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EPIGRAFE

“Paga-se mal a um mestre enquanto se permanece discipulo.”
(Carl Gustav Jung)



RESUMO

H& evidéncias de uma possivel relagdo entre Archaea e infec¢des orais,
incluindo periodontites; porém até o presente momento nenhum estudo avaliou as
alteragcbes na prevaléncia de espécies de Archaea apo6s o tratamento periodontal. O
objetivo do presente estudo duplo cego, aleatorio e placebo controlado foi avaliar a
possivel influéncia da terapia periodontal (raspagem e alisamento radicular (RAR)
somente ou associada a antibioticoterapia sistémica — metronidazol e amoxicilina) na
alteracdo da prevaléncia de Archaea em individuos com periodontite agressiva
generalizada. Desta forma, foram selecionados 30 individuos com doenca
periodontal agressiva generalizada, distribuidos em dois grupos terapéuticos, sendo

Grupo Controle: RAR + medicacao placebo; e Grupo Teste: RAR + metronidazol

(400mg) 3 vezes ao dia durante 14 dias (MTZ) + amoxicilina (500mg) 3x ao dia
durante 14 dias (AMX). A RAR foi realizada em 14 dias e o uso dos antibi6ticos
iniciou junto com os procedimentos de raspagem. Os seguintes paradmetros clinicos
foram avaliados: indice de placa visivel, indice de sangramento gengival, PS, NCI,
sangramento a sondagem e supuracdo. Além disso, nove amostras de biofilme
subgengival foram coletadas, sendo trés em cada categoria de PS (£ 3mm, 4-6 mm
e = 7mm), as quais permaneceram sob refrigeracdo a -80°C até o processamento
laboratorial. As amostras de DNA foram submetidas a reagdo de amplificacdo do
gene 16S rRNA de Archaea segundo o primer descrito por Kulik et al. em 2001. As
avaliagBes clinica e microbiolégica foram realizadas no inicio do estudo e 180 dias
pés-terapia. Os resultados demonstraram que todas as terapias reduziram
significativamente todos os parametros clinicos avaliados, mas ap6s 180 dias da
terapia a média de boca-toda para a PS e NCI foi significativamente menor no grupo
teste em comparacédo ao grupo controle (Teste U de Mann-Whitney, p<0,05). Ambos
0s grupos de tratamento reduziram significativamente a prevaléncia de individuos
colonizados por Archaea em 180 dias pos-terapia (Qui-quadrado, p<0,05), sem
diferencas significativas entre os grupos (Qui-quadrado, p>0,05). Apesar da
associacdo do MTZ+AMX & RAR evidenciar os melhores beneficios clinicos, as duas
terapias testadas reduziram igualmente a prevaléncia de Archaea, sendo que néo
foram observadas diferencas entre os grupos em 180 dias pos-terapia.

Palavras-chave: Archaea, periodontite agressiva generalizada, terapia periodontal.



ABSTRACT

There is evidence of a possible relationship between Archaea and oral
infections including periodontitis; however, to date no study has assessed the
changes in prevalence of Archaea species after periodontal treatment. The aim of
this randomized double-blind and placebo-controlled study was to assess possible
influence of the periodontal therapy (scaling and root planning [SRP]) alone or
associated with systemic antibiotic therapy (metronidazole plus amoxicillin) on
alteration of prevalence of Archaea in individuals with generalized aggressive
periodontitis. Thus, 30 subjects with generalized aggressive periodontitis were

selected and distributed into two therapeutic groups, being Control Group: SRP +

placebo; and Test Group: SRP + metronidazole (400 mg) three times a day for 14
days (MTZ) + amoxicillin (500 mg) three times a day for 14 days (AMX). SRP was
performed on 14 days and use of antibiotics began with scaling procedures. The
following clinical parameters were evaluated: visible plaque index, gingival bleeding
index, probing depth (PD), clinical attachment level (CAL), bleeding on probing
(BOP) and suppuration (SUP). Moreover, nine subgingival plague samples were
collected, three in each PD categories (£ 3 mm, 4-6 mm, and = 7mm), which were
kept under refrigeration at — 80°C until laboratory processing. The DNA samples
were subjected to Archaea 16S rRNA gene amplification reaction according to the
primer described by Kulik et al. em 2001. Clinical and microbiological examinations
were performed at baseline and 180 days post-therapy. The results showed that all
therapies led to a statistically significant decrease in all evaluated clinical
parameters, however, at 180 days post-therapy the full-mouth mean DP and CAL
values were significantly lower in test group compared with control group (Mann-
Whitney U-test, p < .05). Both treatment groups significantly decreased the
prevalence of subjects housing Archaea at 180 days post-therapy (Chi-square test, p
< .05), with no significant differences among the groups (Chi-square test, p > .05).
Despite the association of MTZ + AMX with SRP evidence the best clinical benefits,
both therapies similarly decreased the prevalence of Archaea, with no differences

among the groups at 180 days post-therapy.

Key-words: Archaea, generalized aggressive periodontitis, periodontal disease.
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1 INTRODUCAO

A doenca periodontal acomete as estruturas de protecdo e sustentagao
dos dentes e tem como fator etiolégico microrganismos especificos presentes na
placa bacteriana supragengival e subgengival (Loe et al., 1965; Socransky, 1970;
Listgarten et al., 1978; Loesche et al., 1985; Socransky & Haffajee, 1994; Haffajee &
Socransky, 1994; Socransky et al., 1998). A comprovagdo da natureza infecciosa da
doencga periodontal foi demonstrada por Loe e colaboradores na década de 60 apos
0 estudo classico sobre a “gengivite experimental” que demonstrou a relacdo
existente entre o acumulo de placa dentaria e a inflamacé@o gengival (Loe et al.,
1965). O reconhecimento da especificidade da placa subgengival e da existéncia de
diferentes formas de infeccGes periodontais associadas a diferentes patdégenos
(Loesche 1976; Socransky & Haffajjee, 1994), tem levado pesquisadores e clinicos a
um melhor entendimento desse processo patologico e, eventualmente, & elaboracéao
de terapias especificas, com maiores probabilidades de sucesso.

Neste contexto, a periodontite agressiva (PA) é uma infeccdo que
acomete individuos sistemicamente saudaveis, normalmente jovens, caracterizada
por uma severa perda de inser¢éo clinica associada a uma rapida destruicdo 6ssea
alveolar (Miller et al., 1987; Tonetti & Mombeli, 1999; Armitage, 1999; Lang et al.,
1999). Esta forma de doenca periodontal € classificada de maneira localizada ou
generalizada, dependendo de sua extenséo (Armitage, 1999; Lang et al., 1999).

Existe um forte consenso na literatura quanto ao envolvimento da espécie
bacteriana Aggregactibater actinomycetemcomitans (Norskov-Lauritsen et al., 2006)
anteriormente denominado Actinobacillus actinomycetemcomitans, na etiopatogenia
da PA (Slots et al., 1980; Zambon, 1985; Schenkein et al., 1993; Tinoco et al., 1997,
Cortelli et al., 2005). Porém, poucos estudos avaliaram de forma sistematica a
composicao da microbiota subgengival de individuos brasileiros com essa forma de
doenca periodontite.

O advento de novas técnicas microbiol6gicas e o avanco na identificagdo
de novas espécies de microrganismos vem demonstrando que alguns individuos
portadores de PA ndo apresentam ou até apresentam baixas proporcdes de A.

actinomycetemcomitas (Han et al., 1991; Kamma et al., 2001; Mullally et al., 2000;
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Lopez et al., 1996; Trevilatto et al., 2002; Kamma et al., 2004). Além disso, outros
patégenos estdo sendo relacionados, tais como, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus e Fusobacterium
ssp. (Loesche et al., 1985; Moore & Moore 1994; Mullally et al., 2000; Kamma et al.,
2001; Faveri et al. 2008). Esses dados sugerem gue outros microrganismos, como
bactérias, virus e espécies do dominio Archaea podem estar relacionadas com o
inicio e a progressao desta infecgéo.

Nesse contexto, Colombo et al. (2002) e Silva-Boghossian et al. (2011)
constataram a presenca de espécies microbianas ndo encontradas com frequéncia
na microbiota subgengival, por exemplo, Acinetobacter baumannii, Bartonella sp.,
Escherichia coli, Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus
aureus. Esses microrganismos séo relacionados a infecgdes sistémicas e tém sido
detectados na composicdo de biofilme bacteriano responsével pelas doencas
periodontais; todavia, ainda ndo esta claro o papel desses microrganismos na
etiologia das periodontites.

