem (PS), sangramento a
sondagem (SS) e nivel de insergao clinica (NIC), por exemplo, mostraram relagéo
direta com a presenca das espécies do complexo vermelho e, em certa extensao,

com as espécies do complexo laranja.

1.2 Microbiota de outros nichos bucais

Apesar de evidéncias mostrarem que o nicho primario das bactérias
patogénicas € a regido subgengival, elas também s&o encontradas em outras
superficies da cavidade bucal, além dos sitios supragengivais, (SOCRANSKY e
HAFFAJEE, 1994; SOCRANSKY e HAFFAJEE 2002; MAGER et al.,, 2003a;
BEIKLER et al. 2006; FAVERI et al. 2006a; SACHDEO et al. 2008) e produzem
biofilme de diferentes complexidades, os quais devem ser considerados na terapia
periodontal (BEIKLER, 2006). Embora o conhecimento sobre o biofilme supra e
subgengival ter aumentado muito nos ultimos anos (SOCRANSKY et al.,, 1998;
SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2002), pouco se sabe a respeito do biofilme formado
em tecidos moles, os quais correspondem a 80% da cavidade bucal e sao
protegidos por diferentes tipos de epitélio, sendo o epitélio queratinizado
correspondente a 50% do total da superficie e o ndo queratinizado, 30% (COLLINS
e DAWES, 1987).

As superficies dentarias nao sofrem descamacido e oferecem habitat
diferente para as bactérias quando comparadas aos tecidos moles, nos quais ha
uma continua descamacgao das células epiteliais (GIBBONS, 2009). Uma vez que as
bactérias precisam aderir a superficie a fim de crescerem e desenvolverem o
biofilme, os complexos bacterianos tém menos tempo para se desenvolver nos
tecidos moles e, dessa forma, os mecanismos de adesao das bactérias nesses sitios
devem ser diferenciados, o que pode determinar o desenvolvimento de biofilmes
diferentes nas diversas superficies da cavidade bucal (GIBBONS, 1989;
SOCRANSKY e HAFFAJJEE, 2005). Assim, a seletividade da adesao bacteriana
pode justificar as diferentes suscetibilidades dos varios tecidos a colonizagdo e
infeccao bacteriana (GIBBONS, 1989).

O interesse sobre a microbiota de diferentes nichos da cavidade bucal

tem sido despertado devido ao fato de que estes microrganismos podem estar
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envolvidos com varias situagdes clinicas, tais como halitose e doenga periodontal
(BOSY et al. 1994; DE BOEVER e LOESCHE, 1995; VAN WINKELHOFF et al.
1986), além de representarem um importante reservatério para a reinfecgdo e
recolonizagdo dos nichos subgengivais (DANSER et al., 1996; QUIRYNEN et al.,
2001; MAGER et al., 2003a). Van Winkelholff et al., em 1986, demonstraram a
colonizagdo da superficie lingual por espiroquetas (microrganismos dotados de
motilidade) e bactérias pigmentadas de negro, como a P. intermedia. Além disso,
observaram uma associagao entre o colapso periodontal e a presenca desses
microganismos na lingua, sugerindo que a mesma poderia servir de habitat para
patdgenos periodontais.

Mager et al. (2003a) coletaram amostras microbiolégicas de oito
superficies (sitios subgengival e supragengival, lingua, mucosa labial, gengiva
inserida, assoalho da boca, mucosa jugal, palato duro) e da saliva de 225 individuos
periodontalmente saudaveis e analisaram por meio da técnica do Checkerboard
DNA-DNA Hybridization. Embora todas as superficies tenham apresentado a
presenca de patégenos periodontais, inclusive os microrganismos do complexo
vermelho, os autores observaram diferentes perfis de colonizagcdo. Por exemplo,
encontraram altas proporgdes de Actinomyces nas amostras de biofilmes supra e
subgengival, ja na saliva e na superficie lateral e dorso da lingua, altas proporgdes
de V. parvula e Prevotella melaninogenica foram constatadas. Dessa forma,
definiram trés grupos de superficies nos quais reconheceram >75% de similaridade
na colonizagdo bacteriana, sendo: grupo A (sitios supragengival e subgengival),
grupo B (dorso da lingua, saliva e lateral da lingua) e grupo C (palato duro, gengiva
inserida, mucosa bucal, mucosa labial vestibular, assoalho da boca). Além disso,
consideraram que os grupos B e C apresentaram mais semelhangas entre si do que
os grupos C e A.

Danser et al. (1996) estudaram as altera¢des ocorridas apos a raspagem
e alisamento radicular (RAR) e cirurgia periodontal nos niveis de A.
actinomycetemcomitas, P. gingivalis e P. intermedia nos tecidos moles bucais.
Embora a RAR tenha atingido resultados clinicos positivos e diminuido a prevaléncia
destes patdgenos no ambiente subgengival, ndo foram observadas alteragdes
significativas na prevaléncia dessas espécies nos tecidos moles. Os autores
sugeriram que os tecidos moles bucais podem servir como reservatorio para uma

recolonizagdo destes patogenos no ambiente subgengival.
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Além dos tecidos moles, todas as superficies da cavidade bucal (exceto
os sitios subgengivais) sdo banhadas pela saliva que fornece nutrientes, remove
residuos e atua como veiculo para o transporte de bactérias entre os diversos sitios,
sendo essencial para a manutengdo de quase todos os biofilmes intra bucais ao
viabilizar um ambiente propicio para o seu desenvolvimento (SOCRANSKY e
HAFFAJEE, 2005; TELLES et al, 2012). Esta € uma possivel explicagado para a
grande quantidade de bactérias encontradas na saliva, uma vez que nela obtém
suporte para sua multiplicagdo. Por outro lado, a saliva pode remover ou limitar
bactérias em tecidos duros e moles, e talvez influenciar a composigéo da microbiota
bucal (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2005). Em estudo recente, Kinney et al. (2011)
sugeriram que marcadores salivares oferecem potencial para a previsdo da
progressao ou da estabilizagdo da doenga periodontal em grandes populag¢des de
pacientes.

Desta forma, os tecidos moles e a saliva sédo fatores importantes a serem
investigados na doenga periodontal, bem como durante o tratamento, visto que este
deve ser baseado na alteragdo da microbiota patogénica para uma microbiota
compativel com a saude. Assim, amostras microbiolégicas apenas da regido
subgengival podem nao refletir a colonizagéo intrabucal e, portanto, subestimar a
deteccgédo e a frequéncia de um patogeno especifico (BEIKLER, 2006).

1.3 Terapia periodontal

O procedimento de RAR ¢é referenciado como o “padrao ouro” na terapia
periodontal, por desorganizar e remover grande quantidade de bactérias, ainda que
de forma inespecifica. Entretanto, a resposta em longo prazo alcangada com o
tratamento de RAR (HAFFAJEE et al. 1997; CUGINI et al. 2000; DARBY et al. 2001;
TELLES, HAFFAJEE e SOCRANSKI, 2006) ndo é suficiente para controlar a
progressao da doenga periodontal e modificar profundamente o perfil bacteriano
patogénico para um perfil relacionado a saude, principalmente em casos de doengas
mais severas (HAFFAJEE et al. 1997; CUGINI et al. 2000; CARVALHO et al. 2005;
MATARAZZO et al. 2008). Apesar de remover depoésitos duros e moles da superficie
do dente (supra e subgengival) apresenta limitagées, como na presencga de furcas e
bolsas profundas. Estudos tém demonstrado que o tratamento com RAR reduz a

quantidade de espécies subgengivais nos sitios, mas n&do promove a estabilidade
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em longo prazo dos beneficios clinicos adquiridos inicialmente (DARBY et al. 2001;
TELES et al. 2006, XIMENEZ-FYVIE et al. 2000a, CUGINI et al. 2000, CARVALHO
2005). Além disso, a RAR sozinha tem efeito limitado em algumas espécies
patogénicas (HAFFAJEE et al. 1997; CUGINI et al. 2000; COLOMBO et al. 2005,
FAVERI et al. 2006a).

Portanto, outras terapias coadjuvantes a RAR, como o controle
sistematico profissional do biofiime supragengival, o controle quimico com
antimicrobianos locais e o uso de antibidticos sistémicos tém sido propostos com o
objetivo de potencializar os resultados clinicos e microbiolégicos desta forma de
terapia (FERES et al., 1999a e 2001; XIMENEZ-FYVIE et al. 2000b, CARVALHO et
al. 2004 e 2005, FAVERI, 2005; MESTNIK et al., 2010; SILVA et al., 2011).

O efeito do controle do biofilme supragengival na composigao do biofiime
subgengival foi avaliada por Ximénez-Fyvie et al. (2000c) por meio de Checkerboard
DNA-DNA hybridization. O controle do biofilme supragengival profissional foi
realizado semanalmente em 18 pacientes com doencga periodontal durante 1 ano. Os
autores observaram diminui¢do na contagem média de P. gingivalis, T. forsythia, T.
denticola, tanto no biofilme supragengival quanto no subgengival, resultando em
perfil microbiano semelhante ao da saude periodontal. Os melhores efeitos

ocorreram nos primeiros 3 meses, mantidos até 9 meses apdos o término da terapia.

