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RESUMO

Ha evidencias de uma possivel relagdo entre Archaea e infecgdes orais,
incluindo periodontites; porém até o presente momento nenhum estudo
avaliou as alteracdes na prevaléncia e niveis de espécies de Archaea apos o
tratamento periodontal. O objetivo do presente estudo foi avaliar as
alteragdes na prevaléncia e nos niveis de microrganismos do dominio
Archaea presentes no ambiente subgengival de individuos com periodontite
cronica submetidos a terapia de raspagem e alisamento radicular (RAR)
isoladamente ou associada a antibioticos sistémicos. Sessenta individuos
com periodontite crénica generalizada foram aleatoriamente distribuidos em
trés grupos terapéuticos: Controle (n=20): RAR; Teste 1 (n=20): RAR +
metronidazol (400mg) 3x/dia por 14 dias (MTZ); Teste 2 (n=20): RAR+MTZ +
amxoxicilina (500mg) 3x/dia por 14 dias (AMX). Os seguintes parametros
clinicos foram avaliados: indice de placa, indice de sangramento gengival,
profundidade de sondagem (PS), nivel clinico de inser¢do, sangramento a
sondagem e supuracdo. Além disso, 6 amostras de biofilme subgengival
foram coletadas (3 com PS<3mm e 3 com PS>5mm) e analisadas por PCR
quantitativo usando iniciadores universais para o dominio Archaea. As
avaliagdes clinicas e microbiolégicas foram realizadas no inicio do estudo e
aos 180 dias poés-terapia. Os resultados demonstraram que todas as terapias
reduziram significativamente todos os parametros clinicos avaliados, mas
apos 180 dias os individuos dos grupos MTZ e MTZ+AMX apresentaram
maiores reducgdes de PS e ganho de insergao clinica quando comparados ao
grupo RAR (p<0,05). Todos o0s grupos terapéuticos reduziram
significativamente o numero de individuos colonizados por Archaea aos 180
dias pos-terapia (p<0,05). Os grupos MTZ e MTZ+AMX apresentaram uma
média significativamente menor de sitios colonizados e menores niveis
destes microrganismos em sitios com PS>5mm aos 180 dias, quando
comparados ao grupo RAR (p<0,05). Nado foram observadas diferengas
clinicas significativas em resposta ao tratamento periodontal em relagdo a
presenca ou auséncia da colonizacdo inicial de Archaea. Em concluséo, O
uso de MTZ e MTZ+AMX associado a RAR proporcionou maior redugcdo no
numero de sitios colonizados e nos niveis de Archaea em sitios com
PS>5mm quando comparado a RAR isoladamente. O perfil de colonizagao
de Archaea antes da terapia periodontal ndo influenciou as respostas clinicas
no tratamento de individuos com periodontite crénica.

Palavras-chaves: Archaea. 16S rRNA. Biodiversidade, biofilme subgengival,
periodontite crdnica, saude periodontal.



ABSTRACT

There is evidence of a possible relationship between Archaea and oral
infections, including periodontitis; however, to date no studies have evaluated
the changes in the prevalence and levels of Archaea after periodontal
treatment. The aim of this study was to evaluate changes in the prevalence
and levels of microorganisms of the domain Archaea present in the
subgingival biofilm of chronic periodontitis subjects treated with scaling and
root planing (SRP) alone or in association with systemic antibiotics. Sixty
subjects with chronic periodontitis were randomized into three treatment
groups: control (n = 20): RAR, Test 1 (n = 20): RAR + metronidazole (400mg)
3x/day for 14 days (MTZ), Test 2 (n = 20): RAR + MTZ + amoxicillin (500 mg)
3x/day for 14 days (AMX). The following clinical parameters were evaluated:
plaque index, gingival bleeding index, probing depth (PD), clinical attachment
level, bleeding on probing and suppuration. In addition, 6 subgingival biofilm
samples were collected (with PD<3 mm and 3 with PD>5mm) and analyzed
by quantitative PCR using universal primers for the Archaea domain. Clinical
and microbiological evaluations were performed at baseline and at 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 MTZ and MTZ+AMX groups had a greater mean PD
reduction and clinical attachment level compared with RAR (p<0.05). All
treatment groups significantly reduced the number of individuals colonized by
Archaea at 180 days post-therapy (p<0.05). The MTZ and MTZ + AMX group
had a significantly lower mean sites colonized by Archaea and lower levels of
these microorganisms at sites with PD>5 mm at 180 days compared to the
RAR group (p <0.05). No clinical significant differences were observed in
response to periodontal treatment in relation to the presence or absence of
initial colonization of Archaea. In conclusion, the use of MTZ and MTZ + AMX
associated with RAR provided the greatest reduction in the mean number of
sites colonized by Archaea and its levels in sites with PD>5mm compared to
SRP alone. The profile of colonization of Archaea before periodontal therapy
did not influence the clinical responses in the treatment of subjects with
chronic periodontitis.

KEY WORDS: Archaea, 16S rRNA, Biodiversity, Subgingival biofilm, chronic
periodontitis, periodontal
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1.INTRODUGCAO

A periodontite € uma doenca infecciosa que acomete as estruturas de protecao e
sustentacdo dos dentes, levando a perda de insercdo, de tecido O&sseo, e
eventualmente do elemento dentario. Observa-se uma progressao geralmente de
lenta a moderada, indolor, com destrui¢ao tecidual compativel com os fatores locais
presentes, e por uma maior prevaléncia em adultos (Armitage, 1999). A principal
caracteristica desta doenga € ser causada por microrganismos especificos que
colonizam os tecidos moles e duros da cavidade bucal e formam os biofilmes orais
(Socransky e Haffajee, 1994; Socransky at al., 1998; Socransky e Haffajee, 2005).

Estima-se que a cavidade bucal albergue aproximadamente 600-700 espécies
de bactérias (Paster et al., 2001; Sakamoto et al., 2005; Socransky e 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 associagdo entre
determinados microrganismos e as doengas periodontais é dificultada pela
necessidade de analise da microbiota como um todo, visto que estas doencas sao
provocadas por um desequilibrio da relagao intermicrobiana no sitio subgengival ou
da relagado entre a microbiota e o hospedeiro.

A microbiota do homem é formada por organismos dos dominios Archaea,
Bacteria e Eukarya (Boyer et al. 2010), porém poucos estudos analisaram o dominio
Archaea. Representantes do dominio Archaea foram recentemente associados a
periodontite crénica (Kulik et al., 2001; Lepp et al., 2004; Yamabe et al. 2008),
agressiva (Matarazzo et al, 2011) e as doencgas peri-implantares (Faveri et al. 2011).

Archaea sao microrganismos procariontes distintos de bactérias, com diferentes



11

propriedades metabdlicas, devido as caracteristicas de organizagdo do genoma,
expressado génica, composicao celular e filogenia (Woese et al., 1990). Apesar
deste dominio ter sido primeiramente isolado de ambientes com condi¢des
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 relagdes simbiontes. Na ultima década foi demonstrado que
Archaea sao capazes de colonizar e sobreviver em humanos em coexisténcia com a
microbiota enddgena (Cavicchioli et al. 2003; Eckburg et al. 2003, Faveri et al. 2011).
Apesar da presenca de Archaea na natureza e da intima associagdo com humanos,
nenhum organismo do dominio Archaea foi considerado patogénico até o presente
momento (Yamabe et al., 2008). No entanto, a proporgdo de Archaea em relagao
aos dominios Eucarya e Bacteria pode exercer algum papel patogénico, visto que o
potencial para formar relagdes simbioticas, mutualisticas ou patogénicas pode ser
direcionado pelas oportunidades criadas através de interagdes estaveis e altamente
densas (Cavicchioli et al., 2003; Eckburg et al., 2003) existente entre estes
microrganismos e o ambiente.

1.1. Microbiologia das periodontites

Certos microrganismos presentes nos biofilmes orais tém sido relacionados
com o inicio e progressao da periodontite (para revisédo, ver Socransky e Haffajee,
2005). Porém, a simples presenga dessas bactérias na cavidade bucal nao
determina que o individuo desenvolvera a doenga. O equilibrio ecoldgico entre a
microbiota bucal e o hospedeiro na maioria das vezes é benigno e nao oferece
riscos para as estruturas de suporte dos dentes. Ocasionalmente, um grupo de

bactérias pode proliferar ou exibir novas propriedades que levem a destruicdo do
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periodonto. Sendo assim, pode-se considerar que a doenga periodontal se
desenvolve a partir de um desequilibrio na interagdo entre hospedeiro e
microrganismos patogénicos que possuam o potencial de colonizar os biofilmes da
cavidade bucal (Socransky e Haffajee, 2005). O percentual de sitios colonizados por
esses patdgenos, os niveis dessas bactérias nos sitios colonizados, e a capacidade
do organismo em combater o0s microrganismos agressores sao condigdes
fundamentais para o aparecimento de sinais clinicos de perda de insergao
periodontal.