Archaea é um grupo de microrganismos unicelulares que foram
classificadas com base na sequéncia de genes ribossomais RNA como um grupo
distinto de organismos, muito diferentes de bactérias e eucariontes (Kulik et al.,
2001; Lepp et al., 2004; Yamabe et al. 2008).

Matarazzo et al. (2011) analisou os niveis, a diversidade e as proporcdes
de Archaea em individuos com PA generalizada e salude periodontal. Este estudo
transversal demonstrou que microrganismos do dominio Archaea foram
frequentemente encontrados em individuos com salde periodontal e PA
generalizada, especialmente a espécie Metanobrevibacter oralis. Além disso, os
niveis mais elevados e proporgdes (Archaea / procariotas totais) deste dominio
foram observados no grupo de individuos com PA generalizada em comparacao aos
individuos com saude periodontal, o que pode indicar um possivel papel de espécies
de Archaea como um modificador do ambiente em PA generalizada.

Embora existam evidéncias de uma possivel relacdo entre Archaea e
infeccdes orais, incluindo periodontites, até a presente data ndo temos
conhecimento de estudos que avaliaram alteracdes na prevaléncia de espécies de

Archaea ap0s o tratamento periodontal (Leep et al. 2004)
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Etiologia da periodontite agressiva

A microbiota da doenca periodontal agressiva € complexa, consistindo
geralmente de bactérias anaerdbias Gram-negativas, tais como,
A.actinomycetemcomitans, P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia, C. rectus e
Fusobacterium ssp. (Loesche et al., 1985; Moore & Moore 1994; Mullally et al., 2000;
Kamma et al., 2001). O papel de bactérias especificas, especialmente A.
actinomycetemcomitans na forma localizada da doenca periodontal agressiva tem
sido extensivamente estudado em adolescentes e adultos jovens (Zambon, 1985;
Schenkein et al., 1993; Tinoco et al., 1997; Cortelli et al., 2005). Slots et al. (1980)
analisando por meio de cultura microbiana amostras de biofilme subgengival de
bolsas profundas de pacientes portadores de doenga periodontal agressiva
localizada encontraram em 9 dos 10 individuos analisados uma alta prevaléncia de
A. actinomycetemcomitans. Entretanto, os relatos da prevaléncia deste patégeno em
individuos jovens saudéveis e portadores de doenca periodontal crbnica séo
menores, principalmente em estudos realizados no Brasil (Cortelli et al., 2005 Tinoco
et al., 1997). Outros estudos isolaram A. actinomycetemcomitans em cerca de 75 a
100% de amostras de bolsas periodontais ativas na doenga periodontal agressiva
(Zambon et al., 1983; Christersson et al., 1985; Mandell & Socransky, 1981; Zambon
et al.,, 1985; Russo et al.,, 1998; Lee et al., 2003; Cortelli et al., 2003; Yang et al.,
2005), corroborando assim a relagdo existente entre este patdgeno e a forma
agressiva da doenca periodontal.

Embora A. actinomycetemcomitans seja indicado como principal patégeno
na doenca periodontal agressiva, existem algumas controvérsias na literatura (Han
et al., 1991; Kamma et al., 2001; Mullally et al., 2000; Lopez et al., 1996; Ishikawa et
al., 2002; Trevilatto et al., 2002; Takeuchi et al., 2003; Gajardo et al., 2005) Kamma
et al. (2001) estudando uma populacdo na Grécia e Mullally et al. (2000) na Irlanda
do Norte, observaram por meio da técnica do PCR (Reacdo em Cadeia da
Polimerase) uma baixa prevaléncia de A. actinomycetemcomitans (18,8 e 28%) em

bolsas periodontais de individuos com doenga periodontal agressiva localizada. Em
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outro estudo, Han et al. (1991) ndo isolaram A. actinomycetemcomitans em
nenhuma das 23 amostras subgengivais obtidas de individuos chineses portadores
da forma agressiva da doenga periodontal. Trevilatto et al. (2002) estudaram uma
familia brasileira com doenca periodontal agressiva (n=14) e relataram uma baixa
prevaléncia de A. actinomycetemcomitans, questionando assim o valor do
isolamento e a presenca deste microrganismo como forma de diagnéstico (etiologia)
para a doenca periodontal agressiva. Recentemente, Gajardo et al. (2005) por meio
de cultura microbiana isolaram A. actinomycetemcomitans em apenas 19,4% de
bolsas periodontais de 30 individuos com doenca periodontal agressiva em uma
populacdo chilena. Esta baixa prevaléncia de A. actinomycetemcomitans na
populagéo chilena j& havia sido reportada por Lopez et al. (1996). Complementando,
Mombelli et al. (2002), em uma revisdo sistemética da literatura, relataram que a
presenca ou auséncia de A. actinomycetemcomitans ndo pode ser um parametro
para diferenciar individuos com doenca periodontal agressiva e com a forma crénica
da doenca.

Ximenez-Fyvie et al. (2006) se propuseram a determinar a composi¢&ao
microbiana de amostras de placa subgengival de pacientes mexicanos com
periodontite agressiva generalizada néo tratados (n=19), os quais foram comparados
com pacientes que apresentavam periodontite cronica generalizada (n = 39) e outros
(n = 19) que gozavam de boa saude periodontal. Utilizando a técnica checkboard
DNA-DNA hybridization para detectar as espécies microbianas na placa
subgengival, os autores notaram que todos 0s grupos de pacientes tinham os
maiores niveis e propor¢des de Actinomyces naeslundi 1, Actinomyces viscosus,
Corynebacterium matruchotii, Peptostreptococcus micros e Veillonella parvula, Os
grupos de pacientes com periodontite ndo apresentaram diferengas significativas
quanto aos niveis de Actinomyces israelli, Campylobacter showae, Neisseria
mucosa, Porphyromonas endodontalis, Propionibacterium acnes, Selenomonas
artemidis, Selenomonas noxia, Streptococcus anginosus, Streptococcus
constellatus, Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius e Streptococcus
mitis. Porém, em relacdo aos pacientes saudaveis, os pacientes com ambos 0s tipos
de periodontite abrigavam significativamente maiores niveis e/ou proporcdes de

P.gingivalis, T.forsythia, Prevotella nigrescens e espécies do complexo vermelho,
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sem diferengas entre ambos o0s grupos de periodontite. Uma constatagao
interessante desse estudo foi que o microrganismo A.actinomycetemcomitans
esteve entre as espécies que representou a menor propor¢do nas amostras de
pacientes com periodontite agressiva generalizada e dos pacientes saudaveis. Além
disso, todos os pacientes com periodontite agressiva generalizada portaram
P.nigrescens e P.gingivalis. Os autores concluiram que as diferengas microbianas
entre os grupos de periodontite foram apenas discretas e nenhuma das bactérias
testadas permitiu diferenciar o perfil microbiano subgengival de um ou outro grupo
de periodontite.

Botero et al. (2007), tendo como uma amostra uma populagdo de
pacientes colombianos com periodontite cronica e agressiva, avaliaram a ocorréncia
de patégenos periodontais e bactérias superinfectantes utilizando o método de
deteccdo PCR. Nos pacientes com periodontite agressiva e naqueles com
periodontite cronica foram encontradas as espécies orais P. gingivalis, T. forsythia e
Eikenella corrodens, com mais frequéncia nos individuos com periodontite agressiva.
Todavia, um achado importante foi presenca de altos niveis de microrganismos
incomuns, por exemplo, os organismos da familia Enterobacteriaceae, que séo
encontrados com mais frequéncia no sistema digestivo de seres humanos e animais,
e alguns deles exercem papel oportunista em infeccbes em seres humanos. Os
autores recomendaram cautela ao interpretar a presenca de bastonetes entéricos
subgengivais, uma vez que seu papel na doenga periodontal destrutiva ainda né&o foi
elucidado.

Fritschi, Abert-Kiszely e Persson (2008) realizaram um estudo transversal
onde testaram microbiologicamente a hip6tese de que n&o havia nenhuma diferenca
microbiolégica subgengival entre individuos com um diagnostico de periodontite
agressiva ou cronica, ou pela condigcdo de tabagismo. Utilizando uma amostra de
106 individuos (84 com periodontite crbnica e 22 com periodontite agressiva), dos
quais 30 eram fumantes, constataram que, independentemente de ser ou né&o
fumante, a espécie S. aureus (agente causador de infeccdes médicas graves)
esteve presente, mas com alta prevaléncia em individuos ndo fumantes com
periodontite agressiva. Isso ndo indicou que esse patdgeno seja 0 agente etioldégico

infecciosa de periodontite, uma vez o estudo ndo proporcionou evidéncia suficiente
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de que ele esteja associado a periodontite, sendo necessarios, portanto, mais
estudos microbiolégicos a serem realizados antes e depois da terapia periodontal
para confirmar os resultados desse estudo.