1.3.1 Controle quimico do biofilme supragengival

O controle mecanico do biofilme com a higiene oral realizada pelo
paciente pode ser potencializado com o uso de substancias incorporadas aos
enxaguatorios bucais, atuando como um controle quimico local. O digluconato de
clorexidina (CLX) € o composto mais utilizado em estudos clinicos e experimentais
por suas propriedades quimicas e antimicrobianas. E um anti-séptico com efeito
antimicrobiano tanto em bactérias gram-negativas quanto em gram-positivas, fungos
e alguns virus. A combinagcdo de enxaguatério com digluconato de clorexidina
(0,12%) e RAR obtém resultados benéficos, podendo ajudar na redugcdo do numero
de patogenos em diferentes sitios intra bucais (lingua, amidalas, mucosa, palato
duro e mole) e saliva (EATON et al., 1997; FAVERI et al., 2006b; SEKINO et al.,
2003).
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Eaton et al. (1997) observaram os efeitos do uso de bochechos com
clorexidina a 0,12% no controle do biofilme dental e da inflamac&o gengival em 98
individuos com gengivite. Os individuos que fizeram os bochechos com clorexidina
durante 12 semanas tiveram uma redugdo significativa nos indices de placa e
gengivite, quando comparados aos individuos que fizeram bochechos com placebo.

Sekino et al. (2003) observaram o efeito de diferentes terapias com
bochecho com clorexidina 0,2% e higienizagdo da lingua com clorexidina em gel
0,1% na quantidade de bactérias da saliva e na formagao do biofilme em individuos
com gengivite e concluiram que o uso diario de clorexidina como coadjuvante ao
controle mecanico reduziu acentuadamente o numero de microrganismos
detectaveis na saliva. Sugeriram que o numero de bactérias na saliva pode ter
influenciado a formacéao do biofilme na fase inicial do tratamento.

Faveri et al. (2006b) avaliaram os efeitos clinicos e microbiologicos da
RAR somente ou em combinagdo com profilaxia profissional e/ou bochecho com
digluconato de clorexidina 0,12% em 57 individuos portadores de doencga periodontal
cronica. Observaram que a associagao do controle de biofilme supragengival a RAR
promoveu beneficios clinicos em relacdo a RAR somente, sendo esse efeito mais
evidente nas bolsas intermediarias e profundas de individuos que utilizaram
clorexidina,. Ressaltaram que o bochecho com clorexidina promoveu beneficios
microbiolégios adicionais e atribuiram tais resultados a manutengédo do baixo nivel
de patégenos no biofiilme supragengival, além de outras superficies como
amigdalas, lingua, saliva e mucosa jugal.

Feres et al. (2009) compararam os efeitos clinicos e microbiologicos da
RAR em associagdo ao controle profissional mecanico e ao controle quimico por
meio de bochecho com CLX no tratamento da periodontite crbnica. Sessenta
individuos foram acompanhados durante 6 meses pos-terapia. Os autores
concluiram que o controle de biofilme realizado durante e apos a RAR influencio de
maneira positiva o0s resultados clinicos, porém os melhores beneficios
microbiolégicos e clinicos foram alcangados com a associagao da CLX.

O uso de anti-sépticos durante a RAR e na fase de manutencédo pode
resultar em grande aumento na proporgdo de espécies Actinomyces compativeis
com a saude, aos 3 meses apos a terapia e redugdo de patdégenos do complexo
vermelho (P. gengivalis, T. forsythia e T. denticolla) (TELES et al., 2006; FERES et
al., 2009; MESTNIK et al. 2010). Dentro deste contexto, Faveri et al. (2005 e 2006b)
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sugerem que o controle do biofilme supragengival como forma efetiva de terapia
periodontal durante e logo apdés a RAR pode beneficiar clinica e
microbiologicamente sitios subgengivais com bolsas rasas e intermediarias, bem

como sitios profundos.

1.3.2 Antibioticoterapia sistémica

O objetivo principal do tratamento periodontal é evitar a progressdo da
doenca e devolver a saude através da modificacdo do meio ambiente supra e
subgengival, promovendo uma alteracdo da microbiota ao reduzir ou eliminar
bactérias patogénicas, favorecendo a recolonizagcdo dos sitios tratados por
complexos bacterianos compativeis com a saude periodontal e, consequentemente,
melhorando os aspectos clinicos. O tratamento ndo cirurgico apenas com RAR é
inespecifico, reduz a quantidade de bactérias, mas nem sempre consegue promover
uma mudanga tdo grande a ponto de manter a estabilidade em longo prazo dos
resultados obtidos logo apds a remogao mecanica do biofilme (HAFFAJEE et al.,
1997; CUGINI et al., 2000; CARVALHO et al., 2005; MATARAZZO et al., 2008;
RIBEIRO et al., 2009). Em alguns pacientes, a RAR n&o alcanga resultados positivos
por varios motivos (HERRERA et al., 2002). Entre as limitagdes da RAR, estdo as
regides apicais de bolsas profundas, regides de furca em molares, tubulos
dentinarios, sitios em tecidos moles e ainda, a inespecificidade do tratamento.

As limitagdes da RAR, a eventual invasdo tecidual de certos patégenos
periodontais e a capacidade dos antibidticos sistémicos de terem mecanismo de
acgao sobre todas as superficies e fluidos da cavidade bucal levaram a utilizacdo de
terapias coadjuvantes (como a associagao com agentes antimicrobianos) a terapia
mecanica, no tratamento das diferentes formas da doenga periodontal, a fim de
potencializar os resultados clinicos e microbiologicos do tratamento (van
WINKELHOFF et al., 1997; FERES et al., 1999a, 1999b, 1999c; CUGINI et al., 2000;
GONGCALVES, 2000; XIMENEZ-FYVIE et al. 2000b; HAFFAJEE et al. 2003; SLOTS
et al., 2004; CARVALHO et al. 2004 e 2005; FAVERI et al. 2006b; MOEINTAGHAVI
et al., 2007; SILVA et al., 2011; FERES et al., 2012)

O primeiro antibidtico foi identificado casualmente em 1928, por Alexander
Fleming, médico microbiologista, quanto trabalhava com variantes de estafilococos

no laboratério do St Mary’s Hospital em Londres. Observou que um fungo ao
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contaminar uma de suas placas de cultura, promovia uma inibicdo no crescimento
bacteriano. Fleming isolou o fungo em cultura pura e demonstrou que ele produzia
uma substancia antibacteriana, e foi denominada penicilina, ja que esse fungo
pertencia ao género Penicillium. Florey e Chain et al. na década de 40 deram
continuidade aos estudos sobre a penicilina com fins terapéuticos e seus efeitos
antibacterianos foram analisados, iniciando assim a “era dos antibiéticos” (FLOREY,
1945; CHAIN et al., 1948). Somente nos anos 70, Hare e pesquisadores
demonstraram que a penicilina possuia poderosas propriedades quimioterapicas em
camundongos infectados e que era atéxica (HARE, 1970).

Os estudos clinicos para avaliar a agao dos antimicrobianos nas doencas
periodontais iniciaram-se na década de 70, quando Slots et al. (1979) observaram a
agao benéfica da tetraciclina hidrocloridrica no tratamento de periodontite agressiva
em individuos jovens, uma vez que obtiveram resposta positiva deste medicamento
na microbiota subgengival e na inflamagcdo gengival, além de reparo do 0sso
alveolar em varias bolsas infradsseas. A partir de entdo, outros estudos também
relataram beneficios clinicos e microbiolégicos com a utilizagdo das tetraciclinas no
tratamento das periodontites (LINDHE, 1981; LINDHE, 1984; NOVAK et al., 1988;
1991).

Diversos tipos de antibioticos sistémicos tem sido testados na terapia
periodontal como coadjuvantes da remog¢ao mecanica do biofilme (LEKOVIC et al.,
1982; LOESCHE et al.,, 1984; FERES et al., 1999a,b,c; SLOTS, 2002; FAVERI,
2005). Ao invés do uso de somente um antibidtico, com espectro restrito, a terapia
com associagao com antibidticos sistémicos tem sido sugerida por varios autores,
uma vez que a microbiota subgengival na doenga periodontal avangada é complexa
e geralmente contem espécies com diferentes suscetibilidades antimicrobianas (van
WINKELHOLFF et al., 1989; van WIKENLHOLFF et al., 1996; BERGLUNDH et al.,
1998, CARVALHO et al., 2004 e 2005).

Atualmente a associagdo de amoxicilina (AMX) e metronidazol (MTZ)
pode ser considerada a combinagado de antibiéticos mais usada no tratamento das
periodontites. A AMX é uma penicilina. Todas as penicilinas possuem o mesmo
mecanismo basico de acgao, isto é, inibem as enzimas responsaveis pela ligagao
cruzada dos polimeros de peptideoglicano durante o ultimo estagio da sintese da
parede celular, resultando na inibicdo da formacédo de uma parede celular intacta e

completa, e produzindo uma célula bacteriana instavel na osmolaridade dos liquidos
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organicos. As penicilinas constituem-se na primeira op¢gdo como coadjuvantes no
tratamento das infec¢gdes odontologicas leves e moderadas. A AMX tem um largo
espectro de atividade contra espécies anaerdbias estritas e facultativas subgengivais
(WALKER et al., 1985; KULIK et al., 2008). Atua sobre microrganismos cocos e
bacilos Gram-negativos devido a capacidade de penetrar nas barreiras lipidicas e na
parede celular mais complexa destes microrganismos, agindo sobre as enzimas
situadas na parte externa da membrana celular bacteriana lipoprotéica
(MONTGOMERY, 2000).