O carater infeccioso especifico das periodontites foi sugerido nas décadas de
1970 e 1980 (Listgarten e Helldén, 1978; Loesche, 1976; Loe et al., 1978,1986).
Porém, dificuldades em se cultivar varios patdogenos periodontais, principalmente as
espécies anaerdbias estritas, como as espiroquetas, atrasaram os estudos
microbiolégicos de maior porte em periodontia. A partir do final da década de 1980, o
desenvolvimento de técnicas imunoldgicas e de biologia molecular permitiu a
detecgao mais precisa das espécies bacterianas que compdem os biofilmes orais e
comegou-se entdo a estabelecer a relagao dos diferentes perfis microbianos com as
diversas formas de periodontite (Christersson et al., 1987; Socransky et al., 1988;
Socransky e Haffajee, 1994; Avila-Campos et al., 1999; Faveri et al., 2008, 2009). A
maior vantagem dessas técnicas é a possibilidade de deteccédo de espécies dificeis
de serem identificadas pelos métodos tradicionais de diagnostico microbioldgico,
como a cultura bacteriana. Esse seria o0 caso de espécies como a Tannerella
forsythia e as espiroquetas. Socransky et al. (1994) descreveram a técnica do
checkerboard DNA-DNA hybridization para diagnostico microbiologico, que utiliza
sondas de acido desoxirribonucléico (DNA) para identificagcdo bacteriana. Esse

mesmo grupo de pesquisadores utilizou essa técnica de diagndstico para avaliar as
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associacdes entre 40 espécies bacterianas presentes em 13.261 amostras de
biofime subgengival de 185 individuos (160 com periodontite e 25 saudaveis)
(Socransky et al., 1998). Os autores descreveram cinco complexos bacterianos
principais nas amostras de biofilme subgengival desses individuos. Um deles,
denominado complexo vermelho, € composto pelas espécies Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, e foi fortemente relacionado com
profundidade de sondagem (PS) e sangramento a sondagem (SS). Outro grupo,
denominado complexo laranja, que precede a colonizagdo pelo complexo vermelho,
foi dividido em dois subgrupos: um central, composto por Fusobacterium nucleatum,
Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e
Parvimonas micra; e outro grupo periférico, formado por Eubacterium nodatum,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracili e
Streptococcus constellatus. Os outros trés complexos, denominados amarelo, verde
e roxo demonstraram grande associagao entre si e menor associagdo com os dois
primeiros, e sdo compostos por diversas espécies consideradas compativeis com o
hospedeiro. O complexo verde €& formado por Capnocytophaga sputigena,
Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Eikenella corrodens e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans sorotipo a. O complexo amarelo é
composto por um grupo de estreptococos: Streptococcus mitis, Streptococcus
sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e Streptococcus intermedius;
e o complexo roxo inclui Actinomyces odontolyticus e Veillonella parvula. As
espécies de Selenomonas noxia e A. actinomycetencomitans sorotipo b nédo se
correlacionaram com outras espécies. Posteriormente, algumas espécies de
actinomicetos (Actinomyces gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces

naeslundii e Actinomyces oris) foram agrupadas e consideradas compativeis com o
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hospedeiro, relacionadas diretamente com estado de saude (Socransky e Haffajee,
2002).

Existe uma forte evidéncia na literatura do papel do complexo vermelho e de
algumas espécies do complexo laranja na etiologia e progressdo das doengas
periodontais. Esses microorganismos sdo encontrados com maior frequéncia e em
niveis mais elevados em doenca do que em saude periodontal. Esses dados estao
bem fundamentados na literatura por estudos que utilizaram PCR(Analise da cadeia
Polimerase),(Ashimoto et al., 1996; Klein & Gongalves, 2003), cultura (Haffajee &
Socransky, 1994), real-time PCR (Kuboniwa et al., 2004) sondas de DNA (Albandar
et al., 1997), técnicas imunoldgicas (Chaves et al., 2000; Di Murro et al., 1997; Gmur
e Thurnheer 2002; Yang et al., 2004) e Checkerboard DNA-DNA hybridization
(Socransky e Haffajee, 2005; Haffajee et al., 2005, Faveri et al. 2009). Alguns
desses estudos demonstram ainda que os microrganismos do complexo vermelho
estdo em niveis extremamente baixos em individuos periodontalmente saudaveis
(Ximenez-Fyvie et al., 2000; Li et al., 2004, Faveri et al. 2009). Uma outra
informacgéao interessante em individuos com periodontite, € que sitios rasos (<4mm)
e sem sangramento mostram uma quantidade substancialmente maior de patégenos
periodontais do que esses mesmos sitios rasos de individuos saudaveis (Socransky
& Haffajee, 2005). A melhora clinica periodontal esta diretamente relacionada a
diminuicdo das espécies dos complexos laranja e, principalmente, vermelho, e a
concomitante colonizacdo por espécies benéficas dos complexos amarelo, roxo,
verde e azul dos sitios tratados (Socransky et al., 2002). Por outro lado, a presenca
dessas espécies, ou a persisténcia delas apds a terapia aumentam o risco a futura
perda de insercdo (Hamlet et al., 2004; Haffajee et al., 1995; Haffajee et al., 1996;

Chaves et al., 2000)
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1.2. Dominio Archaea

Atualmente existe a percepgdo do 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 (Boyer et al. 2010). Assim, o conhecimento da
microbiota é essencial para o conhecimento do proprio homem. Grandes esforgos
foram e estdo sendo feitos, como o projeto internacional do microbioma humano,
visando analisar a microbiota do intestino na saude e doenga (Turnbaugh et al.,
2007, Devaraj et al. 2013). Outras superficies do corpo humano, particularmente as
superficies mucosas como a cavidade bucal, sdo também densamente colonizadas
e devem ser analisadas com maior magnitude.

Archaea é a designagao de um dos dominios de seres vivos, relacionados com
as bactérias. Trata-se de organismos procariotos, geralmente denominados
extremofilicos, ou seja, microrganismos que n&do apenas toleram, mas se
desenvolvem em ambientes normalmente considerados inapropriados para a vida,
tais como fontes de agua muito salina, pantanos (onde produzem metano),
ambientes ricos em gas sulfidrico e com altas ou baixas temperaturas (Boyer et al.
2010). Foram primeiramente isolados na década de 70 (McConnell et al. 1978) e sao
microrganismos semelhantes as bactérias em muitos aspectos da estrutura celular,
tais como auséncia de um nucleo celular diferenciado e algumas caracteristicas do
metabolismo, entretanto também apresentam algumas diferencas e por isso séo

considerados um outro dominio da vida.
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A Tabela 1 apresenta algumas diferengas existentes entre os dominios Bacteria,

Archaea e Eukarya (Wrede et al. 2012).

Tabela 1. Principais diferencas existentes entre os trés dominios da vida.

Caracteristicas

Bacteria

Archaea

Eukarya

Parede celular

Peptideoglicano

Pseudo-
peptideoglicano,
glicoproteinas e outros

Celulose em plantas,
quitina em fungos e
nenhuma em animais

Membrana nuclear Ausente Ausente Presente
Numero de 1 1 >1
Cromossomos
Mureina na parede Presente Ausente Ausente
celular
Lipideos da membrana Glicerideos ligados a Isoprendide; glicerol Glicerideos ligados a
celular éster, nédo diéter ou di-glicerol tetra  éster; ndo ramificados;
ramificados; éter poli-insaturados
saturado ou mono-
insaturado
Organelas Ausente Ausente Presente
(mitocondria)
Ribossomo 70S 70S 80S

Os microrganismos do dominio Archaea podem ser classificados em relagao

a sua fisiologia em: metanogénicos (anaerobios estritos que produzem metano),

haldfilos (aerdbios que vivem em meio com alta concentracdo de sal) e os

termoacidofilos (aerébios que vivem em meio acido) (Matarazzo et al. 2012). Além

disso, o dominio Archaea é composto por 4 filos, sendo o filo Euryarchaeota o mais

comumente encontrado nos seres humanos. Os ecossistemas humanos mais

estudados quanto a presenca de Archaea e a sua relagdo com doengas sao os do

trato intestinal (Scanlan et al., 2008; Dridi et al., 2009) e o ambiente subgengival