A composi¢éo microbiana subgengival da PA foi avaliada por Faveri et al.
(2009). Foram selecionados 120 individuos, sendo 15 com PA localizada, 25 com
PA generalizada, 30 com periodontite crénica e 50 com saude periodontal
submetidos a exame clinico e avaliagdo microbiologica. Nove amostras de placa
subgengival foram coletadas de cada sujeito e analisadas por meio da técnica
Checkerboard DNA-DNA hybridization em relacdo a 38 espécies bacterianas. Os
autores observaram que as espécies do complexo vermelho e algumas do complexo
laranja s@o os patdégenos periodontais mais numerosos e prevalente ma PA
localizada. As proporcdes de A.aggregatibacter estavam elevadas em sitios rasos e
intermediarios em comparacdo aos sitios de individuos com PA generalizada ou
saudaveis. Essa espécie também apresentou uma correlagdo negativa com a idade
e com as proporcdes de complexo vermelho. Além disso, as espécies consideradas
benéficas estavam reduzidas na PA localizada. Em conclusdo, os autores sugeriram
que P. gingivalis, T. forsythia, Treponema denticola, Campylobacter gracilis,
Eubacterium nodatum e P. intermedia podem desempenhar um papel importante na
progressédo da periodontite agressiva.

Logo, estes estudos sugerem que outros microrganismos podem estar

associados a etiologia da doenca periodontal agressiva.

2.1.1 Associacao entre o dominio Archaea e a doencga periodontal

Estima-se que a cavidade bucal albergue aproximadamente 600-700
espécies de bactérias (Paster et al., 2001; Sakamoto et al., 2005; Socransky &
Haffajee, 2005, Faveri et al. 2008), além da presenca de espécies de fungos, virus e
mais recentemente, microrganismos do dominio Archaea (Kulik et al., 2001; Lepp et
al., 2004; Yamabe et al. 2008). Assim, o entendimento da associacdo entre
determinados microrganismos e as doengas periodontais € dificultada pela
necessidade da andlise da microbiota como um todo, visto que estas doengas sao

provocadas por um desequilibrio da relacdo intermicrobiana no sitio subgengival ou



18

da relacdo entre a microbiota e o hospedeiro. Assim sendo, atualmente existe a
percepcdo do proprio homem como um “supraorganismo”, compreendendo a soma
de Homo sapiens e dos microrganismos que compde a sua microbiota residente,
formando uma estrutura metabdlica que soma os atributos humanos e microbianos.
Estes microrganismos pertencem aos trés dominios de vida - Bacteria, Archaea e
Eukarya - e suplantam as células humanas em uma ordem de magnitude. Assim, o
conhecimento da microbiota é essencial para o conhecimento do préprio homem.
Grandes esfor¢cos estdo sendo feito atualmente, como o projeto internacional do
microbioma humano, visando analisar a microbiota do intestino na saude e doenca
(Turnbaugh et al., 2007). Outras superficies do corpo humano, particularmente as
superficies mucosas como a cavidade bucal, sdo também densamente colonizadas
e devem ser analisadas com maior magnitude.

Como descrito anteriormente, a microbiota do homem é formada por
organismos dos dominios Archaea, Bacteria e Eukarya, porém poucos estudos
analisaram o dominio Archaea. Representantes do dominio Archaea foram
recentemente associados a doenca periodontal (Kulik et al., 2001; Lepp et al., 2004;
Yamabe et al. 2008) e as doengas peri-implantares (Gongalves et al. 2010). Archaea
sdo microrganismos procariontes distintos de bactérias, com diferentes propriedades
metabdlicas, devido as caracteristicas de organizagdo do genoma, expressao
génica, composicao celular e filogenia (Woese et al., 1990). Apesar de este dominio
ter sido primeiramente isolado de ambientes com condigbes extremas, como
elevada temperatura, alta salinidade e baixissimos pHs, foi observada a sua ampla
distribuicdo na natureza, inclusive sendo capazes de viver com eucariotos, em
relagBes simbiontes. Na ultima década foi demonstrado que Archaea sdo capazes
de colonizar e sobreviver em humanos em coexisténcia com a microbiota endégena
(Cavicchioli et al. 2003; Eckburg et al. 2003, Gongalves et al. 2010). Apesar da
onipresenca de Archaea na natureza e da intima associacdo com humanos, nenhum
organismo do dominio Archaea foi considerado patogénico até o presente momento
(Yamabe et al., 2008, Horz & Conrads 2011). No entanto, a propor¢éo de Archaea
em relagdo aos dominios Eucarya e Bacteria pode exercer algum papel patogénico,
visto que o potencial para formar rela¢c6es simbiéticas, mutualisticas ou patogénicas

pode ser direcionado pelas oportunidades criadas através de interacdes estaveis e



19

altamente densas (Cavicchioli et al., 2003; Eckburg et al., 2003).

Foram identificados na microbiota intestinal (Scanlan et al., 2008), oral
(Kulik et al, 2001; Leep et al. 2004; Vianna et al. 2008; Yamabe et al., 2008,
Matarazzo et al. 2011, Faveri et al. 2011) e vaginal humana (Belay et al., 1990,
Eckburg et al., 2003) organismos Archaea metanogénicos, ou seja que apresentam
a propriedade de consumir o hidrogénio (H;) e o diéxido de carbono (CO,), para a
producdo de metano. Também foi sugerido que Archaea sejam necessérias e
fundamentais em certos nichos anaerdbicos para manter um equilibrio bioquimico
desejavel no microambiente (Vianna et al., 2006). Por exemplo, a auséncia relativa
de oxidantes de metano comparado com o namero de bactérias redutoras de sulfato
na microbiota intestinal humana com o resultante aumento de sulfeto de hidrogénio
poderia contribuir para o desenvolvimento de doenca (Scanlan et al., 2008). Por
outro lado, alguns estudos tentam vincular a presenga de metanogénicos e o
desenvolvimento de doencas de causa ainda desconhecida (Kulik et al., 2001;
Cavichiolli et al., 2003; Eckburg et al., 2003; Lepp et al., 2004; Vianna et al., 2006;
Yamabe et al., 2008). Como estas doencgas representam um processo dindmico no
qual véarias espécies microbianas dominam em diferentes fases da infecgdo devido
as mudancgas na disponibilidade nutricional, nivel de oxigénio e pH local, os estudos
sugerem que 0s Archaea metanogénicos indiretamente poderiam promover a
doenca pelo consumo de hidrogénio, assim permitindo a proliferacdo de
fermentadores secundéarios a niveis superiores ao limite possivel na sua auséncia
(Lepp et al., 2004; Scanlan et al., 2008).

O interesse nas populagdes metanogénicas da cavidade bucal esti
embasado na possivel associacdo dos metanogénicos e a produgdo de metano com
a ocorréncia de halitose, doenca periodontal e infeccdo endododntica (Kulik et al.,
2001; Robichaux et al., 2003; Lepp et al., 2004; Vianna et al., 2006; Vickerman et al.,
2007; Yamabe et al., 2008). Membros do género Methanobrevibacter sao
anaerobios estritos, produtores de metano, que se favoreceriam da condicdo de
anaerobiose presente no biofiime dental (Lepp et al, 2004), sendo que
Methanobrevibacter oralis € a espécie de Archaea predominante na cavidade bucal
(Kulik et al., 2001; Lepp et al., 2004; Vianna et al., 2006; Vickerman et al., 2007;

Yamabe et al., 2008, Matarazzo et al., 2011). Na doenca periodontal cronica alguns
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estudos observaram a presencga de Archaea em amostras de biofilme subgengival e
procuraram estabelecer uma relagdo entre a presengca de doenga e estes
organismos. Kulik et al. (2001) detectaram rRNA de Archaea em 77% das amostras
de biofilme subgengival coletada de pacientes em diferentes condi¢cdes de doenga
periodontal. Estes resultados foram recentemente corroborados por Li et al. (2009),
onde os autores relataram uma prevaléncia de 73,2% de Archaea no ambiente
subgengival de individuos com doenca periodontal cronica. Lepp et al. (2004)
avaliaram amostras de biofilme subgengival de pacientes saudaveis e com
periodontite crénica e n&o foi detectados membros do dominio Archaea em
nenhuma das amostras da populagéo controle saudavel, mas 36% dos pacientes
periodontais albergavam estes microrganismos. Li et al. (2008) analisaram amostras
de biofilme subgengival de 23 individuos com doenca periodontal agressiva, 29 com
doenga periodontal cronica, 35 com gengivite e 38 individuos com saude
periodontal. Os autores relataram uma prevaléncia de 65%, 72%, 26% e 0%,
respectivamente.