O MTZ é uma droga sintética, derivada do nitroimidazol, com atividade
bactericida e protozoaricida. O MTZ penetra nas células bacterianas por difusdo
passiva e gera metabdlitos altamente téxicos que interagem com o DNA e outras
macromoléculas causando a morte celular. Apesar de penetrar em todas as células
bacterianas somente por¢do nitro da droga é enzimaticamente reduzida, gerando a
forma ativa da droga nas bactérias anaerdbias estritas. O MTZ é geralmente bem
tolerado, mas alguns efeitos adversos podem ocorrer, como nausea, dor abdominal,
estomatite, lingua saburrosa negra e gosto metalico na boca (MONTGOMERY et al.,
2000).

O MTZ foi utilizado na odontologia inicialmente por Shinn (1962), apos
observar um alivio casual nos sintomas da gengivite ulcerativa necrosante (GUN) em
uma mulher que utilizou o MTZ para o tratamento de tricomoniase vaginal. A partir
de entdo esse medicamento comecgou a ser mais utilizado para o tratamento da
GUN (LOESCHE et al., 1982).

O espectro de acdo do MTZ é especialmente direcionado aos anaerdbios
estritos, como os trés patégenos do complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia e
T. denticola), sendo uma vantagem no tratamento da doencga periodontal crénica.
Por isso, os resultados clinicos e microbiolégicos de muitos estudos que associaram
esse antibidético a RAR mostraram melhores respostas do que os obtidos somente
com a terapia mecanica (LOESCHE et al., 1981; LOESCHE et al., 1984; WINKEL et
al.,, 1997; FERES et al., 2001; HAFFAJEE et al., 2003 e 2007 ; CARVALHO et al.,
2004, 2005). Loesche e colaboradores, entre 1979 a 2005, realizaram uma
sequéncia de estudos para avaliar a reducdo na necessidade de se realizar
procedimento cirurgico no tratamento de periodontites quando os individuos eram
tratados com MTZ sistémico. Observaram que o uso do MTZ sistémico com

dosagem de 750mg a 1 g por dia durante 14 dias, associado a terapia mecéanica,
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diminuiu em até 93% o numero de dentes com necessidade de tratamento cirurgico,
e até 81% o numeros de dentes com indicagado de extragdo por doenca periodontal
(LOESCHE et al., 1979, 1987, 1991, 1992, 1996, 2002 e 2005). Estudos sugerem
que o MTZ é mais efetivo em sitios profundos do que em sitios rasos (LOESCHE et
al., 1981; LOESCHE et al., LOESCHE et al., 1983; LOESCHE et al.,, 1984;
CARVALHO et al., 2004; HAFFAJEE et al., 2007).

Alguns estudos também avaliaram as alteragcbes na composi¢cdo da
microbiota subgengival apos a utilizagdo do MTZ em individuos com periodontite
cronica (FERES et al.,, 2001; CARVALHO et al.,, 2005). Feres et al. (2001)
examinaram as alteragbes ocorridas nos parametros clinicos e microbioldgicos apos
o tratamento de individuos com periodontite cronica que receberam RAR associada
ao MTZ (250mg 3 x dia) ou a AMX (500mg 3 x dia), ambos por 14 dias. Observaram
que os niveis e as proporgdes de T. forsythia, P. gingivalis e T. denticola reduziram
drasticamente durante a administracéo dos antibiéticos e se mantiveram mais baixas
que no tempo inicial aos 360 dias pds-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 redugdo dos niveis das 3 espécies do complexo vermelho, no
entanto, apos 360 dias ocorreu uma maior recolonizagdo de patdgenos,
principalmente das espécies T. forsythia e T. denticola. Observaram também a
reducdo na proporgao dos Actinomyces, que sado espécies relacionadas a saude
periodontal.

Pahkla et al. (2005) avaliaram a concentragdo do MTZ sistémico (500mg,
2 ou 3 x dia, por pelo menos 2 dias) no plasma, saliva e fluido gengival, em
individuos com periodontite cronica generalizada avangada e encontraram boa
penetracdo de MTZ no fluido gengival e na saliva. As concentragdes observadas no
fluido eram similares as observadas no plasma, sugerindo uma farmacocinética
favoravel desse medicamento para sua utilizagdo no tratamento da doenca
periodontal. Haffajee et al. (2007 e 2008) também observaram melhoras clinicas e
microbiolégicas em individuos com periodontite crénica que receberam MTZ ou
azitromicina sistémicos, superiores as observadas com RAR somente. Os beneficios

dos antibioticos também foram maiores em sitios profundos.
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1.3.2.1 Metronidazol associado a amoxicilina

As caracteristicas benéficas individuais da AMX e do MTZ e a possivel
acao farmacoldgica complementar para a cura da doenga periodontal tem levado
pesquisadores a associar ambas as medicagdes como uma terapia adjunta a terapia
mecanica, com o objetivo de suprimir ou eliminar os patégenos envolvidos com a
doencga e obter melhores resultados em longo prazo.

A associacdo do MTZ e da AMX a terapia mecanica foi sugerida pela
primeira vez por van Winkelhoff et al. (1989 e 1992). Esse grupo de pesquisadores
observou significante redugcdo nos nives de A. actinomycetemcomitans e na
profundidade de sondagem, além de ganho de inser¢gdo na maioria dos individuos
tratados. ApoOs esses estudos iniciais, diversos autores avaliaram o efeito dessa
combinagdo de terapias no tratamento da periodontite crénica (FLEMMIG et al.,
1998; BERGLUNDH et al., 1998; WINKEL et al., 2001; ROONEY et al., 2002;
HERRERA et al., 2002; MOMBELLI et al.; 2005). Estudos clinicos controlados mais
recentes sugerem que esse protocolo terapéutico também possui efeitos benéficos
clinicos e na composigdo da microbiota subgengival em pacientes fumantes
(PAHKLA et al., 2006; MATARAZZO et al., 2008). Matarazzo et al (2008) analisaram
individuos fumantes portadores de periodontite crénica e observaram que aqueles
que receberam RAR associada ao MTZ (400mg, 3 x dia por 14 dias) e a AMX
(500mg, 3 x dia por 14 dias) mostraram a maior redu¢ao em contagem e proporgao
de espécies consideradas patogénicas, como as do complexo vermelho. Além 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.

A terapia de MTZ e AMX também foi utilizada isoladamente na auséncia
de tratamento mecanico numa série de estudos realizados por Lopez e
colaboradores. Em 1998, Lépez et al. avaliaram os efeitos clinicos e microbiolégicos
da AMX (500mg, 3x/dia, 7 dias) e do MTZ (250mg, 3x/dia, 7 dias) sistémicos como
uma unica terapia, durante uma semana, em individuos portadores de doenca
periodontal crénica moderada e avangada. Os individuos do grupo controle
receberam medicagdo placebo. Foram realizadas avaliagbes clinicas e
microbiolégicas, por meio de identificagdo do DNA bacteriano, inicial, 2 e 4 meses

apos terapia. O grupo teste mostrou significante reducao de sitios com P. gingivalis
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e P. intermedia em relagdo ao grupo controle, mostrando que terapia antibidtica
proposta, usada isoladamente, altera a propor¢do de alguns microrganismos
subgengivais e promove beneficios clinicos nas condi¢des periodontais. Com isso os
autores mostraram que a terapia antibiética, mesmo sem a terapia mecanica, altera
0s niveis de algumas espécies bacterianas subgengivais levando as melhoras
clinicas observadas.

Lopez et al. (2000), seguindo a mesma linha de pesquisa, realizaram
estudo semelhante, porém com algumas diferengas em relagdo a publicagédo
anterior: o regime antibiotico foi repetido apés 4 e 8 meses e realizaram apenas
avaliagdes clinicas. Os individuos foram aleatorizados em dois grupos: teste (MTZ-
250mg, 3x/dia, 7 dias - e AMX - 500mg, 3x/dia, 7 dias) sistémicos como terapia
unica, e o grupo controle (medicagao placebo). Os resultados demonstraram que
apos 2 meses e nas avaliagdes posteriores, o grupo teste mostrou melhoras clinicas
significantes, enquanto o grupo controle demonstrou uma piora progressiva dos
parametros periodontais. Apés um ano, os individuos do grupo teste mostraram
significativo ganho de inser¢gdo de 0,43mm (p=0,005), diminuicdo de sitios ativos
(p<0,03), aumento de sitios que ganharam insercdo clinica (p<0,01), reducédo de
profundidade de sondagem (p<0,00006) e diminuicdo da porcentagem de
sangramento a sondagem (p<0,0005). Os sitios com perda de insergdo > 2mm em
avaliagdes sucessivas e abcesso periodontal foram observados somente no grupo
controle. Em 2006, os mesmos autores também avaliaram as alteracdes clinicas e
microbioldgicas com a utilizagdo de MTZ (250mg, 3 x dia por 7 dias) e AMX (500mg,
3 x dia por 7 dias) sem RAR (grupo teste) no tratamento da periodontite crénica,
comparados ao grupo controle (apenas RAR). Utilizaram a técnica do checkerboard
DNA-DNA hybridization para avaliar os niveis e proporgdes de 40 espécies
bacterianas na composi¢cdo da microbiota subgengival, realizados no inicio, 3, 6, 9 e
12 meses. Desta vez, observaram que as duas terapias promoveram melhoras, e
que as alteragbes nos parametros clinicos e microbioldgicos foram semelhantes
entre os grupos teste e controle (LOPEZ et al., 2006).