(Kulik et al., 2001; Lepp et al, 2004; Yamabe et al., 2008; Li et al., 2009; Vianna et

al., 2009, Faveri et al. 2011, Matarazzo et al. 2011, Matarazzo et al. 2012).
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1.3. Archaea e o ambiente subgengival

Em relacdo a presenca de Archaea e o0s seres humanos, estes
microrganismos 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,
Faveri et al. 2011) e vaginal (Belay et al., 1990, Eckburg et al., 2003), sendo as
espécies metanogénicas as mais comumente encontradas. O interesse nas
populagbes metanogénicas da cavidade bucal esta embasado na possivel
associagdo destes com a produgdo de metano (apresentam a propriedade de
consumir o hidrogénio e o diéxido de carbono, para a produ¢cdo de metano) e a
ocorréncia de halitose, doenga periodontal e infecgdo endodédntica (Kulik et al., 2001;
Robichaux et al., 2003; Lepp et al., 2004; Vianna et al., 2006; Vickerman et al., 2007;
Yamabe et al. 2008). Dentre as espécies metanogénicas, pertencentes ao filo
Euryarchaeota, os membros do género Methanobrevibacter sdo o0s mais
frequentemente encontrados na cavidade bucal, sendo o Methanobrevibacter oralis
a espécie de Archaea mais predominante neste ambiente (Kulik et al., 2001; Lepp et
al., 2004; Vianna et al., 2006; Vickerman et al., 2007; Yamabe et al. 2008).

Por meio da utilizagdo da técnica de PCR, a presenca de microrganismos do
dominio Archaea em amostras com infecgdo endoddntica foi investigada em 96
canais radiculares por Siqueira et al. (2005). Os autores selecionaram amostras de
canais radiculares tratados e n&o tratados de individuos com lesdo endodéntica
crénica ou com abscesso agudo. Desta forma, o dominio Bacteria foi investigado e
detectado em todas as amostras, entretanto o dominio Archaea n&o foi detectado
em nenhuma amostra. Todavia, contrariando estes resultados, estes

microrganismos foram detectados em sitios endodénticos por outros grupos de
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pesquisa (Vianna et al., 2006; Vickerman et al., 2007). Vinte dentes com
caracteristicas clinicas de necrose pulpar foram examinados para a presencga de
metanogénicos (Vianna et al., 2006). Ensaios de PCR quantitativo foram usados
para amplificar o gene mcrA que codifica a enzima envolvida na metanogénese
distinguindo os metanogénicos, e o gene 76S rRNA de Archaea. Cinco das 20
amostras apresentaram metanogénicos pertencentes ao género
Methanobrevibacter. A quantidade total de Archaea variou, e atingiu 2,5% da
populagao procarionte. Corroborando com estes resultados, a presenca de Archaea
relacionados ao género Methanobrevibacter em canais radiculares foi confirmada
por Vickerman et al. (2007) que detectaram estes microrganismos em 2 das 34
amostras analisadas.

Brusa et al. (1987) foram os primeiros a detectar a presenga de
microganismos metanogénicos no biofilme subgengival em seres humanos. Logo em
seguida, Belay et al. (1988 analisaram 54 amostras de 36 individuos, sendo que 20
amostras foram positivas para Archaea que haviam sido obtidas de 9 individuos com
alguma doencga periodontal. Apos a detecgdo destes microrganismos no ambiente
subgengival, estudos buscando estabelecer a relacdo destes microrganismos com
as infecgdes periodontais se deu inicio. Na periodontite crénica alguns estudos
observaram a presenga de Archaea em amostras de biofilme subgengival e
procuraram estabelecer uma relagc&o entre a presenga destes microrganismos com a
etiologia da infecgéo. Kulik et al. (2001) detectaram rRNA de Archaea em 77% das
amostras de biofilme subgengival coletada de pacientes com gengivite e
periodontite. Estes resultados foram corroborados por Li et al. (2009), que relataram
uma prevaléncia de 73,2% de Archaea no ambiente subgengival de individuos com

periodontite cronica. Lepp et al. (2004) avaliaram amostras de biofilme subgengival
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de pacientes saudaveis e com periodontite crénica e ndo foram detectados membros
do dominio Archaea em nenhuma das amostras dos individuos periodontalmente
saudaveis, entretanto 36% dos individuos com doencga periodontal albergavam estes
microrganismos. Li et al. (2008) analisaram amostras de biofilme subgengival de 23
individuos com periodontite agressiva, 29 com periodontite crénica, 35 com gengivite
e 38 individuos com saude periodontal, e os autores relataram uma prevaléncia de
65%, 72%, 26% e 0%, respectivamente. Recentemente, Matarazzo et al. (2012)
analisaram a prevaléncia e os niveis de microrganismos do dominio Archaea em
amostras de biofilme subgengival de 30 individuos com periodontite agressiva
generalizada e 30 individuos com saude periodontal. Quatro amostras de biofilme
subgengival dos individuos com periodontite agressiva (2 com profundidade de
sondagem < 3 mm e 2 com profundidade de sondagem = 5mm) e duas amostras de
biofilme subgengival dos individuos com saude periodontal foram analisados por
PCR quantitativo. Apenas um individuo com periodontite agressiva generalizada e
quatro individuos do grupo com saude periodontal foram negativos para Archaea
nos ensaios de PCR em tempo real. O nivel médio de Archaea nos individuos com
salde periodontal foi de 0,5 x 10* + 0,2 e nos individuos com periodontite agressiva
generalizada de 11,2 x 10* + 6,6 (p<0,05), com diferenca estatisticamente
significante entre os grupos. Ashok et al. (2013) ndo observaram diferengas
significativas na prevaléncia de Archaea entre individuos com saude periodontal e
periodontite crénica. Os autores relataram uma prevaléncia de Archaea em 29,4% e
11,8 % dentre 34 individuos com periodontite crdénica e 16 individuos com saude
periodontal, respectivamente. Todavia, quando os sitios foram categorizados em
sitios rasos [profundidade de sondagem (PS) <3mm] ou sitios profundos (PS>5mm),

os autores observaram um aumento significativo no aumento da prevaléncia destes
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microrganismos nos sitios profundos (47,1% versus 12,5%). Bringuier et al. (2013)
também ndo observaram diferengas significativas em relagdo a prevaléncia de M.
oralis entre individuos com saude periodontal quando comparados a individuos com
periodontite cronica. Encontravam-se colonizados por este microrganismo 3 dos 10
com saude periodontal e 12 dos 22 individuos e periodontite cronica,
respectivamente. Entretanto, os autores relataram uma correlagdo entre a
quantidade de M. oralis e a severidade da doenca periodontal. Desta forma, a
conclusdo destes estudos sugerem que microrganismos do dominio Archaea,
especialmente o Methanobrevibacter oralis, podem estar implicados na etiologia das
doencas periodontais.

Sugere-se que Archaea sejam necessarias e fundamentais em certos nichos
anaerobicos para manter um equilibrio bioquimico desejavel no microambiente
(Vianna et al., 2006). Por exemplo, a auséncia relativa de oxidantes de metano
comparado com o numero de bactérias redutoras de sulfato na microbiota intestinal
humana com o resultante aumento de sulfeto de hidrogénio poderia contribuir para o
desenvolvimento de doenca(como os estudos mostraram?) (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 doengas representam um processo dindmico no
qual varias espécies microbianas dominam em diferentes fases da infeccdo devido
as mudancas na disponibilidade nutricional, nivel de oxigénio e pH local, os estudos
sugerem que os Archaea metanogénicos indiretamente poderiam promover a
doenga pelo consumo de hidrogénio, assim permitindo a proliferagdo de

fermentadores secundarios para niveis superiores ao limite possivel na sua auséncia
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(Lepp et al., 2004; Scanlan et al., 2008). Assim, embora microrganismos do dominio
Archaea tenham sido detectados em amostras de biofilme subgengival de individuos
com periodontite (Kulik et al., 2001; Lepp et al., 2004; Yamabe et al., 2008) e tenha
sido demonstrada resposta de anticorpos contra M. oralis em individuos com
periodontite (Yamabe et al., 2008), os estudos ainda s&o contraditérios quanto a
associagao entre este dominio e o desenvolvimento da doenga periodontal (Kulik et
al., 2001; Lepp et al., 2004; Yamabe et al., 2008) e a influencia dos niveis destes

microrganismos em varias condigdes periodontais deve ser ainda melhor estudado.