A deteccdo de microrganismos do dominio Archaea em amostras de
biofilme subgengival de pacientes com periodontite e auséncia de estudos
comparando simultaneamente a prevaléncia desses microrganismos em individuos
com periodontite cronica e agressiva e correlacionando os resultados com o
aumento de profundidade de sondagem levaram Fermiano et al. (2011) a realizar um
estudo suprindo tal lacuna. Para isso, selecionaram 45 individuos que apresentavam
periodontite agressiva (n = 15), periodontite crénica (n = 15) e com saude
periodontal (n = 15), a que foram submetidos a exames clinicos avaliando-se indice
de placa gengival, indice de sangramento gengival, profundidade de sondagem,
nivel clinico de insercdo, sangramento a sondagem e supuracdo. Dos pacientes com
periodontite foram coletadas amostras de biofilme subgengival, enquanto dos
pacientes saudaveis periodontalmente foram obtidas amostras de biofilme
supragengival, das quais foi extraido o DNA e posteriormente submetidas a uma
reagdo de PCR para amplificacdo da regido 16S rRNA de Archaea. Os
microrganismos do dominio Archaea foram detectados em 73,3% dos individuos
com periodontite cronica, 60% dos individuos com periodontite agressiva, e 80% dos

individuos com saude periodontal, os quais apresentaram prevaléncia de amostras
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positivas para a presenca de Archaea, respectivamente, de 15,5%, 28,8%, e 31,8%,
sem diferencas significativas entre os grupos. Também néo foi observada nenhuma
correlacdo entre a presenga de Archaea e as diferentes categorias de profundidade
de sondagem. Esses resultados levaram os autores a afirmarem que a contribuigéo
de Archaea para a patogénese da doenga periodontal em humanos néo esta clara e
ainda deve ser questionada. Concluiram que os microrganismos do dominio
Archaea sdo muito prevalentes no biofilme subgengival, independentemente da
condi¢cdo periodontal, o que sugere auséncia de associacdo entre a detecgdo de
Archaea e a etiologia das periodontites.

Desta forma, as conclusdes destes estudos sugerem que microrganismos
do dominio Archaea, especialmente o Methanobrevibacter oralis, podem ser

implicados na etiologia das doengas periodontais.

2.2 Metronidazol combinado a amoxicilina

Em 1928, Alexander Fleming, enquanto trabalhava com variantes de
estafilococos em laboratorio, observou que um fungo — pertencente ao género
Penicillium - promovia uma inibicdo no crescimento bacteriano. Apoés ser isolado em
cultura pura, esse fungo produziu uma substancia antibacteriana, a penicilina, que
posteriormente foi extraida e seus efeitos antibacterianos analisados (Florey et al.,
1945; Chain, 1948). Constatou-se que a penicilina possuia poderosas propriedades
quimiotergpicas em camundongos infectados e que era atdxica (Hare, 1970).

As penicilinas agem inibindo a sintese da parede celular, resultando em
uma célula bacteriana instdvel na osmolaridade dos liquidos organicos. As
penicilinas constituem-se na primeira opgdo como coadjuvantes no tratamento das
infeccdes odontoldgicas leves e moderadas. Dentre as penicilinas, a amoxicilina tem
um amplo espectro de atividade contra espécies anaerébias estritas e facultativas
subgengivais (Walker et al., 1985; Kulik et al., 2001). Atua sobre microrganismos
cocos e bacilos Gram-negativos devido a capacidade de penetrar nas barreiras
lipidicas e na parede celular mais complexa desses microrganismos, agindo sobre

as enzimas situadas na parte externa da membrana celular bacteriana lipoprotéica
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(Montgomery, 2000).

As caracteristicas benéficas individuais da amoxicilina e do metronidazol e
a possivel complementariedade de acdo farmacolégica para a cura da doenca
periodontal tem levado pesquisadores a associar ambas as medicagbes como uma
terapia adjunta a terapia mecéanica, com 0 objetivo de suprimir ou eliminar os
patégenos envolvidos com a doenca e obter melhores resultados em longo prazo.
Entretanto, até o presente momento, a literatura esté escassa em informacées sobre
esta combinagéo antibidtica.

A destruicdo dos tecidos periodontais esti fortemente associada a
presenca de varios patdgenos periodontais. Um destes microrganismos é o A.
actinomycetemcomitans. A periodontite agressiva (Slots et al.,, 1980; Mandell &
Socransky, 1981; Mandell et al., 1987) e a periodontite cronica (Bragd et al., 1987)
estdo associadas a presenga do A. actinomycetemcomitans, sendo consequéncia da
sua supressao uma melhor resposta periodontal (Van Winkelhoff et al.,1989 e 1992).

Pavicic et al. (1994) avaliaram a presencga do A. actinomycetemcomitans
subgengivalmente, na mucosa julgal, tonsila e na saliva apds dois anos da terapia
mecanica associada ao metronidazol (250mg, 3x/dia, 7 dias) e amoxicilina (375mg,
3x/dia, 7 dias) sistémicos. Observaram resultados negativos para a presenga do A.
actinomycetemcomitans em 47 dos 48 individuos do estudo, além de reducdes na
profundidade de sondagem, nivel clinico de insercéo, indice de placa, sangramento
a sondagem em 3 e 24 meses apo0s terapia ativa, sugerindo que esta terapia pode
ser efetiva para a supresséo do A. actinomycetemcomitans por um longo periodo de
tempo.

Lépez et al. (1998) avaliaram os efeitos clinicos e microbiolégicos da
amoxicilina (500mg, 3x/dia, 7 dias) e do metronidazol (250mg, 3x/dia, 7 dias)
sistémicos como uma Unica terapia em individuos portadores de periodontite cronica
moderada e avangada que apresentaram pelo menos dois sitios com > 2mm de
perda de insercdo clinica. Constataram que o percentual dos sitios sangrantes
diminuiu significantemente 2 e 4 meses apods a terapia. Nos mesmos intervalos de
avaliagdo, o nivel clinico de insercéo foi significantemente melhor nos individuos
tratados com os antibidticos, que também apresentaram reducdo de sitios com P.

gingivalis e P. intermedia.
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Ainda nesta linha de pesquisa, em 2000, Lopez et al. empregaram a
mesma terapia em individuos com as mesmas condicdes do estudo anterior,
alterando-se apenas o regime antibiotico, que foi repetido ap6s 4 e 8 meses, porém
avaliando-se apenas parametros clinicos. Constatou-se que, a partir do 2° més de
avaliacdo, a terapia antibidtica melhorou significativamente o ganho de insercéo
(0,43mm; p=0,005), diminuiu os sitios ativos (p<0,03), aumentou os sitios que
ganharam insercdo clinica (p<0,01), reduziu a profundidade de sondagem
(p<0,00006) e diminuiu o percentual de sangramento a sondagem (p<0,0005).

Winkel et al. (2001) avaliaram clinica e microbiologicamente individuos
com periodontite crbnica generalizada avancada, submetidos a apenas tratamento
mecéanico de raspagem e alisamento radicular (RAR) ou ao mesmo procedimento,
porém, associado ao uso sistémico do metronidazol (250mg, 3x/dia, 7 dias) e da
amoxicilina (375mg, 3x/dia, 7 dias). Os autores constataram que 0 a associagao de
terapias proporcionou maiores reducdes na profundidade de sondagem e maior
ganho de insercdo clinica nos sitios que eram inicialmente > 7mm, bem como
reduziu o nimero de P. gingivalis, T. forsythia e P. intermedia.

J& em 2006, Lopez et al. selecionaram individuos com pelo menos seis
sitios com profundidade de sondagem > 4mm e perda de inser¢do > 3mm que foram
divididos em dois grupos: teste (metronidazol - 250mg, 3x/dia, 7 dias, e amoxicilina -
500mg, 3x/dia, 7 dias, como terapia Unica) e controle (RAR). Apos a realizagéo de
exame clinico e microbiolégico por meio do teste checkerboard DNA-DNA
hybridization, no inicio, 3, 6, 9 e 12 meses, evidenciou-se que as duas terapias
promoveram melhoras, e as alteragbes nos parametros clinicos e microbiolégicos
foram semelhantes entre ambos 0s grupos.