Recentemente, Mestnik et al. (2010) avaliaram os efeitos clinicos e
microbiolégicos da associagéo entre RAR, MTZ e AMX no tratamento da periodontite
agressiva no perfil microbiolégico supra e subgengival durante 3 meses. A
combinagao de RAR com MTZ e AMX sistémicos resultou em beneficios clinicos

significantes em relagdo a RAR sozinha e observaram uma significativa alteragcéo
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microbiolégica com a associagdo antibiotica, especialmente nas espécies do
complexo vermelho (T. forsythia, P. gingivalis and T. denticola), drasticamente
reduzidas em numero. Ainda, houve um aumento na proporgao de Actinomyces
(complexo azul) e espécies benéficas dos complexos roxo e amarelo.

Em recente estudo, Silva et al. (2011) compararam os efeitos do MTZ e
da associagdo com MTZ e AMX como terapia adjunta no tratamento da doenca
periodontal cronica em 57 individuos, divididos em 3 grupos: apenas RAR; RAR e
MTZ (400mg — 14 dias); e RAR, MTZ (400mg) e AMX (500mg) durante 14 dias.
Realizaram avaliagbes clinicas e microbiolégicas (checkerboard DNA-DNA
hybridization) no inicio do tratamento e apdés 3 meses e observaram que 0 grupo
tratado com associagao antibidtica (MTZ e AMX) mostrou melhores resultados
clinicos em sitios intermediarios e profundos aos 3 meses. O tratamento com RAR,
AMX e MTZ foi o unico capaz de reduzir os niveis e propor¢des de todos os
patdogenos do complexo vermelho, evidenciando uma alteragao altamente benéfica
do perfil microbiolégico em comparacéo aos resultados obtidos apenas com RAR e
consideraram que a associagdao apenas com o MTZ proporcionou melhoras em
relacdo ao tratamento com RAR, porém menos evidentes.

Goodson et al. (2012) compararam os efeitos da RAR como terapia unica
ou associada a antibioticoterapia local com fibra de tetraciclina, ao MTZ + AMX, ou
ao tratamento cirurgico. 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 apos a sessdo de RAR e removida apos 7 dias. A terapia cirurgica foi realizada
ap6s a reavaliacdo de 3 meses pos terapia nos sitios que permaneciam com PS
=25mm e SS. Os autores observaram que aos 2 anos pos-terapia os melhores
resultados clinicos foram obtidos quando a RAR estava associada a outras terapias.
Aparentemente a associacdo de mais de duas terapias nao levou a beneficios
sinérgicos e os melhores beneficios foram observados quando a RAR foi associada
a antibioticoterapia sistémica, associada ou nao a tetraciclina local ou ao tratamento
cirurgico.

Ainda em 2012, FERES et al. selecionaram 118 individuos com
periodontite crénica generalizada que receberam RAR somente ou com MTZ (400
mg /3x ao dia) ou MTZ+AMX (500 mg / 3x ao dia) durante 14 dias. Realizaram

avaliagdes clinicas aos 3, 6 e 12 meses poés-terapia. Os dois grupos que receberam
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antibidticos apresentaram menor numero de sitios com PS = 5 mm pos-terapia. A
analise de regressao logistica mostrou que os antibioticos foram os unicos preditores
significativos de individuos com < 4 sitios com PS =2 5 mm em 1 ano. Outro dado
importante € que a freqiéncia de eventos adversos nao diferiu entre os dois
tratamentos com antibiéticos. Concluiram que o tratamento de periodontite crbnica &
significativamente melhorado pela associagdo do MTZ+AMX ou MTZ.

Apesar da obtencgao de resultados benéficos quando o MTZ e a AMX sao
utilizados na auséncia de terapia mecanica, ressalta-se que o principal objetivo da
utilizacdo dos antibidticos sistémicos no tratamento periodontal € potencializar os
efeitos da RAR e nao substituir essa terapia. Sendo assim, a maior parte dos
estudos clinicos controlados utiliza a associagao das terapias mecanicas e quimicas.

A dosagem e a duragdo adequadas para o MTZ somente ou em
combinagdo com a AMX no tratamento das doencgas periodontais ainda ndo foram
determinadas. No entanto, a maioria dos estudos propdem uma dosagem entre 200
e 400mg, 3 x dia , por 7 a 14 dias ( LOESCHE et al., 1984; 1992; 2002; 2005;
PALMER et al., 1998; 1999; FERES et al., 2001; CARVALHO et al., 2004; 2005;
HAFFAJEE et al., 2007; 2008; GUERRERO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al.,
2006).
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2 JUSTIFICATIVA

O biofilme supragengival e de outros sitios bucais (saliva, lingua, mucosa,
amidalas) tem um papel possivelmente importante na formagao e desenvolvimento
do biofilme subgengival, pois podem atuar como fonte para re-infeccédo e
recolonizagao bacteriana apos o tratamento periodontal (DE BOEVER e LOESCHE
1995; COLOMBO et al. 1998; QUIRYNEN et al. 2001; MAGER et al. 20033,
BEIKLER et al. 2006; BOSY et al. 1994; FAVERI et al. 2006; SACHDEO et al. 2008;
GIBBONS, 2009; TELES et al. 2012). A maior compreensao sobre a composig¢ao da
microbiota das superficies orais podera contribuir para que outros estudos sejam
realizados no sentido de encontrarem terapias periodontais que alcancem néo
apenas a reducdo dos microrganismos periodontopatogénicos do biofilme
subgengival, mas também de outros nichos que podem abrigar esta microbiota e
contribuir para a recolonizagao subgengival.

Nesse contexto, conhecendo a especificidade do biofilme supra e
subgengival, o controle da doenga periodontal deve ser sustentado na supressao ou
diminuicdo dos microrganismos patogénicos e, ao mesmo tempo, no favorecimento
da proliferagdo de microrganismos compativeis com a saude periodontal (SLOTS et
al., 1979; LOESCHE et al.,, 1984; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2002; TELLES,
HAFFAJEE, SOCRASNKY, 2006). Esse conceito tem gerado novos estudos que
buscam o desenvolvimento de formas terapéuticas mais especificas para o
tratamento das doencas periodontais.

Diversos autores mostram beneficios clinicos e microbioldgicos adicionais
do tratamento com antibidéticos em pacientes periodontais, principalmente com a
associagao de MTZ e AMX (HERRERA, 2002; MATARAZZO et al., 2008; SILVA et
al., 2011; MESTNIK et al., 2012; FERES et al., 2012). Entretanto, até o momento,
nenhum estudo avaliou os efeitos da RAR associada aos antibioticos sistémicos e
ao enxaguatorio bucal na alteracdo da microbiota do biofilme subgengival,
supragengival e em diferentes nichos da cavidade bucal, como lingua, saliva e
mucosa jugal, bem como sua influéncia na recolonizagédo bacteriana apds a terapia
periodontal.

Considerando que pouco ainda se sabe sobre as alteracbes
microbiolégicas ocorridas em outras superficies da cavidade bucal apés o término da

terapia periodontal basica, novos estudos s&0 necessarios para que possiveis
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mudanc¢as na microbiota bucal possam ser notadas apds a associacdo da RAR ao
controle quimico dos biofilmes supra e subgengivais.
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3 OBJETIVO

Avaliar as alteragbes microbiolégicas promovidas pela terapia de RAR
associada a antibioticoterapia sistémica (MTZ + AMX), com ou sem o controle
quimico do biofilme supragengival por meio de bochecho com CLX na composigéo
dos biofiimes subgengival, supragengival, no dorso da lingua, na saliva e na

mucosa, em individuos com periodontite crbnica.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Sele¢ao dos individuos

A selecdo de individuos foi realizada por dois mestrandos em
Odontologia, da éarea de concentragcdo em periodontia, sob supervisdo dos
professores da disciplina, apds a apreciagao e aprovagao do projeto pelo Comité de
Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos (UnG). Compareceram & Clinica
Odontolégica da UnG aproximadamente 400 individuos e, apds a realizagdo da
triagem, 60 individuos portadores de periodontite crénica foram incluidos nesse
estudo. Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo, de seus
riscos e beneficios, incluindo os tipos de medi¢des clinicas e terapias a serem
utilizadas. A participagdo na pesquisa foi voluntaria e os individuos assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estando de acordo com a Resolugao

n°® 196/96 das Diretrizes e Normas do Conselho Nacional de Saude.

4.2 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusao

Para a inclusdo no estudo, foram selecionados individuos com periodontite cronica
generalizada, de acordo com os critérios a seguir:

- Idade igual ou superior a 30 anos;

- Possuir um minimo de 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares e os dentes
com indicacao de extracao;

- Minimo de 6 dentes com pelo menos 1 sitio interproximal, ndo contiguo, com PS e
NIC = 5 mm, preferencialmente distribuidos em sextantes distintos.

- Ter pelo menos 30% dos sitios com PS e NIC =2 4mm e com sangramento a
sondagem (SS).

Critérios de exclusao

Os critérios de exclus&do foram os seguintes:
- Fumantes e ex-fumantes ha menos de 5 anos.

- Gestantes ou lactantes;
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- Historico de tratamento periodontal nos ultimos seis meses;

- Historico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;

- Uso prolongado de medicagao antiinflamatéria;

- Histdrico de uso de antissépticos orais nos ultimos seis meses;

- Doenga sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro (diabetes,
alteracgdes sanguineas, doengas auto-imunes etc) ou exigisse medicagao profilatica
ao tratamento (protese de valvulas cardiacas);

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

- Reabilitagbes estéticas extensas.