1.4. Archaea e o tratamento periodontal

Varios sdo os critérios que devem ser seguidos para realmente vincular
determinados microrganismos com a etiologia e progressdo de determinada
infeccdo. Os postulados de Kock (1882) e os postulados de Evans (1976)
fundamentam varios destes critérios. Dentre alguns destes critérios, um refere-se
que “a eliminagdo ou modificagdo da prevaléncia do agente infectante deve diminuir
a incidéncia e a progressdo da doenga”. Neste interim, poucos foram os estudos
que observaram as alteragcdes nos niveis e prevaléncia de Archaea frente a terapia
periodontal. Lepp et al. (2004) descreveu a redugdo da proporgdo de Archaea no
ambiente subgengival de 6 individuos com periodontite crénica submetidos a terapia
de raspagem e alisamento radicular aos 18 meses pds-tratamento. Recentemente,
Lira et al. (2013) realizou um estudo clinico no qual avaliou a alteracédo na
prevaléncia de Archaea em 30 individuos com periodontite agressiva generalizada
submetidos a terapia de raspagem e alisamento radicular isoladamente ou

associada ao uso sistémico de metronidazol e amoxicilina. Os autores observaram
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uma redugdo significativa no numero de individuos e sitios colonizados por este
dominio aos 6 meses pos-terapia, entretanto sem diferengas significativas entre os
grupos terapéuticos. Os autores concluiram que a RAR isoladamente ou associada
ao uso de metronidazol e amoxicilina apresentaram resultados similares na reducao
da prevaléncia de Archaea no ambiente subgengival de individuos com periodontite
agressiva generalizada. Além disso, sugerem que mais estudos, avaliando as
alteragdes nos niveis destes microrganismos devem ser realizados para uma melhor

compreensao do verdadeiro papel deste Dominio na etiologia das periodontites.
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2. PROPOSICAO

Avaliar as alteragbes na prevaléncia e nos niveis de microrganismos do
dominio Archaea presentes no ambiente subgengival de individuos com periodontite
cronica submetidos a terapia de raspagem e alisamento radicular isoladamente ou

associada a antibidticos sistémicos.
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2. MATERIAL E METODOS

3.1. Selegao da populagao

Apds a apreciacido e aprovacdo do projeto pelo Comité de Etica em Pesquisa
da Universidade Guarulhos, amostras de biofilme subgengival de 60 individuos
portadores de periodontite crénica foram analisados. Todos os participantes foram
informados sobre os objetivos do estudo, seus riscos e beneficios, incluindo os tipos
de medigdes clinicas e forma de coleta de amostras. Os individuos que concordaram
em participar do estudo assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido,
responderam a um questionario de saude/anamnese e quando necessario
receberam a terapia periodontal gratuitamente, estando de acordo com as diretrizes

e normas do Conselho Nacional de Saude (Resolugdo n° 466/12).

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

3.2.1.Periodontite crénica (PC)

Os individuos foram selecionados segundo alguns critérios propostos pela
Academia Americana de Periodontia (AAP) (Armitage, 1999):
- Idade superior ou igual a 35 anos;
- Possuir no minimo 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares;
- Minimo de 6 dentes com pelo menos 1 sitio interproximal apresentando PS e
nivel clinico de inser¢cdo (NCI) > 5mm em dentes n&o contiguos.
- Minimo de 30% dos sitios periodontais apresentando PS e NCI > 4mm e
sangramento a sondagem

3.2.2.Critérios de exclusao
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- Fumantes e ex-fumantes ha menos de 5 anos.

- Gestantes ou lactantes;

- Historico de tratamento periodontal prévio;

- Histdrico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;

- Uso prolongado de medicagéo anti-inflamatoria;

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

- Doenca sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro ou
exigisse medicagao profilatica ao tratamento, como protese de valvulas cardiacas;

- Relato de alergia ao MTZ e/ou a penicilina.

3.3. Delineamento do estudo

Os individuos selecionados para participar deste estudo duplo-cego,
randomizado e placebo controlado foram aleatoriamente distribuidos, por meio de
uma tabela de numeros equiprovaveis em 3 grupos terapéuticos. Cada grupo
apresentou 20 individuos, sendo um grupo controle e dois grupos testes. Os

individuos foram distribuidos nos seguintes tratamentos:

3.3.1.Controle (C): Raspagem e alisamento radicular associado ao metronidazol

placebo e amoxicilina placebo;

3.3.2.Teste 1: Raspagem e alisamento radicular associado ao metronidazol (400mg,

3x/dia durante 14 dias) e amoxicilina placebo;
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3.3.4.Teste 2: Raspagem e alisamento radicular associado a amoxicilina (500mg,

3x/dia durante 14 dias) e metronidazol (400mg, 3xdia durante 14 dias).

Inicialmente, todos o0s pacientes receberam monitoramento clinico e
microbioldgico, de acordo com o protocolo especificado nas duas sessdes seguintes,
seguido de raspagem supragengival (RSP) de todos os dentes e instrugdo de
higiene oral. Todos os voluntarios foram orientados a utilizar o mesmo dentifricio
contendo triclosan/gantrez (Colgate Total, Anakol Ind. Com. Ltda- Kolynos do Brasil
- Colgate Palmolive Co, Sdo Bernardo do Campo, SP, Brazil). A terapia basica de
raspagem (RAR) foi realizada de 4 a 6 sessdes e finalizada, no maximo, em 14 dias.
Os pacientes foram orientados a iniciar o uso da antibioticoterapia e/ou placebo ao
mesmo tempo do inicio da terapia de raspagem, seguindo este tratamento por 14
dias. Os pacientes foram monitorados clinica e microbiologicamente no inicio do
estudo e 180 dias pos-terapia.

Devido a caracteristica duplo-cego do estudo os profissionais responsaveis
pelo tratamento e os individuos participantes nao tinham conhecimento sobre a
terapia periodontal recebida. Além disto, o profissional que realizara os exames
clinicos e microbiolégicos ndo foi o mesmo que realizou os procedimentos

terapéuticos.

3.4. Avaliagao clinica

O exame clinico-periodontal foi efetuado no inicio do estudo com o

objetivo de realizar o diagndstico periodontal. Dois examinadores/terapeutas

(G.M.S.S e J.AV.M.) participaram de um exercicio de calibragdo com o objetivo de
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conseguir a maxima reprodutibilidade nas medigdes realizadas por cada um deles e
entre eles, e o erro médio padrdo para os parametros clinicos (profundidade de
sondagem e nivel clinico de insergdo) foi calculado. A variabilidade inter-examinador
foi 0,23 mm para PS e 0,25 mm para NCI. A média de variabilidade intra-examinador
foi 0,19 mm para PS e 0,24 mm para NCI para o examinador 1 (G.M.S.S) e 0,21mm
para PS e 0,26 mm para NCI para o segundo examinador (J.A.V.M.). Para as
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 avaliagcbes clinicas e o outro examinador realizava
todo o tratamento.

As mensuragoes clinicas foram realizadas no inicio do estudo, e aos 180
dias pos-terapia para os grupos submetidos a terapia periodontal. Foram
examinados 6 sitios por dente (mesiovestibular, vestibular, distovestibular,
mesiolingual, lingual, distolingual), em todos os dentes presentes (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:

* indice de Placa Visivel - (IPV) (AINAMO e BAY, 1975): presencga
(escore 1) ou auséncia (escore 0) de placa supragengival visivel;

* indice de Sangramento Gengival - (ISG) (AINAMO e 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;

* Profundidade de Sondagem - (PS): distancia, em milimetros, entre a

margem gengival livre e a por¢ao mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal;
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* Nivel Clinico de Inser¢cdo - (NCI): distdncia, em milimetros, entre a
juncdo cemento-esmalte e a por¢do mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal;

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

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

milimetrada.

3.5. Procedimentos terapéuticos

3.5.1. Terapia periodontal basica

Apds o exame clinico e coleta de placa dentaria subgengival para analise
microbioldgica, os individuos foram submetidos a RSP da boca toda e instru¢des de
higiene oral (IHO). Em seguida, receberam 4 a 6 sessbes de RAR com curetas
Gracey, numeros 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hu-Friedy, Chicago, EUA), sob anestesia
local com BioPressin® - cloridrato de prilocaina a 3%, felipressina 0,03UI (Unidades
Internacionais), (Dentsply Ind. e Com. Ltda, Petropolis, RJ, Brasil). Estas sessbes de
RAR tiveram uma duragdo de aproximadamente 1 hora e foram realizadas em 14
dias. O tratamento periodontal recebido foi gratuito. As outras necessidades de
tratamento odontologico, quando observadas, foram encaminhadas as demais

disciplinas da Clinica de Graduagao da Universidade Guarulhos.
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3.5.2. Administragao de metronidazol e amoxicilina sistémicos

Voluntarios dos grupos testes (MTZ e MTZ+AMX) receberam RAR e
administragdo de 1,2 g/dia de MTZ (400mg de 8/8 horas) somente, ou combinado
com 1,5 g/dia de AMX (500mg de 8/8 horas) via oral por 14 dias, iniciada em
conjunto com a terapia periodontal basica. Os voluntarios dos grupos controle e dos
grupos das terapias que utilizaram placebo de uma das drogas ou de ambas,
receberam comprimidos de placebo e foram orientados a seguir o mesmo regime
dos voluntarios que receberam as substancias ativas. O antibiético e o placebo
foram manipulados especialmente para este estudo na Farmacia de Manipulagao
Pharmédica (Sao Paulo, SP, Brasil). Todas as capsulas (medicagdo ou placebo)
apresentaram a mesma coloragcdo e tamanho, e foram estocados em frascos
plasticos leitosos com 21 unidades, devidamente codificados. Quanto ao controle da
ingestdo da droga nos intervalos pré-determinados, os voluntarios foram orientados
a retornar na semana seguinte a clinica de Odontologia-UnG, trazendo o frasco
vazio para depois receber outro frasco contendo a mesma medicag¢ao. Além disso,
também foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente ou via telefone, por um

aluno de iniciacao cientifica.

