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RESUMO

Objetivo: comparar os efeitos clinicos e microbiolégicos do uso de metronidazol
(MTZ) e amoxicilina (AMX) como adjuvantes para o tratamento de periodontite
cronica em pacientes diabéticos e nao-diabéticos. Material e métodos: Vinte e nove
individuos diabéticos tipo 2 e 29 individuos ndo diabéticos com PQ generalizada
receberam SRP com MTZ (400 mg / trés vezes ao dia) + AMX (500mg / TID) durante
14 dias. As amostras de biofilme subgingival foram analisadas por checkerboard
DNA- DNA hybridization para 40 espécies bacterianas. O monitoramento clinico e
microbiolégico foi realizado no inicio do estudo, 3, 6 e 12 meses pods-terapia.
Resultados: todos os parametros periodontais e a proporcédo do complexo vermelho
melhoraram para ambos 0s grupos até 1 ano apos a terapéutica (p <0,05). O grupo
de diabéticos apresentou menor ganho de insercao clinica desde o inicio do estudo
até 1 ano apdés a terapéutica e maiores proporcbes médias dos complexos
vermelhos e laranja em 1 ano do que os ndo diabéticos (p <0,05). As reducdes
médias dos sitios com profundidade de sondagem (PS) =2 5mm e = 6mm entre a
avaliacao inicial e 1 ano nao diferiram significativamente entre os grupos (p> 0,05).
Além disso, 68,9% e 75,9% dos nao diabéticos e diabéticos, respectivamente,
atingiram o desfecho clinico para tratamento (<4 locais com DP = 5 mm) apés 1 ano
de pébs-terapia (p> 0,05). Conclusdo: Os individuos diabéticos de tipo 2
apresentaram tendéncia para uma pior resposta em termos de ganho de insercao
clinica e perfil microbiano, mas atingiram o desfecho clinico pés-tratamento de 1
ano, comparavel aos nao-diabéticos.

Palavras-chave: periodontite crénica; diabetes mellitus; raspagem e alisamento

radicular; amoxicilina, metronidazol



ABSTRACT

Aim: To compare the clinical and microbiological effects of the use of metronidazole
(MTZ) and amoxicillin (AMX) as adjuncts to scaling and root planing (SRP) for the
treatment of chronic periodontitis (ChP) in diabetic and non-diabetic subjects.
Material and Methods: Twenty-nine type 2 diabetic subjects and 29 non-diabetic
subjects with generalized ChP received SRP with MTZ [400 mg/thrice a day
(TID)][+AMX (500mg/TID) for 14 days. Subgingival biofilm samples were analyzed by
checkerboard DNA-DNA hybridization for 40 bacterial species. Clinical and
microbiological monitoring was performed at baseline, 3, 6 and 12 months post-
therapy. Results: All periodontal parameters and the proportion of the red complex
improved for both groups up to 1l-year post-therapy (p<0.05). The diabetic group
presented lower clinical attachment (CA) gain from baseline to 1-year post-therapy
and higher mean proportions of the red and orange complexes at 1 year than the
non-diabetic group (p<0.05). The mean reductions of sites with probing depth (PD) =
5mm and = 6mm between the baseline and 1-year evaluation did not differ
significantly between groups (p>0.05). Furthermore, 68.9% and 75.9% of non-
diabetic and diabetics subjects, respectively, reached the clinical endpoint for
treatment (<4 sites with PD =5 mm) at 1-year post-therapy (p>0.05). Conclusions:
Type 2 diabetic subjects presented a trend toward a worse response in terms of CA
gain and microbial profile, but reached the clinical endpoint for treatment at 1-year

post-therapy comparable to the non-diabetic ones.

Key-words: chronic periodontitis; diabetes mellitus; root planing; dental scaling;

amoxicillin, metronidazole
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1. INTRODUCAO

Os objetivos do tratamento da doenca periodontal s&o reduzir a infecgao,
resolver a inflamacgéo e criar uma condicao clinica que seja compativel com a saude
periodontal. A periodontite, inicialmente, € tratada de uma forma néo cirdrgica. A
terapia periodontal ndo cirdrgica consiste em raspagem e alisamento radicular
(RAR), combinada com instru¢des de higiene oral. Normalmente, isso resulta em
ganho de insercdo clinica e recessdo da margem gengival devido a resolucdo da
inflamacdo. Mas, mesmo que o efeito esperado seja alcancado, algumas bolsas
residuais permanecem depois da terapia (LANG E TONETTI, 2003).