4.3 Delineamento experimental

No inicio deste estudo piloto, cego, aleatorizado, placebo controlado,
todos os individuos (n=60) foram submetidos a anamnese e exame clinico
periodontal. Em seguida, um pesquisador, ndo envolvido diretamente no estudo, fez
a distribuicdo aleatéria dos individuos por meio de uma tabela de numeros
equiprovaveis nos seguintes grupos terapéuticos (n=15):

- Grupo controle (C): RAR + MTZ placebo + AMX placebo, 3 vezes ao dia
durante 14 dias + bochecho com CLX placebo 2 vezes ao dia, durante 60 dias;

- Grupo teste 1 (T4): RAR + bochecho com CLX 0,12% 2 vezes ao dia,
durante 60 dias + MTZ placebo e AMX placebo, 3 vezes ao dia, durante 14 dias;

- Grupo teste 2 (T2): RAR + MTZ (400mg) e AMX (500mg), 3 vezes ao dia,
durante 14 dias + bochecho com CLX placebo 2 vezes ao dia, durante 60 dias;

- Grupo teste 3 (T3): RAR + MTZ (400mg) e AMX (500mg), 3 vezes ao dia,
durante 14 dias + bochecho com CLX 0,12% 2 vezes ao dia, durante 60 dias.

A terapia com antibioticos sistémicos (MTZ, AMX e placebos) e o controle
quimico local (CLX e placebo) foram iniciados no mesmo dia de inicio da terapia
basica de RAR, realizada em seis sessdes e finalizada em 14 dias. A medicacao
sistémica foi administrada por 14 dias e o controle quimico utilizado por 45 dias apés
o término dos procedimentos de RAR. As avaliagdes microbioldgicas foram repetidas
aos 45, 90 e 180 dias. O protocolo experimental esta apresentado na Figura 1.
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AM AM
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180 dias
AMX (PLACEBO : |

MTZ | PLACEBO
CLX / PLACEEO

AC: Avaliagao clinica

AM: Avaliagdo microbiologica
RSP: Raspagem supragengival
IHO: Instrugoes de higiene oral
AD: Adequagio do mein

RAR: Raspagem e alisamento radicular
C {Cﬂl'ﬁl.'lb]: MR,, CLX ;ﬂace.ha, MT Z +AMX plaua.ims MTZ: Metronidazol mm; Suidia

T, (Teste 1): RAR, CLX, MTZ+AMX placebos AMY: Amoxicilina 500mg; Ixidia
T, (Teste 2): RAR, MTZ+AMK, CLX placebo CL3¥: Clorexidina 0,12%; 15ml; 2x/dia
T; (Teste 3): RAR, MTZ+AMX, CLX MAN: Manutengio periodontal

Figura 1. Delineamento experimental.

4.4 Avaliagao clinico-periodontal

O exame clinico-periodontal foi efetuado no inicio do estudo com o
objetivo de realizar o diagnostico do individuo. Dois examinadores participaram de
um exercicio de calibragdo com o objetivo de conseguir a maxima reprodutibilidade
nas medicdes realizadas por cada um deles e entre eles, e o erro médio padrao para
os parametros clinicos PS e NIC foi calculado. O erro padrédo da medida (e.p.m) e o
erro meédio percentual (e.m.p) variaram entre 0,09mm-0,31mm e 2,0%-3,79%,
respectivamente. Para as variaveis categoricas a média do nivel de concordancia
para cada examinador e entre eles foi superior a 92% (Teste Kappa). Em cada
individuo participante, um examinador realizava todas as avaliagbes clinicas e, o
outro examinador realizava todo o tratamento. A coleta das amostras
microbiolégicas foi realizada por um terceiro examinador.

As mensuracgodes clinicas foram realizadas no inicio do estudo em seis
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 incluiram:
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« Indice de Placa Visivel (IPV) (AINAMO & BAY, 1975): presenca (escore
1) ou auséncia (escore 0) de placa supragengival visivel;

e indice de Sangramento Gengival (ISG) (AINAMO & BAY, 1975):
presencga (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento da gengiva marginal,
apos percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco gengival;

e Profundidade de Sondagem (PS): distancia, em milimetros, entre a
margem gengival livre e a por¢ao mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal;

e Nivel de Insergdo Clinica (NIC): distancia, em milimetros, entre a
juncao cemento-esmalte e a porgdo mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal;

e Sangramento a Sondagem (SS): presencga (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de sangramento, apdés 20 segundos da sondagem com a sonda
periodontal milimetrada;

e Supuragao (SUP): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de SUP
espontanea ou apos 20 segundos da sondagem com a sonda periodontal

milimetrada.

4.5 Avaliagao microbiolégica

4.5.1 Selegao dos sitios para analise

As amostras de biofilme subgengivais, supragengivais, saliva, mucosa
jugal e lingua foram coletadas no inicio do estudo, 45, 90 e 180 dias pos-terapia.
Foram selecionados dois sitios em cada voluntario, sendo um superior e outro
inferior, contralaterais, com PS entre 5-7mm e NIC entre 5-10mm. Quando o
individuo apresentava varios sitios com tais caracteristicas foi realizado um sorteio
para definir o sitio. As amostras de biofilme supragengival foram coletadas dos
mesmos dois sitios previamente selecionados para a coleta subgengival.

Sitios localizados em dentes com proteses mal adaptadas, lesdo de carie

extensa e/ou lesdo endo-periodontal ndo foram utilizados.
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4.5.2 Coleta das amostras

As amostras de saliva, mucosa jugal, saburra lingual e biofilme supra- e

subgengival foram coletadas dos sitios previamente selecionados em cada um dos

individuos, e colocadas separadamente em tubos de Eppendorf contendo 0,15 ml de

solugédo tampao 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). Esta ordem de coleta foi respeitada a fim de ndo comprometer a

composi¢cao da microbiota do nicho bucal subsequente.

Saliva: as amostras de saliva ndo estimulada foram coletadas em tubos de
ensaio contendo pérolas de vidro estéreis, durante 1 minuto. A seguir as
amostras foram homogeneizadas e uma aliquota de 50ul foi depositada no
tubo contendo tampéao TE.

Mucosa Jugal: as amostras da mucosa jugal foram coletadas por meio de
“microbrushes” que foram friccionados na mucosa jugal (previamete seca e
isolada relativamente) durante aproximadamente 30 segundos a fim de
buscar a aderéncia dos microrganismos as cerdas da micro-escova. O cabo
de cada micro-escova foi cortado e a parte das cerdas foi depositada no tubo
contendo tampéo TE.

Saburra Lingual: as amostras de saburra lingual foram coletadas por meio de
curetas de Gracey 11-12 estéreis. As curetas foram posicionadas na porgao
posterior do dorso lingual e tracionadas para a regido anterior numa superficie
de 10mm. As amostras foram depositada nos tubos contendo tampao TE.
Biofilme Supragengival: Apos o isolamento da area com rolos de algodao, as
amostras de biofilme supragengival foram coletadas, separadamente, por
meio de curetas de Gracey estéreis, e depositadas nos tubos contendo
tampao TE.

Biofilme Subgengival: Apds a remocgao de calculo e biofilme supragengivais,
as amostras de biofilme subgengival foram coletadas nos mesmos sitios
testes com curetas Gracey do tipo minifive 11-12 estéreis, posicionadas na
por¢do mais apical dos sitios e em um unico golpe de raspagem no sentido
apico-coronal. As amostras foram imediatamente depositadas nos tubos

contendo tampéao TE.
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A cada tubo plastico individual contendo amostra e solugdo tampéao TE
foram acrescentados 100uL de NaOH (Labsynth) a 0,5M para que o DNA bacteriano
permanecesse viavel por um longo periodo de tempo. Esses tubos plasticos foram
previamente identificados com o codigo do individuo, data e sitio. Em seguida, foram
armazenados sob refrigeracao a -20°C até as amostras fossem analisadas por meio
da técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization para 40 cepas bacterianas no

Laboratorio de Pesquisa em Odontologia Il da UnG.

4.5.3 Cepas bacterianas e condi¢gdes de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo
das sondas de DNA estd 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% Nz, 10% CO2, 10% Hz). Algumas bactérias foram
cultivadas em meios de cultura enriquecidos de forma a suprir suas necessidades
nutricionais. T. forsythia, por exemplo, foi cultivada em agar-triptose de soja com 5%
de sangue desfibrilado de ovelha e 10 pg/mL de acido N-acetil muramico (NAM)
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresceu em um
meio similar, suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3 uyg/mL de
menadiona (Sigma) e 5 ug/mL de hemina (Sigma). As espécies T. denticola e
Treponema socranskii foram cultivados em caldo para crescimento de Mycoplasma
suplementado com 1 mg/mL de glicose (Sigma), 400 ug/mL de niacinamida (Sigma),
150 pg/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 ug/mL de isobutirato de
sédio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 ug/mL de
tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, Sdo José dos
Pinhais, PR, Brasil).
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4.5.4 Isolamento do DNA e preparo das sondas

As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de
agar-sangue, com excegao 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 solu¢do TE (pH 7,6). As
células foram lavadas 2 vezes por centrifugacdo na solugdo-tampao de TE a
3.500xg por 10 minutos. Em seguida, as cepas gram-negativas foram novamente
suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de sodio, C12H2sNaO4S, Labsynth) a
10% e proteinase K (Sigma) em uma concentracdo 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
solugéo tampéao TE (pH 8,0).