Moeintaghavi et al. (2007) estudaram a amoxicilina (500mg, 3x/dia, 7 dias)
e 0 metronidazol (250mg, 3x/dia, 7 dias) sistémicos como coadjuvantes ao
tratamento da periodontite crénica. O estudo foi aleatorizado, duplo cego, paralelo e
placebo. Os parametros clinicos realizados foram profundidade de sondagem, nivel
clinico de insercdo, indice de placa, sangramento & sondagem. Os sitios > 5mm
foram selecionados para a andlise microbiologica. Os resultados demonstraram
diferencas estatisticas nos parametros clinicos entre o grupo teste e o0 grupo

controle. Paralelamente as mudancgas clinicas, houve uma reducéo significativa no
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ndmero dos A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia, no grupo teste,
em relacdo aos dados iniciais. ApOs a terapia havia diferengas estatisticas entre o
grupo teste e controle em nudmero de individuos negativos para A.
actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia (p=0,033).

O recente estudo de Matarazzo et al. (2008) avaliou clinica e
microbiologicamente individuos fumantes com periodontite cronica, tratados de trés
modos: RAR somente, RAR associada ao metronidazol ou RAR associada ao
metronidazol e amoxicilina combinados. O grupo que recebeu os dois antibigticos
associados apresentou as maiores reducgfes de profundidade de sondagem e nivel
clinico de insercdo, bem como um aumento mais expressivo das propor¢des das
espécies benéficas e maior reducéo dos patdégenos.

Recentemente, Cionca et al. (2009), avaliaram os beneficios clinicos
ocorridos em pacientes com periodontite crénica tratados com administracdo de
amoxicilina (375mg, 3x ao dia/ 7dias) e metronidazol (500mg, 3x ao dia/ 7dias) apos
a RAR realizada dentro de 24hs, complementada com irrigacdo das bolsas
periodontais com 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 0 grupo que combinou os antibidticos & RAR reduziu a
necessidade de intervenc¢des adicionais para o tratamento da doenga comparado ao
grupo que recebeu apenas RAR em 24hs.

Mestnik et al. (2010) avaliaram os efeitos clinicos e microbiolégicos da
RAR somente ou em combinagcdo com metronidazol (400 mg 3 x por dia) e
amoxicilina (500 mg 3 x por dia) no tratamento de 30 individuos com PA
generalizada. Os exames clinicos e microbiolégicos, estes pela técnica
Checkerboard DNA-DNA hybridization, realizados no inicio e 3 meses p6s-RAR,
evidenciaram que os individuos que receberam metronidazol e amoxicilina
apresentaram as maiores melhoras na média de profundidade de sondagem e de
nivel clinico de insercdo em sitios inicialmente intermediarios e profundos, bem
como as alteracbes mais benéficas no perfil microbiano, com propor¢cdes mais
baixas de complexo vermelho e de complexo laranja apos o tratamento. A terapia
com antibidticos também reduziu os niveis de A.aggregatibacter em sitios

inicialmente profundos.
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Goodson et al. (2012) compararam os efeitos da RAR como terapia Unica
ou associada a antibioticoterapia local com fibra de tetraciclina (T), ao metronidazol
(MTZ) + amoxicilina (AMX), ou ao tratamento cirdrgico (C). Dois anos depois da
aplicacdo das terapias, evidenciou-se que, quando associada a outras terapias, a
RAR levou a melhores resultados clinicos do que quando realizada sozinha.
Aparentemente a associacdo de mais de duas terapias ndo gerou beneficios
sinérgicos e os melhores beneficios foram observados quando a RAR foi associada
a antibidticoterapia sistémica, associada ou néo tetraciclina local ou ao tratamento
cirurgico.

Apesar dos estudos mostrarem evidentes resultados positivos sobre a
associacdo do metronidazol e da amoxicilina como coadjuvante & RAR no
tratamento da periodontite cronica, 0 momento de iniciar a administracéo das drogas
(metronidazol/amoxicilina) ainda esta controverso na literatura. Watts et al. (1986) e
Walsh et al. (1986), embasados no conceito de que a escolha do protocolo
terapéutico de antibioticoterapia iniciada junto com a RAR visa a disponibilidade da
droga no ambiente subgengival pelo maximo de tempo possivel em que a RAR
estiver sendo realizada, demonstraram que a terapia com metronidazol né&o
concomitante a RAR promovia um efeito limitado e transitério nos parametros
clinicos e microbiologicos. Por outro lado, alguns autores (Jenkins et al., 1989;
Loesche et al.,, 1992; Carvalho et al., 2004; Carvalho et al., 2005; Kaner et al.,
2007a, 2007b) sugerem o uso da terapia antibidtica iniciada apés a terapia mecéanica
de RAR, pois acreditam que neste momento a carga microbiana j4 esté reduzida e
assim o efeito da droga pode ser potencializado.

Chambrone et al. (2010), ao avaliarem os fatores que influenciam a perda
dentaria durante a manutencdo periodontal ao longo de 5 anos, constataram que
fatores relacionados ao paciente, por exemplo, a idade e o tabagismo, e fatores
relacionados ao dente, a saber, tipo, localizacdo e prognostico do dente, estavam
associados a perda dentaria. Recomendaram que os pacientes devem instruidos a
seguir um programa de manutencdo periodontal periddica e a interromperem o
tabagismo. Essa terapia, que também é recomendada pela Academia Americana de
Periodontita, visa evitar a reincidéncia da doengca periodontal e diminuir a

mortalidade dentaria.
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3 PROPOSICAO

Avaliar a terapia periodontal (raspagem e alisamento radicular somente ou
associada a antibioticoterapia sistémica — metronidazol e amoxicilina) na alteracao

da frequéncia de Archaea em individuos com periodontite agressiva generalizada.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Selegao de individuos

Foram selecionados para a participacdo no estudo 30 individuos
portadores de periodontite agressiva generalizada, com idade igual ou inferior a 30
anos que comparecerem no Centro de Estudos Clinicos da Universidade Guarulhos.

A selegéo foi feita por um examinador previamente treinado e calibrado.
Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo, de seus riscos e
beneficios, incluindo os tipos de medi¢des clinicas, coletas, terapias e o caréater
voluntario do estudo. Os que concordaram em participar do estudo assinaram um
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE), e receberam a terapia
periodontal gratuitamente. Além disso, 0s que necessitavam tiveram auxilio de
transporte e alimentagédo estando de acordo com as diretrizes e normas do Conselho
Nacional de Saude (Resolugdo n° 196/96). Todas as informacfes e explicagbes
sobre o estudo contempladas no TCLE foram transmitidas aos participantes pelos
pesquisadores envolvidos no estudo. O projeto foi submetido e aprovado pelo

Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Guarulhos.

4.2 Critérios de inclusédo e exclusédo

Critérios de inclusédo

Para a inclusdo no estudo, a selegdo dos participantes respeitou 0s
seguintes critérios (Armitage 1999):
o Voluntéarios portadores de periodontite agressiva generalizada, isto &,
clinicamente saudaveis, exceto pela periodontite, auséncia de condic¢des sistémicas,
rapida perda de insercéo (principalmente a proximal) e de destruicdo 6ssea.
o Idade igual ou inferior a 30 anos;
o Possuir um minimo de 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares;
o Minimo de trés dentes incisivos permanentes e/ou primeiros molares com pelo
menos um sitio de cada dente com profundidade de sondagem (PS) e nivel clinico

de inser¢cdo (NCI) > 5 mm e, minimo de seis outros dentes além dos primeiros
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molares e incisivos com pelo menos um sitio de cada dente com PS e NCI > 5 mm;
o Agregacéo familiar (pelo menos outro membro da familia apresentando ou com

histéria de doenga periodontal).

Critérios de exclusao
Os critérios de exclusdo de pacientes foram os seguintes:
o Fumantes e ex-fumantes h4 menos de 5 anos.
o Gestantes ou lactantes;
o Histdrico de tratamento periodontal prévio nos Ultimos seis meses;
o Histdrico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;
o Doencga sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro ou exigisse
medicacgdao profilatica ao tratamento;
o Reabilitagbes protéticas extensas;
o Relato de alergia aos medicamentos (metronidazol, amoxicilina e/ou

clorexidina).