3.5.3. Selecoes dos sitios testes

Foram selecionados 6 amostras de biofilme subgengival de cada individuo,
distribuidos uniformemente de acordo com a PS inicial nas seguintes categorias de
bolsa (3 sitios por categoria): rasas (PS< 3mm) e profundas (PS= 5mm). Estes sitios

estavam localizados nas faces dentais interproximais nao-contiguas, e
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preferencialmente distribuidos entre os 4 quadrantes. Sitios localizados em dentes
com proteses mal adaptadas, lesdo de carie extensa e/ou lesdo endo-periodontal
nao foram utilizados. Amostras de biofilme subgengival foram coletadas no inicio e

180 dias pos-terapia.

3.5.4. Coleta das amostras de biofilme subgengival

Apos a remocdo da placa supragengival a coleta de amostras de biofilme
subgengival foi realizada com curetas Gracey do tipo mini-five (HuFriedy, USA),
posicionadas na por¢ao mais apical dos sitios selecionados. As amostras foram
depositadas em tubos plasticos individuais (eppendorf) contendo 100 ul de solugdo
TE (10 mM Tris-HCI, 0,1mM EDTA, pH 7,6). O tubo foi imediatamente armazenado
para posterior extracdo de DNA e analise por PCR quantitativo. Estes tubos foram

identificados e armazenados & -80°C até o seu processamento.

3.6. Analise quantitativa de microrganismos dos dominios Archaea:

3.6.1.Extracao de DNA:

O DNA das amostras foi extraido utilizado o kit Epicentre Masterpure DNA &
RNA Purification (Epicentre, Madison, WI, USA) de acordo com as instru¢des do
fabricante. O tubo contendo a amostra foi retirado do freezer -80°C e mantido em
gelo por 10 minutos para descongelamento. O tubo foi agitado no vortex por 1
minuto e a solugédo foi transferida para um novo tubo. Para a lise do material
coletado, adicionou-se 1,0uL de solugdo de proteinase K (50ug/pL) aos 100uL da

solucdo de TE da amostra, e posteriormente incubado a 65°C, por 15 minutos. As
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amostras foram mantidas em gelo por 5 minutos, foi adicionado 175uL do reagente
para precipitacdo de proteinas MCP, centrifugacdo por 10 minutos a 12°C. O
sobrenadante foi transferido para um novo tubo onde foi adicionado 500 pL de
isopropanol, os tubos foram agitados por 2 minutos e apds isso ocorreu nova
centrifugagdo por 10 minutos a 4°C. O isopropanol foi descartado e os pellets
(precipitados de DNA) foram lavados duas vezes com etanol 70%. Os pellets foram

secos por 10 minutos e apds ressuspensos em 25 uL TE e armazenado a -80°C.

3.7. Analise quantitativa de microrganismos dos dominios Archaea

A prevaléncia e a quantificacdo de Archaea nas amostras de biofilme
subgengival foram estimadas em ensaios de PCR em tempo real. Amostras de
biofilme gengival obtidas de 3 sitios profundos (PS = 5mm) e 3 sitios rasos (PS <
3mm) por individuo no inicio do estudo e aos 180 dias pés-terapia foram

selecionadas para esta analise.

3.7.1. Quantificagao do Dominio Archaea

3.7.1.1.0btencao da curva padrao:

Para obtencdo da curva padrao, utilizada como parametro na quantificacdo das
amostras, foram utilizadas diluigdes sucessivas da concentragcao de DNA da espécie

de Archaea Halobacterium (http.//www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/13516).

A quantificagdo da concentragcdo de DNA presente nos controles foi baseada no

tamanho do genoma da espécie e o peso médio de um par de nucleotideos (Dolezel
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et al. 2003). Assim sendo, a solu¢gdo de DNA gndmico da espécie Halobacterium foi
diluida obtendo-se aproximadamente 10" células/uL, a partir da qual foram
realizadas diluigdes em série, variando de 10" a 10° células, e estas utilizadas como
DNA molde em PCR em tempo real para a montagem da curva padréo, que foi

realizada em triplicata.

3.7.1.2.Condic¢ées Gerais para PCR quantitativo:

As reagbes de PCR quantitativo (QPCR) foram realizadas com o sistema
LightCycler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany), utilizando o Kkit
FastStart DNA Master SYBR Green | (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,
Germany). Todas as reagdes foram processadas utilizando os iniciadores universais
para Archaea, 931f (5-AGGAATTGGCGGGGGAGCA-3') e m1100r (5™-
BGGGTCTCGCTCGTTRCC), cuja sensibilidade e especificidade foram
demonstradas por Einen et al. (2008) e resultam em um produto de 195 pb. Para a
reacao de amplificagao foi utilizando 0,5 uM de cada iniciador (Einen et al. 2008), 50-
75 ng de DNA molde por amostra para um volume final de 20 ulL por reagdo. As
condigcbes das reagdes foram determinadas seguindo o protocolo sugerido pelo
fabricante, sendo uma pré-incubacgao a 95 °C por 10 min, 40 ciclos de desnaturagao
a 95 °C por 10s, anelamento a 60 °C por 8s e extensdo a 72 °C por 7s. Para cada
uma das analises, agua foi utilizada como controle negativo e DNA molde (10°
copias do gene 16S rRNA) de Archaea como controle positivo para a curva padrao.
O produto das reagdes foi quantificado utilizando o programa do préprio fabricante
(LightCycler Quantification Software - Roche Diagnostics GmbH, Mannheim,

Germany). Todas as amostras foram analisadas em duplicata. Apos a reacao foi
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realizada a curva de dissociacdo para verificar a especificidade dos amplicons
conforme as normas sugeridas pelo fabricante do sistema LightCycler (Roche

Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany).

3.8 Analise estatistica

3.8.1. Analise Clinica

A média das medidas clinicas de PS e NCI, assim como a média da
porcentagem de sitios apresentando placa visivel, sangramento gengival,
sangramento a sondagem e supuragao, PS> 5mm foram computados para cada
individuo e, posteriormente, dentro de cada grupo. As diferengas dentro de cada
grupo, entre os tempos experimentais foram avaliadas utilizando o teste t de Student
para amostras pareadas. Analise de varidncia ANCOVA ajustado para os dados do
inicio do estudo foi utilizado para examinar diferengas entre os 2 grupos terapéuticos
aos 180 dias pos-terapia.

A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.

3.8.2. Analise Microbiolégica:

Diferengas significantes entre a prevaléncia de individuos colonizados ou ndo
por Archaea no inicio do estudo e aos 180 dias pds-terapia foram analisada pelo
teste Qui-quadrado. O percentual de sitios colonizados por Archaea foi computado
para cada sitio e depois calculada as médias entre os sitios para cada individuo e

entdo entre os individuos de um mesmo grupo terapéutico em cada tempo
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experimental. Os niveis médios de Archaea foram expressos como Log10 da
contagem x10°> em cada sitio, posteriormente foram calculadas as médias de cada
individuo e entdo entre os individuos dentro de cada grupo nos diferentes tempos
experimentais. Diferengas significantes no percentual de sitios colonizados e nos
niveis médios de Archaea em ambos os tempos experimentais foram analisadas
pelo teste de variancia ANCOVA ajustado para os dados do inicio do estudo.
Diferencas significantes entre o inicio do estudo e 180 dias pds-terapia foram
avaliadas pelo teste t-Student para amostras pareadas. A significancia estatistica

sera estabelecida em 5%.
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4. RESULTADOS

4.1. Resultados clinicos

A Tabela 2 apresenta as caracteristicas demograficas e os parametros clinicos para
os 3 grupos terapéuticos, no inicio do estudo e aos 180 dias pds-terapia. Um
individuo do grupo MTZ+AMX faltou na consulta de avaliacédo de 180 dias e desta
forma foi excluido das analises clinicas e microbiologicas. Nenhum dos parametros
diferiu significativamente entre os dois grupos no inicio do estudo. Aos 180 dias pos-
terapia, embora as melhoras clinicas tenham ocorrido para todos os grupos
terapéuticos, observa-se que o grupo que utilizou MTZ ou a combinagdo de
MTZ+AMX apresentou melhoras clinicas mais evidentes que o grupo que recebeu
apensa a RAR. Ambos os grupos MTZ e MTZ + AMX apresentaram uma média
de PS estatisticamente significante inferior ao grupo que recebeu apenas RAR
(p<0,001), entretanto sem diferengas significativas entre eles.