O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al. (1989). As
sondas gendmicas foram preparadas para cada uma das 40 espécies pela
marcacgao de 1 pg do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do random primer
digoxigenin  labeling kit (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA), de acordo
com o método descrito por Feinberg e Vogelstein (1983). As espécies avaliadas
foram selecionadas segundo suas associagdes com diferentes tipos de doengas ou
saude periodontal (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1994; SOCRANSKY e HAFFAJEE,
2005).
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Tabela 1. Relagcao das cepas bacterianas empregadas para a confeccao das sondas de
DNA. As espécies estdo agrupadas por complexos bacterianos (SOCRANSKY et al., 1998;
SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2002).

Espécies Cepas Espécies Cepas

Complexo Azul Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 23860° | Fusobacterium nucleatum ssp nucleatum 25586°
Actinomyces israelii 12102% | Fusobacterium nucleatum ssp polymorphum 10953%
Actinomyces naeslundii | 12104® | Fusobacterium nucleatum ssp vincentii 49256°
Actinomyces oris 43146% | Fusobacterium periodonticum 33693°
Complexo Roxo Parvimonas micra 33270°
Actinomyces odontolyticus 17929% | Prevotella intermédia 256117
Veillonella parvula 10790% | Prevotella nigrescens 335637

Streptococcus constellatus 27823
Streptococcus gordonii 10558 | Complexo Vermelho
Streptococcus intermedius 27335° | Tannerella forsythia 43037°
Streptococcus mitis 49456° | Porphyromonas gingivalis 33277°
Streptococcus oralis 350377 | Treponema denticola B1°
Streptococcus sanguinis 10556* | Qutras Espécies

Eubacterium saburreum 33271°
Aggregatibacter 43718% | Gemella morbillorum 278247
actinomycetemcomitans a + b 29523* | Leptotrichia buccalis 142012
Capnocytophaga gingivalis 33624 | Neisseria mucosa 19696°
Capnocytophaga ochracea 33596° | Prevotella melaninogenica 25845°
Capnocytophaga sputigena 33612 | Propionibacterium acnes | + Il 11827°
Eikenella corrodens 238347 11828°
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 33236° | Streptococcus anginosus 33397°
Campylobacter rectus 33238 | Treponema socranskii S1°
Campylobacter showae 51146°
Eubacterium nodatum 33099°

2 ATCC (American Type Culture Collection); b Forsyth Institute
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4.5.5 Checkerboard DNA-DNA hybridization

As suspensdes contidas nos tubos plasticos foram fervidas em banho-
maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adicao de 0,8 ml de acetato
de amoénia a 5M. Cada suspensdo de biofilme 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 10° e 10° células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada espécie,
respectivamente (SOCRANSKY et al., 1994; 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 solugdo contendo 50% formamida (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 x solugédo salina citratada (SSC) (1 x SSC=
150mM NaCl (Vetec), 15M de citrato de sodio (J.T.Baker, Edo. de Méx., México) , pH
7,0, 25mM de fosfato de sédio (NapHPO4, 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 solugdo de hibridizacdo composta de
45% formamida, 5 x SSC, 20mM de Na;HPO4 (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de
levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% caseina. A hibridizagao

ocorreu dentro de um periodo minimo de 20 horas, a 42°C.
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Colocar amostra em
150ul solugao tampao TE pH 7,6

Adicionar 100yl NaOH 0,5M

l

Ferver durante 10 minutos

Adicionar 800ul Acetato de
Aménia 5M

Depositar amostras nas
canaletas do MiniSlot 30

Fixar DNA na membrana a 120° C
por 20 min

Figura 2. Representagéo grafica do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA)
e resumo da preparagao e colocagao das amostras na membrana de nylon (técnica

Checkerboard DNA-DNA hybridization).

Canaletas de
hibridizagao

Membrana de nylon

Pré-hibridizagao a 42°C 1 hr

!

Girar membrana 90°

Sondas de DNA genémicas marcadas
com digoxigenina

Hibridizacdo em buffer de
formamida a 42°C 20 hrs

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

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado|
a fosfatase alcalina 1:10.000

Detecgao por quimioluminescéncia com
CDP-Star™ Detection Reagent

Figura 3. Representacdo grafica do Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA,
EUA) e resumo das etapas de hibridizacdo e detecgdo das espécies bacterianas
presentes nas amostras (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization).
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4.5.6 Detecgao das espécies

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

Para a detecg¢do dos sinais a membrana foi incubada por 45 minutos a
37°C em uma solugao detectora contendo substrato para fosfatase alcalina, CDP-
Star™ Detection Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi colocada em
um cassete, Chassi Radiografico 30 x 40 cm (Konex, 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 orientagdes do fabricante. As
solugdes utilizadas foram da marca Kodak (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Séo
José dos Campos, SP, Brasil), mantidas a temperatura de 20°C.

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

os niveis das diferentes espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas.
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Figura 4. Representagdo esquematica do padrao de hibridizagao entre as bactérias

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

Tabela 2. indice utilizado para a determinac&o dos niveis dos microrganismos nas
amostras de biofilme.

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 Nao detectado 0

1 Menos de 10° células 10.000

2 Aproximadamente 10° células 100.000

3 Entre 10° e 10° células 500.000

4 Aproximadamente 10° células 1.000.000

5 Mais de 10° células 10.000.000
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4.6 Procedimentos terapéuticos
4.6.1 Terapia periodontal basica

Apds o registro das medidas clinicas, todos os individuos foram
submetidos a sessdes de adequagédo do meio bucal, incluindo instrugdo de higiene
bucal (IHB), raspagem supragengival de todos os dentes (RSP) com instrumentos
manuais, remogao de excesso de restauragdes, selamento provisorio das lesdes
cariosas cavitadas, curativos endodbnticos e exodontias. As necessidades
adicionais de tratamento odontoldgico, quando observadas, foram encaminhadas as
demais disciplinas da clinica odontolégica da prépria universidade.

Durante as sessdes de IHB, os individuos foram orientados a utilizar
escovas com cerdas macias, juntamente com creme dental Colgate Total® (Anacol
Ind. E Com. Ltda - Kolynos do Brasil — Colgate Palmolive Co., Sdo Bernardo do
Campo, SP, Brasil). Em seguida, os individuos receberam seis sessées de RAR com
curetas Gracey, numeros 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hufriedy) sob anestesia local.
Estas sessbes de RAR foram realizadas por dois alunos de pds-graduagao
treinados, com duragao de aproximadamente 1 hora e finalizadas em 14 dias, sendo
que os sitios mais comprometidos foram tratados nos primeiros dias.

Os dois examinadores realizaram os exames clinicos e também a terapia
de RAR, porém o examinador responsavel pela execu¢ao da RAR n&o realizou os

exames no mesmo individuo.
4.6.2 Administracao de MTZ e AMX sistémicos e placebos

Individuos dos grupos teste 2 e teste 3 receberam RAR e administragao
de 1,2 g/dia de MTZ (400mg de 8/8 horas) combinado com 1,5 g/dia de AMX (500mg
de 8/8 horas) via oral por 14 dias, tendo inicio juntamente com a terapia periodontal
basica. Os individuos dos grupos controle e teste 1 receberam comprimidos de
placebo das duas drogas, e foram orientados a seguirem o mesmo regime dos
demais que receberam as substancias ativas. O antibidtico e o placebo foram
manipulados especialmente para este estudo na Farmacia de Manipulacéo
Pharmédica (Sao Paulo, SP, Brasil). Todas as capsulas (medicagdo ou placebo)

apresentando a mesma coloracdo e tamanho, e foram estocados em frascos
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plasticos leitosos com 21 unidades, devidamente codificados. Quanto ao controle da
ingestdo da droga nos intervalos pré-determinados, os individuos foram orientados a
retornar na semana seguinte a clinica de Odontologia-UnG, trazendo o frasco vazio
para depois receber outro frasco contendo a mesma medicagcdo. Além disso,
também foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente ou via telefone, por um
aluno de iniciagéo cientifica. Apos o término do periodo de administracdo da droga
e/ou placebo, os individuos responderam a um questionario sobre possiveis reagdes

adversas da medicacao (Anexo A).

4.6.3 Administracao de bochecho com CLX e placebo

Os bochechos (solugdo de digluconato de clorexidina 0,12% ou solugéo
placebo) foram realizados 2 vezes ao dia com 15 ml da solugéo, durante 40 minutos
apos a escovagao. O inicio do uso da CLX ou placebo ocorreu juntamente com o
inicio da RAR e prosseguiu por 60 dias. As solugbes de CLX e placebo foram
manipuladas especialmente para o estudo na farmacia de manipulagao Pharmédica
(Sdo Paulo, SP, Brasil) e acondicionadas em frascos de 210ml idénticos e
codificados. A solugdo placebo possuia a mesma apresentagcdo, cor e sabor da
substéancia ativa - solugéo de digluconato de CLX a 0,12%. Os individuos receberam
1 frasco por semana contendo a solugdo de CLX ou o placebo. Apds o término do
produto, os pacientes foram orientados a trazerem a clinica de odontologia da UnG
o frasco vazio para a retirada de um novo frasco, para controle da cooperacgao.

Ao final do periodo de bochecho com CLX ou placebo os individuos

responderam a um questionario sobre possiveis reagdes adversas (Anexo B).