A terapia periodontal tradicional envolve a eliminagdo de
periodontopatdégenos por debridamento mecéanico (RAR) e procedimentos cirdrgicos
em conjunto com o controle adequado do biofilme dental. A eficacia da RAR como
parte do tratamento ndo cirargico da periodontite ja foi estabelecida (HAN et al.,
2012).

No entanto, a RAR pode falhar na redu¢éo ou eliminacédo da infec¢cdo na
base da bolsa periodontal, em areas de dificil acesso, tais como a de bifurcacéo,
onde sdo inacessiveis para instrumentos periodontais (RABBANI et al.,1981).

A busca por alternativas terapéuticas € uma constante e nesse contexto,
a literatura mostra que os antibibticos sisttmicos em combinacdo com a terapia
periodontal ndo cirdrgica podem melhorar os resultados clinicos (MOMBELLI et al.,
2000, KEESTRA et., 2015).

Em 2002, baseado em uma revisdo sistematica, Herrera concluiu que em
situacdes clinicas especificas, tais como pacientes com bolsas profundas, pacientes
com doenga ativa ou pacientes com perfis microbioldgicos especificos, o uso de
antibioticos sistémicos em combinacdo com a terapia periodontal ndo cirdrgica pode
ser clinicamente relevante.

Diferentes regimes de antibidticos sistémicos ja foram testados até o
momento por varios pesquisadores (FERES et al., 2001; BONITO et al., 2005,
MESTNIK et al., 2010; SAMPAIO et al., 2011; SILVA et al., 2011; MESTNIK et al.,
2012; HERRERA et al., 2012; FERES et al., 2012; SOARES et al., 2014). Os mais

comuns sdo as penicilinas (amoxicilina, cefuroximaxetil), tetraciclinas (doxiciclina,
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minociclina, tetraciclina), macrolideos (azitromicina, flurithromicina, espiramicina,
clindamicina), quinolonas (moxifloxacina, ciprofloxacina) e nitroimidazol
(metronidazol, ornidazol).

O uso racional de antibidticos sistémicos em combinagdo com a terapia
periodontal ndo cirdrgica é para suprimir as bactérias patogénicas e criar um biofilme
composto principalmente por microrganismos associados a saude periodontal. Se o
uso de antibidticos sistémicos for considerado, o clinico precisa decidir em que ponto
do tratamento e para quais individuos serdo utilizados, levando-se em conta a
adesdo do paciente, os efeitos adversos e a possivel resisténcia bacteriana
(HAFAJEE et al., 2003).

1.1. Etiologia e Patogenia da Doenga Periodontal

Todas as formas de doencas periodontais sdo altamente prevalentes e
podem afetar mais de 90% da populagédo em todo o mundo (PIHLSTROM, 2005).

Tendo como etiologia primaria, o biofilme microbiano aderido a superficie
dental, a doenca periodontal € uma infeccdo bacteriana que acomete os tecidos de
suporte dos dentes, promovendo uma inflamacao cronica local, destruicdo do tecido
conjuntivo e 0sso alveolar e, eventualmente, a perda do dente (ARMITAGE, 1999).

E definida como uma doenca sitio-especifica, que evolui continuamente
com periodos de exacerbacdo e de remissdo, resultando de uma resposta
inflamatoria e imune do hospedeiro a presenca de bactérias especificas e seus
subprodutos. As manifestacbes clinicas da doenca sdo dependentes das
propriedades agressoras dos microrganismos e da capacidade do hospedeiro em
resistir a agresséo (LINDHE et al.,2003).

Embora o mais importante mecanismo de defesa resida na resposta
inflamatdria que se manifesta inicialmente como gengivite, variagbes no processo
inflamatorio e o potencial de viruléncia das bactérias podem ser a causa principal
das diferencas encontradas na susceptibilidade a doenca periodontal. O processo
inflamatoério desencadeado pode culminar com a instalacdo de uma periodontite.