A tabela 3 apresenta o numero de sitios com profundidade de sondagem =
5mm no inicio do estudo e aos 180 dias apds o inicio da terapia, bem como a
alteracdo no numero destes sitios entre os tempos experimentais. A média de sitios
residuais aos 180 dias foi de 15,8 £ 13,2 para o grupo de RAR, 7.0 + 6.8 para o
grupo que recebeu apenas o MTZ e de 5.1 £ 5.0 para o grupo que recebeu terapias
combinadas (RAR+MTZ+AMX) (p<0,05). Ambos os grupos teste, MTZ e MTZ+AMX
apresentaram uma redugdo significativa no numero de sitios residuais quando

comparados ao grupo controle, entretanto sem diferengas significativas entre eles.



Tabela 2. Média (+ DP) dos parametros clinicos, no exame inicial e 180 dias pds terapia

para os individuos nos 3 grupos terapéuticos.

Grupos de tratamento

Variaveis Tempo RAR RAR+MTZ RAR+MTZ+AMX ANCOVA p-
n=20 n=20 n=19 valor
ldade Inicio 453 + 8,7 46,1+ 8,4 46,8 + 8,7
Género* Inicio 02+0,4 02+0,4 0,3+0,4 0.714
PS Inicio 3,7+0,52 36+0,4°2 3,8+0,4°2
180 dias 3,0+0,5>* 26+0,3°8 26+0,2%8 0.001
NCI Inicio 43+0,72 4,0+0,72 43+0,6°
180 dias 3,7 +0,8° 32+0,6° 34+0,6° 0.068
% de sitios com
P Inicio 81,2+13,9% 818+144°? 78,6 +152°
180 dias 40,8 +27,8° 323+221° 39,2 +27,4° 0.560
IG Inicio  37,1+258% 376+214°% 40,2 + 28,22
180 dias 18,4 +214° 146 +189° 16,1 £ 19,9° 0.836
SS Inicio  72,0+214% 76,0+13,9° 72,5+ 16,7°
180 dias 25,8 +28,9° 21,3+282° 21,7 +30,8° 0.868
Sup Inicio 0,9+3,2° 0,3+0,6° 42+73°
180 dias  0,2+0,5° 03+1,1° 0+0° 0.489

As diferengas significantes entre o inicio e 180 dias pos-terapia foram testadas pelo teste t-Student para
amostras pareadas (letras maiusculas indicam as diferengas existentes entre os tempos experimentais
p<0,05). As diferengas estatisticas entre os grupos nos tempos experimentais foram testadas pela analise de
varidncia ANCOVA (ajustado para os dados do inicio do estudo). Diferengas na distribuicdo do género entre
os grupos foi testada pelo teste Qui-quadrado (*)

RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; PS, profundidade de sondagem;
NCI, nivel clinico de insergao; IP, indice de placa; IG, indice gengival; SS, sangramento a sondagem; Sup,
supuragao; DP, desvio padrao.
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Tabela 3. Média tDP do numero de sitios com PS > 5mm no exame inicial e 180
dias apos a terapia.

Grupos de tratamento

Varidveis Tempo RAR RAR+MTZ RAR+MTZ+AMX  ANCOVA
n=20 n=20 n=19 p-value
Inicio 38.0+14.92 37.7+17.1°2 39.3+16.0°
PD>5mm 180 dias 158 +13.2%" 7.0+6.8°8 51+50"8 0.001
A 0-180dias  22.2+12.8" 30.7+152°B 34.2+13.88 0.029

As diferencgas significantes entre o inicio e 180 dias pds-terapia foram testadas pelo teste t-Student para amostras
pareadas (letras maiusculas indicam as diferengas existentes entre os tempos experimentais p<0,05). As
diferengas estatisticas entre os grupos nos tempos experimentais foram testadas pela andlise de variancia
ANCOVA (ajustado para os dados do inicio do estudo).

RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; PS, profundidade de sondagem;
DP, desvio padrao.

A tabela 4 apresenta para os 3 grupos experimentais a média de redugdes
ocorridas entre a consulta inicial e 180 dias pés-terapia, nas médias dos parametros
de profundidade de sondagem e nivel clinico de inser¢do, para a avaliagdo de boca
toda, bem como para os sitios inicialmente moderados (PS 4-6mm) e profundos
(PS=z 7mm). Todas as terapias proporcionaram redugdes nas médias dos
parametros avaliados, entretanto os grupos que receberam antibioticoterapia
sisttmica MTZ ou MTZ+AMX apresentaram redug¢des superiores em todas as
avaliacbes quando comparados ao grupo que recebeu apenas RAR (p<0,05),

entretanto sem diferengas significantes entre eles (p>0,05).
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Tabela 4. Média das reducgbes de profundidade de sondagem e nivel clinico de
insercao ocorridas entre a consulta inicial e 3 meses pos terapia nos dados da
avaliagcado de boca toda, bem como de sitios inicialmente moderados (PS 4-6mm)
e profundos (PS >7mm) nos 2 grupos terapéuticos.

Grupos terapéuticos

ANCOVA
Variavel RAR RAR+MTZ  RAR+MTZ+AMX
n=20 n=20 n=19 p-value
Boca PS (mm)  0.65+0.27" 1.02+0.46°%  1.23+0.40° 0.00010
toda NCI (mm) 0.59 +0.30" 0.85+0.46°  0.97+0.40° 0.01379

PS (mm)  1.16 +0.420" 1.713+0.53® 1.815+0.48° 0.00016
4-6mm  NCI(mm) 1.046+0.43" 1.46%0.527% 1.44+0.359° 0.00629

PS (mm) 2.85%1.23% 3.64+0.81°8 3.92+0.488 0.00205
>7mm NCI (mm) 2.14+1.22% 2.90+0.81°8 3.25+0.578 0.00193

As diferengas estatisticas entre os grupos nos tempos experimentais foram testadas pela analise de variancia
ANCOVA (ajustado para os dados do inicio do estudo). RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ,
metronidazol; AMX, amoxicilina; PS, profundidade de sondagem; DP, desvio padréo..

4.2. Resultados microbiolégicos

Os resultados obtidos nas avaliagbes microbiologicas, bem como na interagao

entre os parametros clinicos e a presenga de Archaea estao

representados nas Tabelas 5 a 8. O numero de individuos colonizados ou néo
colonizados pelo dominio Archaea nos grupos experimentais no inicio do estudo e
aos 180 dias estdo apresentados na Tabela 5. Trinta e nove individuos (66,1%),
sendo 14 (70%) individuos do grupo RAR, 12 (60%) individuos do grupo MTZ e 13
(68,5%) individuos do grupo MTZ+AMX, eram colonizados pelo dominio Archaea,
entretanto sem diferengas significativas entre os grupos (p=0,3440). Nao foram
observadas diferengas significativas entre os grupos na prevaléncia de individuos

colonizados por estes microrganismos aos 180 dias pés-terapia (p=0,4494). Todos
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0s grupos terapéuticos reduziram de forma significativa o numero de individuos

colonizados por Archaea ao longo do periodo experimental (p<0,05).

Tabela 5. Numero de individuos colonizados ou ndo colonizados pelo dominio
Archaea no inicio do estudo e aos 180 dias pos-terapia nos 3 grupos experimentais.

Grupos de tratamento

Variavel Tempo RAR RAR+MTZ RAR+MTZ+AMX Qui-
n=20 n=20 n=19 quadrado
p valor
Inicio Positivo 14 12 13 0,3440
Archaea Negativo 6 8 6
180 Positivo 7 5 5 0,4494
dias
Negativo 13 15 14

Diferencas na distribuicdo de sitios positivos e negativos entre os grupos foi testada pelo teste Qui-quadrado
(*)-RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; PS, profundidade de
sondagem; DP, desvio padréo.