4.7 Analise estatistica

Avaliagao clinico-periodontal

A média dos parametros clinicos de boca toda avaliados foi computada
para cada individuo e, posteriormente, dentro de cada grupo. Os testes Kruskall-
Wallis e Mann-Whitney foram utilizados para examinar diferengas entre os grupos no

inicio do estudo. A significancia estatistica foi estabelecida em 5% (p<0,05).
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Avaliagao microbiolégica

Os dados microbiologicos resultaram da analise das 40 espécies
bacterianas nas amostras de saliva, mucosa jugal, dorso de lingua, biofilme
supragengival e subgengival por individuo. Foram expressos de duas maneiras:
contagens (niveis) e percentual de contagem das sondas de DNA (proporg¢éo). Os
niveis meédios (x 105) e a proporcao de cada espécie foram computadas para cada
sitio, depois em cada individuo e, em seguida, em um mesmo grupo terapéutico em
cada tempo experimental. Os dados iniciais (niveis e proporgdes) foram analisados
pelos testes Kruskal-Wallis e Mann-Whitney para detectar possiveis diferengas
significantes entre os grupos terapéuticos em cada tempo. Diferengas nos niveis
médios ou nas propor¢gdes de microrganismos dentro de cada grupo, entre os
tempos, foram avaliadas pelos testes Friedman e Dunn (comparagées multiplas). A
significancia estatistica foi estabelecida em 5%.

As analises individuais foram realizadas utilizando ajustes para
comparagdes multiplas, como proposto por Socransky et al. (1991). Foi aplicada a
formula 0,05 = 1 — (1-k)*°, onde k é o valor equivalente ao p<0,05, quando ajustado
para comparacao de 40 bactérias. Desta forma, as diferengas detectadas foram
consideradas significativas quando p<0,00125 (p<0,05).
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5 ARTIGO CIENTIFICO

Effects of antimicrobials (systemic and local) associated with the periodontal

therapy on the oral microbiota — a piloty study.

Obs.: De acordo com as normas do periédico Brazilian Oral Research.
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Abstract

The aim of this study was to evaluate the microbiological effects of scaling and root
planing (SRP) combined with systemic metronidazole (MTZ) and amoxicillin (AMX)
associated to chlorhexidine (CHX) mouthrinse in the treatment of chronic
periodontitis (ChP) on different sites in the oral cavity (tongue, soft tissue, saliva,
supragingival and subgingival biofims). In this pilot, single-blinded, placebo controlled
study; 60 subjects with ChP were randomly assigned to receive SRP only or
combined with MTZ (400mg t.i.d.) + AMX (500mg t.i.d.) for 14 days, with or without
CHX (0.12%, b.i.d., 60 days). Microbiological samples were individually evaluated for
their content of 40 bacterial species using checkerboard DNA-DNA hybridization. The
counts of most of the species found in the tongue coating, soft tissue and
supragingival biofilm did not change significantly from baseline t0180 days post-
therapy. The only therapy that led to reduction in the red complex species in
subgingival biofilm and saliva samples was the adjunctive use of antibiotics and
CHX. The main results were showed for every intra-oral niches analyzed together. At
180 days, there was a significantly lower proportion of the red complex species in the
MTZ+AMX+CHX group in comparison with the other groups. In conclusion, the
concomitant use of antimicrobial chemical control (systemic and local) associated
with basic periodontal therapy seems to affect more deeply the composition of the

oral microbiota.

Descriptors: Periodontal diseases; Biofilms; Saliva; Tongue; Anti-bacterial agents.

Introduction

Scaling and root planing (SRP) has been the most commonly used periodontal
therapy and its clinical and microbiological effects are well documented, but the ideal
form of the therapy has not yet been determined (Haffajee al., 1997, Cugini et al.
2000, Herrera 2002; Carvalho et al. 2004, Faveri, et al. 2006b). SRP is considered
the “gold standard” of periodontal treatment; however, it has limitations to control the
progression of the disease in all subjects (Cugini et al. 2000). Normally, this
procedure improves clinical parameters and is effective on reducing pocket deep
(PD) and attachment levels especially at deeper sites (Hafajee et al. 1997, Carvalho
e al. 2004), but it does not provide long-term stability of the clinical benefits achieved
initially (Darby et al. 2001, Teles et al. 2006, Cugini et al. 2000, Carvalho 2004).
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The association of SRP with chemical control of dental biofilm has been suggested
as adjunct treatment of chronic periodontitis (ChP). Metronidazole (MTZ) alone or
combined with amoxicillin (AMX) seems to be the most favorable (Herrera et al.
2002, Haffajee, 2003, Matarazzo, 2008, Cionca et al. 2009, 2010, Mestnik et al.
2010, Silva et al. 2011) systemic antibiotics used in the treatment of ChP. About local
antimicrobial agents, one of the most commonly used compounds is chlorexidine
(CHX) digluconate 0.12%. The combination of CHX mouthrinse with SRP leads to
clinical benefits and can improve the reducing of pathogens on different intraoral
surfaces (tongue, tonsils, cheek, hard and soft palate) and saliva (Eaton et al., 1997,
Faveri et al. 2006a, Sekino et al. 2004).

The success of periodontal treatment are achieved when the levels, proportions and
percentage of sites colonized by different periodontal pathogens are effectively
reduced after therapy and a new microbial community with higher proportions of
host-compatible microorganisms is established in the subgingival biofilm (Socransky
& Haffajee 2005, Teles et al. 2006, Matarazzo et al. 2008, Sachdeo et al. 2008). It
has been demonstrated that periodontal pathogens can also be detected in other
intraoral habitats that also harbor distinct microbiota and produce biofilm with
different complexities and may deserve therapeutic consideration. Tonsils, tongue,
saliva and oral mucous membranes are also colonized by periodontal pathogens. It
have been suggested that these areas might interfere on recolonization of the recent
scaled pockets once serving as reservoirs for infection and recolonization of the
periodontium (Dahlen et al. 1992; De Boeber & Loesche 1995, Quirynen et al. 2002,
Mager et al. 2003a, Mager et al. 2003b, Beikler et al. 2006, Faveri et al. 2006a,
Sachdeo et al. 2008, Gibbons, 2009, Teles et al., 2012).

Despite the strong evidence of the adjunct benefits of MTZ alone or combined with
AMX and CXH in the treatment of periodontal diseases, the ideal form of therapy has
not yet been established (Teles et al. 2006). The comparison of microbiological
profile of different oral sites besides supra and subgingival biofilms after periodontal
treatment may help to understand the patterns of subgingival recolonization and the
clinical and microbiological effects of the periodontal therapy. To date, any study has

evaluated the changes in the microbial profile of soft tissues, as well as saliva after
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periodontal treatment with adjunctive use of antibiotic in subjects with ChP. Thus, the
aim of this study was to evaluate the microbiological effects of SRP combined with
systemic MTZ and AMX associated to CHX mouthrinse in the treatment of ChP on
different sites in the oral cavity (tongue, soft tissue, saliva, supragingival and

subgingival biofims).
Material and Methods

60 subjects with ChP (>30 years) based on the current International Classification of
the American Academy of Periodontology (Armitage 1999) were selected for this
study from the population referred to the Periodontal Clinic of Guarulhos University
(Guarulhos, SP, Brazil). This study protocol was previously approved by Guarulhos

University Ethics Committee in clinical research.

The inclusion criteria for the study were subjects who have not received previously
periodontal therapy for at least 6 months; at least 15 teeth (excluding third molars)
and a minimum of six teeth with at least one site with probing depth (PD) and clinical
attachment level (CAL) between 5 - 10mm. The exclusion criteria were smoking,
pregnancy, systemic diseases that could affect the progression of periodontal
disease, long-term administration medication, antibiotic therapy for the last 6 months,
mouthrinse therapy in the previously 6 months and allergy to CHX, MTZ and/or

penicillin.

Experimental Design

In this pilot, double-blinded, placebo controlled study; subjects were randomly
assigned to one of the following treatment groups:

Control (C, n=15): SRP + AMX Placebo + MTZ Placebo + CHX Placebo;

Test 1(T1, n=15): SRP + AMX Placebo + MTZ Placebo + CHX 0.12%;

Test 2 (T2, n=15): SRP + AMX (500mg) + MTZ (400mg) + CHX Placebo;

Test 3 (T3, n=15): SRP + AMX (500mg) + MTZ (400mg) + CHX 0.12%.

All subjects received full-mouth supragengival scalling and were instructed about
proper home-care techniques. The same dentifrice was given to all subjects to use

during the study (Colgate Total®, Anacol Ind. Com. Ltda - Kolynos do Brasil — Colgate
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Palmolive Co., S&o Bernardo do Campo, SP, Brazil). Subjects received full-mouth
SRP performed under local anaesthesia in a maximum of six appointments of 1 hour
each. Treatment of entire oral cavity was completed in a maximum period of 14 days.
SRP was manually performed by two trained periodontists. All subjects received

maintenance therapy at 3 months.

Immediately after the first section of mechanical instrumentation, both systemic
antibiotic (AMX and MTZ) and placebos were administered 3 x per day for 14 days.
The supragengival biofilm control also started immediately after the SRP and was
achieved by rinsing with a 15ml of 0.12% CHX solution twice a day for 60 days
during 1 minute. The antibiotics and placebo were prepared by Pharmédica
pharmacy (Sao Paulo, SP, Brazil). According to the therapy assigned, each subject
received two opaque plastic packs with 21 capsules (MTZ 400mg and AMX 500mg)
previously identified and coded. The placebo packs and capsules were identical to
the antibiotics and the subjects were asked to bring the packs containing the
medication once a week. During the visits all patients answered a questionnaire
about any self-perceived side effects of the medication/placebo and were also
responsible for calling the subjects every 2 days to monitor compliance.