4.3 Delineamento experimental

No inicio deste estudo duplo cego, aleatorizado, placebo controlado,
todos os individuos (n=30) foram submetidos & anamnese, exame clinico periodontal
e coleta de amostras de biofilme subgengival dos sitios selecionados (ver 4.5.1
Selecao dos sitios-testes).

Em seguida, um pesquisador ndo envolvido diretamente no estudo fez a
distribuicdo aleatoria dos individuos, por meio de uma tabela de numeros

equiprovaveis, em dois grupos terapéuticos (n=15/grupo):

- Grupo controle (C): RAR + amoxicilina placebo (3x/dia, 14 dias) + metronidazol
placebo (3x/dia, 14 dias) + bochecho com clorexidina 0,12% (2x/dia, 60 dias);
- Grupo teste (T): RAR + metronidazol 400mg (3x/dia, 14 dias) + amoxicilina
500mg (3x/dia, 14 dias) + bochecho com clorexidina 0,12% (2x/dia, 60 dias).

Inicialmente, todos os individuos participantes do estudo receberam
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raspagem supragengival e instrugdo de higiene oral. A antibioticoterapia
(metronidazol, amoxicilina e placebos) e o controle quimico (clorexidina 0,12%)
foram iniciados no mesmo dia da terapia basica de RAR, que foi realizada em 6
sessodes e finalizada em 14 dias. A medicagéo sistémica também teve duragéo de 14
dias, enquanto o controle quimico foi utilizado por 60 dias. A avaliagéo clinica e a
coleta microbiol6gica foram repetidas na consulta de reavaliagdo de 180 dias apés o

término do tratamento.

4.4 Avaliagao clinica

Um examinador realizou todas as medi¢gBes clinicas. A metodologia
utilizada para a calibracao foi preconizada por Araujo et al. (2003), que avaliaram o
erro padrdo da medida (e.p.m.) e o erro médio percentual (e.m.p.) para 0s
parametros clinicos periodontais continuos (PS e NCI). O e.p.m e o e.m.p variaram
entre 0,19mm-0,30mm e 2,0%-4,6%, respectivamente. Para as variaveis categoricas
considerando a presenca ou auséncia do parametro clinico, foi realizada a média do
nivel de concordancia, obtendo-se concordancia superior a 92% (Teste Kappa).

As mensuragdes clinicas foram realizadas no inicio do estudo e 180 dias
pbs-terapia, 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:

e Indice de Placa Visivel - (IPV) (Ainamo & Bay, 1975): presenca (escore
1) ou auséncia (escore 0) de placa supra gengival visivel;

e Indice de Sangramento Gengival - (ISG) (Ainamo & Bay, 1975):
presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento da gengiva marginal,
apds percorrer levemente a sonda periodontal ao longo do sulco gengival;

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

¢ Nivel Clinico de Insercdo - (NCI): distancia, em milimetros, entre a

juncdo cemento-esmalte e a por¢cdo mais apical sondével do sulco/bolsa periodontal;
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e Sangramento & Sondagem - (SS): presenca (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 esponténea ou apos 20 segundos da sondagem com a sonda periodontal

milimetrada.

4.5 Avaliagdo microbioldgica - Andlise da prevaléncia de microrganismos do

dominio Archaea por reagdo em cadeia da polimerase

4.5.1 Selecdo dos sitios-testes

Foram selecionados nove sitios né&o-contiguos em cada individuo,
distribuidos preferencialmente em quadrantes distintos, de acordo com a
profundidade de sondagem inicial nas seguintes categorias: trés sitios rasos (PS <
3mm), trés sitios intermediarios (PS 4-6 mm), e trés sitios profundos (PS = 7mm).
Sitios localizados em dentes com proteses mal adaptadas, lesdo de cérie extensa
e/ou leséo endo-periodontal ndo foram utilizados. As amostras de biofilme foram

coletadas no inicio do estudo e 180 dias pods-terapia.

4.5.2 Coleta das amostras de biofilme

Ap6s a remocdo do biofilme supragengival, amostras de biofilme
subgengival foram coletadas por meio de curetas Gracey do tipo minifive 11-12
estéreis, posicionadas na porcdo mais apical dos sitios e em um Unico golpe
tracionadas no sentido &pico-coronal. As amostras foram imediatamente
depositadas em tubos plasticos individuais contendo 50uL de solugdo tampédo TE pH
7,6 (10 mM Tris-HCL - Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA; 1 mM
EDTA - Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil). Esses
tubos pléasticos foram previamente identificados com o cédigo do individuo, data e
sitio, e apds a coleta foram imediatamente armazenados sob refrigeracdo a -80°C
até o processamento microbiolégico Laboratorio de Pesquisa em Odontologia Il da

Universidade Guarulhos.
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4.5.3 Extracdo de DNA

O DNA das amostras de biofilme subgengival que foram extraidos de
acordo com a metodologia descrita por Dewhirst et al. (2000). Para a lise das
células, as amostras subgengivais foram diretamente suspensas em 50ul de TE e
0,5% de Tween-20. Proteinase K (200 mg/ml) (Roche Applied Science, Indianapolis,
IN) também foi adicionada a solugdo. As amostras foram entdo incubadas a 55°C
durante 2 horas e a proteinase K foi inativada por aquecimento a 95°C durante 5

min.

4.5.4 Reacédo de amplificagdo daregidao 16S rRNA de Archaea

As amostras de DNA foram submetidas a rea¢céo de amplificagdo do gene
16S rRNA de Archaea segundo o primer descrito por Kulik et al. na Tabela 1 (2001).
Desta forma, para a reacdo de amplificacdo foram utilizados 1yl do DNA molde,
MgCl> na concentracdo final 2mM, dNTP na concentragdo final 10mM, 5pl de
tampao de PCR 10X, 25pmol de cada primer, 2 U de Platinum® Taq DNA Polimerase
e agua miliQ estéril, para um volume total de 50ul de reacédo. As reagbes de
amplificagdo foram realizadas sob as seguintes condi¢des: desnaturagdo inicial a
94°C por 4 min, seguida de 35 ciclos de desnaturacéo a 95°C por 15s, anelamento a
64°C por 30s e extensdo a 72°C por 15s, e extensao final a 72°C por 7 minutos em
termociclador (Gen Amp PCR System 2400, Applied Biosystems, Califérnia, EUA).
Como controle positivo foi utilizado como molde um pool de DNA de Archaea
metanogénicas (Methanosaeta concilli, Methanosaeta lacustris, Methanobrevibacter
arboriphilus e Methanobrevibacter smithii) cedido pela Profa. Dra. Vivian Pelizzari do
Laboratorio de Microbiologia Ambiental do ICBII/USP.

Os produtos da reagdo de PCR foram submetidos a corrida eletroforética
em gel de agarose a 1,5%, em tampé&o Tris Acetato EDTA (TAE, Tris acetato a
40mM, ph 8,5; EDTA a 2mM) e corados com Syber Safe (Invitrogen). Os fragmentos
especificos contendo 654 pb foram visualizados e documentados sob luz

ultravioleta.
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Tabela 1. Iniciadores analisados e condigdes para detecgdo microbiana.

Anelamento Produto

Referéncia Seqliéncia nucleotidica
(°C) (pb)

Kulik et al. 300fEyAr5’-AGCRRGAGCCCGGAGATGG3’
(2001) 954rEyAr 5'-CGGCGTTGARTCCAATTAAAC-3

64 654

A temperatura de anelamento indica a adaptacéo a partir da referéncia listada.

4.6 Procedimentos terapéuticos

4.6.1 Terapia periodontal bésica (RAR)

Apos o registro das medidas clinicas e coleta de biofilme subgengival
para a analise microbioldgica, todos os individuos foram submetidos a sessdes de
adequacado do meio bucal que incluiram instrucdo de higiene bucal (IHB), raspagem
supragengival de todos os dentes (RSP) com instrumentos manuais e ultrasonicos,
desgaste de restauragdes em excesso, selamento provisdrio das lesdes cariosas
cavitadas, curativos endodonticos e exodontias. Durante as sessfes de instrugcéo de
higiene bucal, os individuos foram orientados a utilizar escovas com cerdas macias,
juntamente com creme dental Colgate Total® (Anacol Ind. E Com. Ltda - Kolynos do
Brasil — Colgate Palmolive Co., Sdo Bernardo do Campo, SP, Brasil). Em seguida,
os individuos receberam seis sessfes de RAR com curetas Gracey, numeros 5/6,
718, 11/12 e 13/14 (Hufriedy) sob anestesia local. Estas sessfes de RAR foram
realizadas por dois profissionais treinados e experientes, com duragdo de
aproximadamente 1 hora e foram realizadas em no maximo 14 dias, sendo que 0s
sitios mais comprometidos foram tratados com prioridade.