A tabela 6 apresenta o percentual médio de sitios colonizados pelo dominio
Archaea no inicio do estudo e aos 180 dias pds-terapia nos 3 grupos experimentais.
Dentre os individuos colonizados por estes microrganismos, o numero de sitios
colonizados por individuo variou de 6 (100%) a 1 (16,6%). De forma geral, 39,5%
(2,3 sitios) dos sitios analisados eram colonizados por Archaea. Nao houve
diferencgas significantes entre os grupos para o percentual de sitios colonizados no
inicio do estudo. Todos os grupos experimentais reduziram de forma significativa o
percentual de sitios colonizados aos 180 dias pds-terapia, sendo que os grupos MTZ
e MTZ+AMX apresentaram uma média estatisticamente significativa inferior ao
grupo RAR (p<0,05).

O nivel médio de Archaea (Log10) no inicio do estudo e aos 180 dias poés-
terapia nas amostras de biofilme subgengival nas 6 amostras coletadas e bem como
nos sitios categorizados em rasos (PS<3mm) e profundos (PS=5mm) nos 3 grupos
experimentais estdo representados na Tabela 7. O numero médio de Archaea
encontrado nos individuos (média das 6 amostras) no inicio do estudo variou de
0,01X10° a 2,5X10°% com uma média de 8,9X10° células por individuo. N&o foram
observadas diferengas significantes para os niveis médios de Archaea no inicio do
estudo na analise para todos os sitios, bem como nos sitios rasos e profundos. Os

niveis de Archaea foram reduzidos significativamente aos 180 dias poOs-terapia para
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os 3 grupos terapéuticos em todas as analises apresentadas sem diferengas
significativas entre os grupos terapéuticos, com excegdo de uma redugdo mais
profunda nos grupos MTZ e MTZ+AMX nos sitios com PS25mm (p<0,05).

Tabela 6. Média da % (£DP ) de sitios colonizados pelo dominio Archaea no inicio
do estudo e aos 180 dias pos-terapia nos 3 grupos experimentais

Grupos de tratamento

Variavel Tempo RAR RAR+MTZ  RAR+MTZ+AMX ANCOVA
n=20 n=20 n=19 p-valor
Archaea Inicio 425+ 31.7° 36.2+31.7° 39.9+28.3°
180 dias 28.3+32.0>* 112+16.1>® 123+134"B 0,0307

As diferencas significantes entre o inicio e 180 dias pods-terapia foram testadas pelo teste t-Student para
amostras pareadas (letras maiusculas indicam as diferengas existentes entre os tempos experimentais p<0,05).
As diferengas estatisticas entre os grupos nos tempos experimentais foram testadas pela analise de variancia
ANCOVA (ajustado para os dados do inicio do estudo).

RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; PS, profundidade de sondagem;

DP, desvio padrao.

Tabela 7. Média dos niveis (Log70) de Archaea (xDP) no inicio do estudo e aos 180 dias
pos-terapia nos 3 grupos experimentais para a avaliagao de todos os sitios coletados, bem

como para os sitios com PS<3mm e PS>5mm.

Grupos de tratamento

Variavel Tempo RAR RAR+MTZ RAR+MTZ+AMX ANCOVA
n=20 n=20 n=19 p-Valor

Todos os sitios  Inicio 0.32+0.31° 0.27 £0.29° 0.30+0.24°

180 dias 0.13+0.23° 0.06 + 0.10° 0.03+0.08° 0.1246
PS<3mm Inicio 0.29 + 0.40° 0.21+0.26° 0.17 £ 0.262

180 dias 0.06 +0.12° 0.01+£0.04° 0.02+0.04° 0.4902
PS>5mm Inicio 0.33+0.42° 0.31 +0.48° 0.45 + 0.362

180 dias 0.20+0.37>B  0.07+0.15"8 0.03+0.07>%  0.0420

As diferengas significantes entre o inicio e 180 dias pos-terapia foram testadas pelo teste t-Student para amostras
pareadas (letras maiusculas indicam as diferencas existentes entre os tempos experimentais p<0,05). As diferengas
estatisticas entre os grupos nos tempos experimentais foram testadas pela analise de varidancia ANCOVA (ajustado para

os dados do inicio do estudo).

RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; PS, profundidade de sondagem; DP,

desvio padrao.



Tabela 8. Média das redugbes de profundidade de sondagem e nivel clinico de
insergcdo ocorridas entre a consulta inicial e 180 dias pds-terapia nos dados da
avaliacdo de boca toda, bem como de sitios inicialmente moderados (PS 4-6mm) e
profundos (PS >7mm) em individuos colonizados ou nao colonizados pelo dominio

Archaea no inicio do estudo.

Colonizado por Archaea

Variavel Tempo Positivo Negativo ANCOVA
n=40 n=19 p-Valor
Boca toda PS 0.90+0.33 0.99 +0.50 0.47580
NCI 0.78+0.34 0.81 +0.45 0.83240
PS 4-6mm PS 1.51 £0.39 1.57+£0.62 0.70890
NCI 1.37+0.34 1.28 £+ 0.53 0.54668
PS>7mm PS 3.42+0.76 3.45+1.12 0.91078
NCI 2.99+0.84 2.61+1.10 0.20084

As diferencas estatisticas entre os grupos foram testadas pela analise de varidncia ANCOVA (ajustado

para os dados do inicio do estudo).

RAR, raspagem e alisamento radicular; MTZ, metronidazol; AMX, amoxicilina; PS, profundidade de

sondagem; DP, desvio padrao.
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Com o objetivo de verificar a influéncia do dominio Archaea na resposta

clinica periodontal, os individuos foram categorizados conforme a presenca deste

microrganismos, independentemente do grupo terapéutico. Assim sendo, foram

analisados 40 individuos colonizados por Archaea em relacdo a 19 individuos que

eram negativos para a presenga deste dominio no inicio do estudo. Desta forma, as

analises das alteracdes clinicas nos dados de boca toda, bem como nos dados de

sitios inicialmente intermediarios e profundos foram repetidas (Tabela 8). Observa-

se que o fato do individuo ser colonizado por Archaea néao influenciou a resposta

clinica dos individuos, visto que ndo foram observados diferengas significativas para

nenhuma das analises realizadas.
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5. DISCUSSAO

Até o presente momento, microrganismos do dominio Archaea nao foram ainda
reconhecidos como verdadeiros patdgenos de doengas humanas, incluindo
infecgbes na cavidade bucal (Cavichiolli et al., 2003; Eckburg et al., 2003, Conway
De Macario e Macario, 2008, Matarazzo et al. 2012). Desta forma, este estudo teve
como objetivo contribuir para o conhecimento sobre o papel de microrganismos do
dominio Archaea no ecossistema subgengival, visando estabelecer qual o
comportamento da prevaléncia e dos niveis destes microrganismos frente a
diferentes modalidades de terapias periodontais em individuos com periodontite
cronica.

Os dados do presente estudo mostraram que as associacdo de MTZ ou
MTZ+AMX levaram a efeitos benéficos superiores aos resultados clinicos quando
comparados aos obtidos somente com a RAR. Apesar de que todas as terapias
utilizadas no presente estudo levaram a uma melhora clinica aos 180 dias poés-
terapia, os dois grupos que receberam antibioticos sistémicos apresentaram uma
maior redugcdo de PS e ganho de insergcao clinica, bem como menor numero de
sitios residuais com PS>5mm aos final do periodo experimental. Esses dados estéao
de acordo com estudos anteriores que também associaram esses antibiéticos no
tratamento da periodontite crénica (Carvalho et al. 2005, Socransky et al. 2013).