Microbiological monitoring

All subjects received microbiological monitoring at baseline, 45, 90 and 180 days
post-therapy. The non stimulated saliva samples were collected during 1 minute in
sterile tubes with glass pearls. The soft tissue samples were collected by gently
stroking the buccal mucosa with swab microbrush during approximately 30 seconds,
searching the adherence of microorganisms to the bristles. The coating was taken
with only one movement from an area of 10 mm in length (measured with a
periodontal probe - North Carolina periodontal probe, Hu-Friedy, Chicago, IL) and 5
mm in width (corresponding to the tip of the 11-12 Gracey curette) of the dorsum of
the tongue from a region posterior to the sulcus terminalis (Faveri et al. 2006a).
Supragingival and subgingival biofilm samples were collected from two sites (one
superior and one inferior) per subject with individual sterile mini-Gracey curettes
(#11-12). The sample sites randomly selected had intermediate to deep PS between
5-7mm and CAL between 5-10mm.
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All samples from different sites (a sample of 0.3ml saliva, tongue coating, one
microbrush from soft tissue, supragingival and subgingival biofilm) were immediately
placed in separate eppendorf tubes containing 0.15ml of TE (10mM Tris-HCI, 1mM
EDTA, pH 7.6). One hundred microlitres of 0.5M NaOH was added to each tube and
the samples were dispersed using a vortex mixer. The eppendorf tubes were stored
under the temperature of -20°C until being analyzed by checkerboard DNA-DNA
hybridization technique for 40 bacterial species. This procedure was previously
described in Mestnik et al. 2010.

Statistical analysis

The mean counts (x10°) of individual bacterial species were averaged within each
subject and then across subjects in both groups. The percentage of the total DNA
probe counts was determined initially in each site, then per subject and averaged
across subjects in the four groups. Adjustments for multiple comparisons (Socransky
et al.,, 1991) were performed when the 40 bacterial species were evaluated
simultaneously. The significance of differences among the four therapeutic groups
was sought using the Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests. The Friedman and
Dunn’s multiple comparison tests were used to test differences among time-points.

The level of significance was set at 5%.

Results

There were no drop-outs during the course of the experimental period. All subjects
who finished the study reported full adherence to the prescribed course of the
antibiotic or placebo and the CHX rinses. Four subjects, one from the control group,
one from the T2 group and two from the T3 group, reported some adverse events
(diarrhea). No statistically significant differences were observed between groups for
the number of subjects reporting adverse events. All subjects reported that they

would start the treatment again if necessary.

No significant differences were observed in the mean counts and proportions of the
40 bacterial species at baseline for all samples (p>0.05). The four groups were

microbiologically homogeneous at the beginning of the study.
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Figures 1 to 5 present the mean counts (x10°) of the 40 species evaluated over the
course of the study for all selected niches. The species were grouped according to
the microbial complexes described by Socransky et al. (1998). In general, the counts
of most of the species found in the tongue coating, soft tissue and supragingival
biofilm did not change significantly from baseline t0180 days post-therapy (Figs. 1 -
3). Figure 4 shows many microbiological changes for the saliva samples in the T3
group, especially the increase in beneficial microorganisms and reduction of red
complex species. The main results were showed for the subgingival biofilm (Fig. 5)
where the adjunctive use of antibiotics and CHX (T3 group; MTZ+AMX+CHX) led to
reduction of the three red complex species and six orange complex species.

Figure 6 shows the changes in the proportions of the microbial complexes for every
intra-oral niches (saliva, tongue coating, soft tissue, supragingival and subgingival
biofilms) analyzed together in the four groups during the experimental period. The
microbial profiles were well affected by treatments, and the most beneficial changes
were observed in T3 group (MTZ+AMX+CHX). These subjects showed a significant
reduction in the proportion of red and orange complexes from baseline to 180 days
post-therapy as well as an increase in the proportion of Actinomyces sp. At 180 days,
there was a significantly lower proportion of the red complex species in the T3 group

in comparison with the other groups.

Discussion

It has been shown that oral bacteria demonstrate specific tropisms toward the
different biological surfaces in the oral cavity such as the teeth, mucosa and the other
bacteria (Gibbons, 1989; Mager et al., 2003a). While most studies observe the teeth
microbiota, which comprises about 20% of the total area of the oral cavity, the
composition of the soft tissue microbiota has not received the same attention in the
role of periodontal diseases and their treatments (Mager et al. 2003a; Mager et al.
2003b).

The results of this investigation are in agreement with other studies on the microbial
composition of different environments mouth. For example, Dahlen et al. (1992)
examined the tongue coating of periodontally diseased and nondiseased young adult

Kenyan subjects for the presence of seven putative periodontal pathogens. All test
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species including Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia, Campylobacter
rectus and Aggregatibacter actinonomycetemcomitans could be detected in samples
from both groups of subjects. Mager et al. (2003a) that evaluated microbiological
samples of 8 oral soft tissue surfaces and saliva of the oral cavity of 225 periodontal
healthy subjects using Checkerboard DNA-DNA Hybridization technique and
observed that all locations had different colonization profiles, and that periodontal

pathogens had been detected in all sites, especially red complex species.

About periodontal therapies, our results agree with those of Danser et al. (1996),
although different microbiological techniques were used in the two studies. Danser et
al (1996) studied the effect of SRP and periodontal surgery on the levels of
A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis and P.infermedia on the oral mucous
membranes using indirect immunofluorescence. No reduction in the prevalence of
the test bacteria were observed after treatment. Quirynen et al. (1998) examined the
effect of a 1-stage full-mouth disinfection on microbiological colonization of the
tongue in periodontitis patients. The authors observed a reduction in the CFU/mI of
pigmented species but the total count was unchanged. Gebara et al. (2006)
evaluated if the oral cavity of chronic periodontitis patients can harbor Helicobacter
pylori after triple systemic antibiotic therapy (lansoprazole, amoxicillin and
clarithromycin). Eradication of H.pylori after therapy was more effective for the

stomach than for the mouth.

The results of the Gebara et al. (2006) and also other studies such as Quirynen at al.
2001 suggest that soft tissues may serve as reservoir pathogens for infection or

reinfection of the periodontium.

Conclusion
The concomitant use of antimicrobial chemical control (systemic and local)
associated with basic periodontal therapy seems to affect more deeply the

composition of the subgingival sites and saliva microbiota.
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Figure legends

Figure 1. Mean counts (x10°) of the 40 test species in samples from tongue coating
during experimental period in the four treatment groups. SRP, scaling and root
planing; CHX, chlorxedine; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin.

*p<0.01, Friedman test: significance of differences within each group among the time

points.

Figure 2. Mean counts (x10°) of the 40 test species in samples from soft tissue during
experimental period in the four treatment groups. SRP, scaling and root planing;
CHX, chlorxedine; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin.

*p<0.01, Friedman test: significance of differences within each group among the time

points.

Figure 3. Mean counts (x10°) of the 40 test species in samples from supragingival
biofilm during experimental period in the four treatment groups. SRP, scaling and
root planing; CHX, chlorxedine; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin.

*p<0.01, Friedman test: significance of differences within each group among the time
points.

Figure 4. Mean counts (x10°) of the 40 test species in samples from saliva during
experimental period in the four treatment groups. SRP, scaling and root planing;
CHX, chlorxedine; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin.

*p<0.01, Friedman test: significance of differences within each group among the time

points.

Figure 5. Mean counts (x10°) of the 40 test species in samples from subgingival
biofilm during experimental period in the four treatment groups. SRP, scaling and
root planing; CHX, chlorxedine; MTZ, metronidazole; AMX, amoxicillin.

*p<0.01, Friedman test: significance of differences within each group among the time
points.
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Figure 6. Pie charts of the mean proportion of each microbial complex in samples
from the five intra-oral niches (dorsum of the tongue, soft tissue, saliva, supragingival
and subgingival biofims) analyzed together during experimental period in the four
treatment groups. SRP, scaling and root planing; CHX, chlorxedine; MTZ,
metronidazole; AMX, amoxicillin.

*p<0.01, Dunn’s multiple comparison test: significance of differences within each
group between baseline and 180 days post-therapy.

Kruskal-Wallis and Mann-Whitney test (different letters indicate statistically significant

differences): significance of differences among groups at each time point.
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos nesse estudo, € possivel concluir que o
uso concomitante do controle quimico antimicrobiano (local e sistémico) associado a
terapia periodontal basica parece afetar mais profundamente a composi¢cao da

microbiota subgengival e da saliva.
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ANEXOS
ANEXO A - QUESTIONARIO DE EFEITOS ADVERSOS (CAPSULAS)

Nome: Data: / /

2) Vocé sentiu algum mal-estar devido ao medicamento
que tomou?
4) Teve diarréia neste periodo? ...

6) Sentiu dor de cabeca ou tontura? ...
8) Os medicamentos provocaram mau humor ou irritagdo? ...
10) Teve sono excessivo devido aos medicamentos? ...

12) Vocé tomaria os medicamentos novamente caso fossg

necessario?
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ANEXO B — QUESTIONARIO DE EFEITOS ADVERSOS (BOCHEHOS)

Nome: Data: / /

Z2) Sentiu sensagéo de ardéncia? ...

4) Sentiu alteragédo de paladar? ...
B} Sua lingua manchou? ..-

8) Os horarios prejudicaram seu dia-a-dia?
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