O examinador que realizou os exames clinicos e microbioldgicos foi
diferente daqueles que realizaram o tratamento (RAR).

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

Universidade Guarulhos.
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4.6.2 Administracéo de metronidazol e amoxicilina

Individuos do grupo teste foram submetidos ao procedimento de RAR e a
administragédo de 1,2 g/dia de metronidazol (400mg de 8/8 hs) combinado com 1,5
g/dia de amoxicilina (500mg de 8/8 horas) via oral por 14 dias, iniciada junto com a
RAR. Os individuos do grupo controle foram submetidos aos mesmos
procedimentos, porém receberam comprimidos de placebo (3x/dia, durante 14 dias).

Os antibitticos e os placebos foram manipulados especialmente para este
estudo em uma Farmacia de Manipulagdo na cidade de Guarulhos. Todas as
capsulas (medicacdo ou placebo) apresentaram a mesma coloragdo e tamanho, e
foram estocados em frascos plasticos leitosos, devidamente codificados. Quanto ao
controle da ingestdo da droga nos intervalos pré-determinados, os individuos foram
orientados a retornar na proxima semana a Clinica de Odontologia-UnG, trazendo o
frasco vazio. Além disso, também foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente

ou via telefone.

4.6.3 Administracéo de bochecho de clorexidina

Os bochechos (solugdo de digluconato de clorexidina 0,12%) foram
realizados 2 vezes ao dia com 15 ml da solugéo, 40 minutos apds a escovacédo. O
inicio do uso da clorexidina ocorreu juntamente com o inicio da RAR e prosseguiu
por 60 dias. As solugbes foram manipuladas especialmente para o estudo, na
farmécia de manipulacdo Pharmédica (S&o Paulo, SP, Brasil) e acondicionadas em
frascos de 210ml idénticos e codificados. Os individuos receberam 1 frasco por
semana contendo a solugdo de clorexidina. Apos o término do produto, os individuos
foram orientados a trazerem a Clinica de Odontologia da UnG o frasco vazio para a

retirada de um novo frasco, para controle da cooperacéo.

4.7 Andlise estatistica

O teste Qui-quadrado foi utilizado para comparar as diferengas na
frequéncia de género e analisar se a prevaléncia de Archaea diferiu entre os grupos
teste e controle no tempo inicial e 180 dias poés-terapia. A significancia das

diferencas dentro de individuos em cada grupo foi mensurada por meio do teste
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McNemar qui-quadrado. A porcentagem de sitios com placa visivel, sangramento
gengival, BOP e supuracdo, bem como as médias de PS, NCI e colonizagdo por
Archaea foram calculados para cada individuo e, em seguida, a média entre os
individuos nos dois grupos. A significancia das diferengas entre os dois grupos para
a idade e os pardmetros clinicos foi determinada por meio do teste U de Mann-
Whitney. O teste de Wilcoxon foi usado para detectar diferengas estatisticamente
significativas dentro de cada grupo entre os dois tempos experimentais. O nivel de

significancia foi estabelecido em 5%.
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5 RESULTADOS

Nao houve desisténcias durante o decurso do periodo experimental.
Todos o0s sujeitos retornaram para a avaliacdo de 180 dias pés-terapia. Assim, um
total de 30 individuos completaram o estudo, 15 no grupo controle e 15 no grupo

teste.

5.1 Resultados clinicos

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas demograficas e as médias dos
parametros clinicos para os dois grupos experimentais, no inicio do estudo e 180
dias pos-terapia. Ambos os grupos demsonstraram homogeneidade para idade e
distribuicho do género. N&o foram observadas diferengas estatisticamente
significativas entre os grupos para qualquer parametro clinico no inicio do estudo (p>
0,05). Todas as terapias levaram a uma diminuigéo estatisticamente significativa na
média de profundidade de sondagem, nivel clinico de inser¢éo, e no percentual de
sitios com placa visivel, sangramento gengival, sangramento a sondagem e
supuragdo. Aos 180 dias pds-terapia, a média de boca-toda para o parémetro
profundidade de sondagem foi significativamente menor no grupo teste em
comparagao ao grupo (p<0,05).

As alteragBes médias ocorridas entre o inicio do estudo e 180 dias pos-
terapia para as variaveis profundidade de sondagem e nivel clinico de insercdo
estdo apresentados na Tabela 3. A analise dos dados demonstrou que as reducdes
foram mais acentuadas no grupo que recebeu antibioticoterapia, tanto para

profundidade de sondagem como para nivel clinico de inser¢do (p<0,05).

5.2 Resultados microbiolégicos

Um total de 540 amostras de biofilme subgengivais foram analisadas (135
a partir de cada grupo experimental em cada tempo). A prevaléncia de individuos do
grupo teste positivos para Archaea no inicio do estudo e 180 dias pés-terapia, em
ambos os grupos, sdo apresentados na Tabela 4. Dezoito individuos estavam
colonizados por Archaea no inicio do estudo, sendo nove no grupo controle e nove

no grupo teste (p>0,05). Ambos os grupos de tratamento reduziram
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significativamente a prevaléncia de individuos colonizados por esta espécie em 180
dias poés-terapia (p<0,05). N&o houve diferencas significativas entre os grupos de
tratamento para a prevaléncia de individuos colonizados por Archaea no final do
estudo (p>0,05).

As percentagens médias de sitios colonizados por Archaea no inicio do
estudo e 180 dias poOs-terapia estdo apresentados na Tabela 5. N&o houve
diferencas significativas entre os grupos de tratamento nos tempos experimentais
(p>0,05). Ambas as terapias levaram a uma diminuigéo estatisticamente significativa

na média percentual de sitios colonizados por Archaea (p<0,05).
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Tabela 2. Caracteristicas demograficas e média (xDP) de boca-toda para os

parametros clinicos no inicio do estudo e 180 dias pOs-terapia, nos dois grupos

terapéuticos.
Grupos Terapéuticos
Variavel Tempo Controle (n=15) Teste (n=15)
RAR RAR+MTZ+AMX
Género (masc/fem) Inicio 4/11 6/9
Idade (anos) Inicio 27,6£3,5 26,8+3,9
PS (mm) Inicio 4,1+0,6% 4,3+0,7%
180 dias* 3,2+0,6° 2,7+0,5°
NCI (mm) Inicio 4,2+0,52 4,5+0,8°
180 dias 3,5+0,5"° 3,2+0,5°
% sitios com:
Placa visivel Inicio 62,7+22,4° 61,3+19,8%
180 dias 34,8+16,5° 34,3+15,0°
SG Inicio 23,7+20,4% 37,3+27,2%
180 dias 5,0+6,5° 3,8+0,4°
SS Inicio 63,8+21,3% 77,7+19,7°
180 dias 12,5+11,7° 12,2+13,0°
Supuragio Inicio 3,8+9,3° 1,8+3,8°
180 dias 0,240,1° 0+0°

Teste de Wilcoxon: diferengas estatisticas entre 0os tempos experimentais em cada
grupo (letras distintas indicam p<0,05).

Teste U de Mann-Whitney: diferencas estatisticas entre os grupos em cada tempo
experimental (* p<0,05).

DP: desvio-padrdo; RAR: raspagem e alisamento radicular; MTZ: metronidazol;
AMX: amoxicilina; PS: profundidade de sondagem; NCI: nivel clinico de inser¢éo;
SG: sangramento gengival; SS: sangramento a sondagem.
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Tabela 3. Média (+DP) de reducdo de boca-toda entre o inicio do estudo e 180 dias
pés-terapia, para os parametros profundidade de sondagem (PS) e nivel clinico de

insercéo (NCI), nos dois grupos terapéuticos.

Grupos Terapéuticos

Variavel Controle (n=15) Teste (n=15) valor de p *
RAR RAR+MTZ+AMX

PS (mm) 0,76 + 0,48 1,08 + 0,40 0,010

NCI (mm) 0,60 + 0,45 0,76 + 0,42 0,013

* Teste U de Mann-Whitney: diferengas estatisticas entre os grupos em cada tempo
experimental.

DP: desvio-padrdo; RAR: raspagem e alisamento radicular; MTZ: metronidazol;
AMX: amoxicilina.

Tabela 4. Frequéncia (%) de deteccdo de Archaea em individuos dos dois grupos

terapéuticos, no inicio do estudo e 180 dias pds-terapia.