Os individuos do presente estudo apresentavam-se altamente colonizados
por microrganismos do dominio Archaea, sem diferengcas estatisticas entre os
grupos terapéuticos (p>0,05). Estes microrganismos foram detectados 66,1% (39
individuos) dos individuos com periodontite crénica. Aléem disso, aproximadamente
40% dos sitios analisados apresentaram a presenca destes microrganismos. Os
presentes resultados corroboram com estudos prévios que investigaram a
prevaléncia de Archaea no ambiente subgengival em diferentes populagdes (Brusa
et al. 1987, Belay et al. 1988, Brusa et al. 1993, Ferrari et al. 1994, kulik et al. 2001,
Robichaux et al. 2003a, 2003b, Lepp et al. 2004, Yamabe et al. 2008, Vianna et al.
2008, Li et al. 2009, Vianna et al. 2009, Faveri et al. 2011, Matarazzo et al. 2011,
Horz et al. 2012, Mansfield et al. 2012, Lira et al. 2013). Em uma revisao da literatura
sobre a influéncia dos microrganismos Archaea no ambiente subgengival, Nguyen-

Hieu et al. (2012) relataram que a prevaléncia de Archaea em individuos com



43

periodontite apresentava uma variagao de aproximadamente 22% a 96%, com uma
meédia de prevaléncia em torno de 41%. Assim sendo, observamos uma maior
prevaléncia de Archaea em nossa populacdo quando comparados a prevaléncia
reportada em outras regides geograficas. Lepp et al. (2004) e Yamabe et al. (2008)
estudaram a prevaléncia de Archaea em uma populagdo americana e japonesa, por
meio de PCR convencional e PCR quantitativo, respectivamente. Os autores
relataram que 22,4% da populagdo americana e 36% da populagdo japonesa,
ambas com periodontite cronica, eram colonizados por Archaea. Utilizando
iniciadores para o gene mcrA, Vianna et al. (2008) relataram uma prevaléncia de
43,1% dos individuos de origem alema com sinais clinicos de destrui¢do periodontal.
Aspectos metodolégicos, como numero de amostras analisadas por individuo e
meétodos de analises podem justificar tais diferengcas. Outro ponto que deve ser
considerado sado as diferengas geograficas das populagdes estudadas. Diferengas
na presenga de microrganismos periodontopatogenicos foram relatadas em
amostras de biofilme gengival de individuos com periodontite crénica de diferentes
regides geograficas (Haffajee et al., 2004; Haffajee et al., 2005). Da mesma maneira,
as evidéncias apontam diferengas na prevaléncia de microrganismos metanogénicos
entre populacdes. A analise do nivel de metano no halito permitiu mostrar que a
propor¢cao de metanogénicos entre a populagdo adulta nos Estados Unidos e na
Gra-Bretanha foi maior do que no Japéo (Morii et al., 2003).

Independentemente da modalidade terapéutica empregada no tratamento,
observou-se uma reducgao significante na prevaléncia de individuos, nos niveis de
contagem e na prevaléncia de sitios positivos para a presencga de Archaea aos 180
dias (Tabela 5, 6 e 7). Ao inicio do estudo, 14, 12 e 13 individuos eram colonizados
por estes microrganismo nos grupos RAR, MTZ e MTZ+AMX, respectivamente. Aos
180 dias, os 3 grupos terapéuticos conseguiram reduzir em aproximadamente 50% o
numero de individuos colonizados, entretanto sem diferengas estatisticas entre eles.
Estes resultados corroboram com um estudo prévio que observou uma redugao
significativa no numero de individuos colonizados apds a terapia periodontal em
individuos com periodontite agressiva generalizada tratados por meio de RAR ou
RAR+MTZ+AMX (Lira et al. 2013). Entretanto, observou-se que aos 180 dias, os
individuos dos grupos que receberam a antibioticoterapia sistémica apresentaram
um menor percentual de sitios colonizados, bem como menores niveis de contagem

em sitios com PS inicial >5mm quando comparados aos individuos que receberam
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apenas RAR (Tabela 6 e 7). Os resultados obtidos s&o de dificil comparagdo uma
vez que este é o primeiro estudo clinico que analisou as alteracdes nos niveis
destes microrganismos antes e apos diferentes modalidades de terapia periodontal.
Todavia, a reducéo da populacdo de Archaea apresentada no presente estudo esta
de acordo Lepp et al. (2004), no qual selecionaram 77 amostras provenientes de 6
individuos com periodontite aos 12-18 meses apds a RAR. Os autores observaram
uma redugado na proporgao de cépias do gene 16S rRNA de Archaea frente ao total
de microrganismos procariotas de 12,3 % para 0,0056%. Entretanto, uma redugao
mais profunda foi observada nos grupos que receberam MTZ e MTZ+AMX quando
comparados ao grupo RAR. Esta redu¢cdo mais acentuada no percentual de sitios
colonizados e nos niveis de Archaea provocada pela associagcdo de terapias
corrobora com estudos prévios que observaram beneficios microbiol6gicos quando
estes antibidticos sistémicos foram associados a RAR (Carvalho et al. 2005, Mestnik
et al. 2010, Silva et al. 2011, Mestnik et al. 2012, Socransky et al. 2013).

Archaeas sao caracterizados por sua resisténcia de amplo espectro a
diferentes antibidticos/antimicrobianos, mesmo em concentragcdes superiores a 100
mg/L (Dridi et al. 2011). Dridi et al. (2011) demonstrou que M. oralis era resistente a
varios antibidticos, principalmente a ampicilina, estreptomicina, gentamicina,
rifampicina, ofloxacina, tetraciclina e vancomicina. Os autores relatam que as
diferenca na composicdo da parede celular entre Archaea e Bactéria € o principal
fator deste amplo espectro de resisténcia encontrados nesses microrganismos, visto
que estes antibidticos atuam preferencialmente nesta estrutura celular. Entretanto,
Archaea sao susceptiveis ao uso de MTZ visto que o mecanismo de acdo do MTZ
consiste na inibicdo da sintese de acido desoxirribonucléico e na degradagao do
DNA (Mestnik et al. 2010, Silva et al. 2011, Mestnik et al. 2012, Socransky et al.
2013). Desta forma, o uso de MTZ em ambos os grupos que receberam antibiéticos
sistémicos justifica a auséncia de diferencas estatisticas entre eles aos 180 dias
pos-terapia.

Com o objetivo de verificar se o perfil de colonizagdo de Archaea poderia
interferir na resposta clinica frente o tratamento periodontal, os individuos foram
categorizados, independentemente de sua modalidade terapéutica, em dois
subgrupos conforme sua presenga no ambiente subgengival (Tabela 8). Observou-
se que a redugao de PS e o ganho de insergao clinica n&o foi influenciado pelo perfil

de colonizagdo de Archaea. Os dados do presente estudo estdo de acordo com
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estudos prévios que nao observaram diferengas nas respostas clinicas ao
tratamento de individuos colonizados ou ndo por importantes periodontopatégenos
antes do inicio do tratamento (Flemming et al. 1998, Mombelli et al. 2013). Mombelli
et al. (2013) selecionaram 41 individuos com periodontite cronica colonizados por A.
actinomycetemcomitans e 41 individuos que n&o se apresentavam colonizados por
este microrganismo no inicio do estudo. Todos os individuos receberam
RAR+MTZ+AMX e os autores nao relataram diferencas clinicas frente a este
tratamento para ambos os grupos. Os autores concluem que o fato dos individuos
serem positivos ou n&o para o A. actinomycemcomitans nao influenciou os efeitos
benéficos do uso dos antibidticos.

Apesar das evidencias existentes na literatura sobre a participacdo de
Archaea na microbiota em humanos, ainda ndao sao conhecidos exemplos de
patégenos deste terceiro dominio da vida. Pelos resultados apresentados, ainda n&o
estd bem clara a contribuicdo destes microrganismos na patogénese das doencas
periodontais, entretanto observamos que os dois grupos terapéuticos que
apresentaram melhores resultados clinicos, MTZ e MTZ+AMX, também reduziram
de forma mais profunda o percentual de sitios colonizados, bem como os niveis de
Archaea em sitios profundos. Desta forma, existe um consenso de que este dominio,
uma vez que nenhum mecanismo de viruléncia direta foi encontrado, possui uma
relagédo indireta com as doencgas infecciosas, favorecendo o crescimento de outros
microrganismos, 0s quais, por sua vez, estdo diretamente envolvidos na patogénese
(Lepp et al. 2004, Vianna et al. 2006, Higuchi et al. 2009). Assim sendo, sugere-se
que esta reducdo mais acentuada de Archaea nos individuos que receberam
antibioticos sistémicos possa ter sido influenciada pela agcédo direta dos agentes
antimicrobianos ou entdo pela alteracdo mais profunda de toda a comunidade
microbiana e que por consequéncia influenciou o perfil de colonizacdo de Archaea.
Entretanto, estas hipoteses precisam ser ainda estudadas. Desta forma, é
interessante estabelecer a relagdo da alteragdo de importantes periodontopatégenos
em conjunto com os microrganismos do dominio Archaea com o objetivo de
sedimentar de forma mais sustentavel o envolvimento ou ndo destas espécies com

as doencas periodontais.
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6 .CONCLUSAO

O uso de MTZ e MTZ+AMX associado a RAR proporcionou maior redugcéo no
numero de sitios colonizados e nos niveis de Archaea em sitios com PS>5mm
gquando comparado a RAR isoladamente. O perfil de colonizacdo de Archaea antes
da terapia periodontal ndo influenciou as respostas clinicas no tratamento de

individuos com periodontite crénica.
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