Grupos Terapéuticos

Tempo Variavel Condicéo Controle * Teste * (;/:Igr*
ndmero (%) numero (%)
Inicio Deteccgéo de Negativa 6 (40%) 6 (40%)
Archaea Positiva 9 (60%) 9 (60%) NS
180 dias Detecgéo de Negativa 11 (73,3%) 12 (70%)
Archaea Positiva 4 (27,7%) 3 (30%) NS

As diferencas estatisticas das distribuicdes de frequéncias foram testadas por meio
do teste Qui-quadrado (* p>0,05, NS = néo significante, diferengas em cada tempo;
# p<0,05, diferencas em cada grupo).
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Tabela 5. Média da prevaléncia (%) de sitios colonizados por Archaea nos dois

grupos terapéuticos, no inicio do estudo e 180 dias p4s-terapia.

Grupos Terapéuticos

*
Tempo Controle (n=15) Teste (n=15) valor de p
RAR RAR+MTZ+AMX
Inicio 59,2 +18,4° 53,3 +22,5° NS
180 dias 22,6 +12,4° 19,3+ 10,5 NS

Teste de Wilcoxon: diferengas estatisticas entre 0os tempos experimentais em cada

grupo (letras distintas indicam p<0,05).

* Teste U de Mann-Whitney: diferengas estatisticas entre os grupos em cada tempo

experimental (p>0,05, NS = néo significante).
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6 DISCUSSAO

Estudos anteriores indicaram que o dominio Archaea é frequentemente
detectado em sitios com grande destruic&do periodontal, sugerindo sua relagdo com a
patogenia da periodontite (Belay et al., 1988; Kulik et al. 2001; Lepp et al., 2004;
Yamabe et al., 2008; Vianna et al., 2008; Li et al., 2009). Entretanto, microrganismos
do dominio Archaea néo foram ainda reconhecidos como verdadeiros patégenos de
doenca humana (Cavichiolli et al., 2003; Eckburg et al., 2003, Macario, 2008). Desta
forma, este estudo teve como objetivo contribuir com o conhecimento sobre o papel
de microrganismos do dominio Archaea no ecossistema subgengival, visando
estabelecer se a sua deteccdo seria influenciada apés a aplicagdo de duas
diferentes modalidades de terapia periodontal.

Em relag&o aos resultados no exame inicial, a freqiiéncia de deteccgéo de
Archaea em individuos com periodontite agressiva generalizada foi de 60% (Tabela
4). A alta frequéncia de Archaea coincide com os valores apresentados em estudos
prévios que utilizaram o mesmo par de iniciadores para o gene 16S rRNA de
Archaea, nos quais Archaea foi detectado em 77% dos individuos, com diferentes
tipos de doencga periodontal, incluindo periodontite crénica e agressiva (Kullik et al.
2001, Matarazzo et al. 2011, Faveri et al. 2011) e em 73,5% dos individuos com
periodontite cronica (Li et al., 2009). No entanto, a frequéncia de deteccédo de
Archaea por individuo apresentada aqui € consideravelmente maior do que em
estudos que empregaram outro par de iniciadores dominio-especifico, cujas
frequéncias de individuos positivos variaram de 22,4 a 36%, por PCR convencional e
quantitativo, respectivamente (Lepp et al. 2004; Yamabe et al. 2008). Utilizando
iniciadores para o gene mcrA, Vianna et al. (2008) relataram uma prevaléncia de
43,1% em individuos com sinais clinicos de destruicdo periodontal; frequéncia
intermediaria aos estudos que optaram por usar como alvo a subunidade menor do
RNA ribossémico.

Quando a analise da presenca de Archaea foi realizada por sitio, o gene
16S rRNA de Archaea foi detectado por PCR convencional em aproximadamente
50% dos sitios dos individuos com periodontite agressiva generalizada (Tabela 5).
Os dados de deteccdo por PCR convencional se assemelham aos dados

encontrados na literatura propostos por Matarazzo et al. (2011) que detectaram
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Archaea em 60% dos sitios dos individuos com periodontite agressiva generalizada.
Por outro lado, Yamabe et al. (2008) detectaram Archaea em apenas em 17,4% dos
sitios de 17 individuos com periodontite agressiva.

Aspectos metodolégicos, como numero de amostras analisadas por
individuo, podem dificultar a comparagcdo dos resultados entre os estudos. No
presente estudo Archaea foi detectada em amostras subgengivais de mais da
metade dos individuos dos grupos, em concordancia aos resultados por sitio. Outro
ponto a ser considerado sdo as possiveis diferengas na prevaléncia de Archaea
entre as diferentes populagdes. Diferencas no perfil de colonizagdo de
microrganismos periodontopatogénicos foram relatadas em amostras de biofilme
subgengival de individuos com periodontite crénica de diferentes regifes geogréaficas
(Haffajee et al., 2004; Haffajee et al., 2005). Da mesma maneira, as evidéncias
apontam diferencas na prevaléncia de microrganismos metanogénicos entre
populagBes. A andlise do nivel de metano no hélito permitiu mostrar que a proporcao
de metanogénicos entre a populagdo adulta nos Estados Unidos e na Gra-Bretanha
foi maior do que no Japé&o (Morii et al., 2003).

Independentemente da modalidade terapéutica, observou-se uma redugéo
significante na prevaléncia de individuos (Tabelas 4 e 5) e na prevaléncia de sitios
positivos para a presenca de Archaea aos 180 dias pOs-terapia. Ao inicio do estudo,
9/15 individuos de ambos os grupos Controle e Teste eram positivos para a
presenca de Archaea. Aos 180 dias pds-terapia, ambas as terapias apresentaram
uma reducdo no numero de individuos positivos para este microrganismo, sem
diferencas estatisticas entre eles. Os resultados obtidos sdo de dificil comparacéo,
uma vez que este é o primeiro estudo que analisou o perfil de colonizacdo deste
microrganismo antes e apos a terapia periodontal.

Em relacdo as terapias propostas, o tratamento das infeccbes
periodontais com associacdo de antibidticos sisttmicos permite efeitos
microbiolégicos mais favoraveis e, consequentemente, beneficios clinicos, devido a
capacidade dos antimicrobianos sistémicos em alcancar os patdégenos periodontais
localizados em sitios profundos através de sua presenca no fluido crevicular. A
presenca do antibidtico na saliva promove redugéo ou supressao dos patégenos em

outras areas da cavidade oral, como lingua e mucosas, diminuindo a possibilidade
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de re-infeccdo dos sitios periodontais tratados (Slots et al., 2004). Neste contexto,
em relacdo aos resultados clinicos, pode-se dizer que apesar das duas terapias ter
levado a uma reducgdo significativa nas médias de boca-toda em todos os
parametros clinicos aos 180 dias pos-terapia (Tabela 2), o grupo que associou
RAR+antibiéticos apresentou as maiores redu¢des médias em PS e NCI em relagéo
ao grupo controle (Winkel et al., 1997; Soder et al., 1990; Lépez et al., 2000; Feres
et al., 2001; Winkel et al., 2001; Rooney et al., 2002; Carvalho et al., 2004,
Dannewitz et al., 2007; Haffajee et al., 2007; Moeintaghavi et al., 2007; Matarazzo et
al., 2008; Cionca et al., 2009; Mestnik et al., 2010; Silva et al., 2011).

Apesar das evidéncias existentes na literatura sobre a participagdo de
Archaea na microbiota em humanos, ainda ndo séo conhecidos exemplos de
patégenos do terceiro dominio de vida. Pelos resultados apresentados, ainda néo
estd bem clara a contribuicdo de Archaea na patogénese da doenca periodontal em
humanos. Existe um consenso de que este dominio possui uma relacdo indireta com
as doencas infecciosas, favorecendo o crescimento de outros microrganismos, 0s
quais, por sua vez, estao diretamente envolvidos na patogénese (Lepp et al., 2004;
Vianna et al., 2006; Higuchi et al., 2009). Desta forma, € interessante estabelecer
ndo somente a presenca ou auséncia desses microrganismos ap0s a terapia
periodontal, mas também os diferentes niveis de metanogénicos e sua relagdo com
espécies periodontopatogénicas com o objetivo de sedimentar de forma mais

sustentavel o envolvimento ou ndo destas espécies com as doencas periodontais.
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7 CONCLUSAO

Apesar da associacdo do metronidazol+amoxicilina & RAR evidenciar os
melhores beneficios clinicos, as duas terapias testadas reduziram igualmente a
prevaléncia de Archaea, sendo que ndo foram observadas diferengas importantes

entre os grupos em 180 dias poOs-terapia.
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