Define-se como gengivite a inflamag&o superficial da gengiva, ou seja,
dos tecidos de protecdo do periodonto. Apesar da presenca de alteracdes
patolégicas, o epitélio de unido se mantém unido ao dente, ndo havendo perda de
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insercdo periodontal. E uma situacéo reversivel, caso sejam removidos os fatores
etiologicos. Contudo, a gengivite representa um papel precursor na perda de
insercdo ao redor dos dentes se os fatores etioldgicos ndo forem eliminados
(LINDHE et al., 2003).

A persisténcia dos biofilmes microbianos, em intima proximidade aos
tecidos periodontais, possibilita continuo estimulo antigénico, tornando a resposta
inflamatodria inicialmente aguda, com predominio de alteracbes exsudativas e
degradacdo de colageno, em lesdo cronica. Esta ultima € caracterizada pela
formacdo de bolsa periodontal, além de continua destruicdo do colageno, ativacéo
de fibroblastos e fagécitos, acumulo de células polimorfonucleares e mononucleares,
predominantemente linfoplasmocitarias, e reabsorgcdo 0ssea alveolar, caracterizando
a periodontite que pode ser definida como uma doenca tipicamente crbnica e
continuamente progressiva (LISTGARTEN, 2000).

O perfil microbiolégico difere entre os pacientes saudaveis e aqueles com
periodontite. O biofilme de individuos saudaveis apresenta grupo de microrganismos
compativeis com o hospedeiro, que estdo mais associados a saude periodontal,
enquanto que os individuos com periodontite apresentam uma microbiota na qual
prevalecem espécies patogénicas que sao responsaveis pelo inicio e a progressao
da perda de insercdo periodontal. Algumas bactérias conseguem alterar o
ecossistema subgengival, favorecendo a colonizacdo de outros microrganismos
mais virulentos, levando ao estabelecimento de um biofilme cada vez mais complexo
(SOCRANSCKY & HAFFAJE, 1994), caracterizado por uma microbiota
principalmente gram-negativa anaerdbia e de espiroquetas, que constituem as
principais bactérias periodontopatogénicas, como Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter (Actinobacillus) actinomycetemcomitans, Tannerella forsythia.
(SOCRANSKY et al.,1998).

As caracteristicas clinicas da periodontite incluem edema, recessédo
gengival, sangramento a sondagem, aumento da mobilidade dentaria e presenga de
bolsa periodontal, enquanto as caracteristicas histopatoldgicas incluem localizagcéao
do epitélio juncional em posi¢éo apical a jungdo cemento esmalte, perda de fibras de
colageno subjacente ao epitélio da bolsa e um denso infiltrado inflamatério com
neutrafilos, linfocitos e macréfagos (PIHLSTROM, 2005).
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Com os adventos das técnicas de biologia molecular e imunologia, foi
possivel determinar algumas espécies bacterianas diretamente envolvidas nas
doencas periodontais. Um estudo classico, realizado por Socransky et al., 1998,
propds um agrupamento das espécies bacterianas periodontais em cinco complexos
microbianos distintos, dos quais trés deles (roxo, amarelo e verde) sao formados por
espécies relacionadas a saude periodontal. Os dois complexos sucessores a esses
que se instalam inicialmente sdo compostos por espécies bacterianas associadas as
doencas periodontais, sendo eles, o complexo laranja e vermelho. As espécies
Fusobacterium nucleatum ssp., Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Parvimonas micra, Eubacterium nodatum, Campylobacter
rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis e Streptococcus constellatus
formam o complexo laranja. O complexo vermelho por sua vez, abrange as
principais bactérias periodontopatogénicas, sendo elas Porphyromonas gingivalis,
Tannerella forsythia e Treponema denticola. O Aggregatibacter
actinomycetemcomitans € uma espécie bacteriana gram-negativa anaerdbia que nao
esta relacionado a nenhum desses complexos. No entanto, sua alta viruléncia e
patogenicidade nas periodontites, principalmente na forma agressiva, foi observada
em diversos estudos fazendo do mesmo um importante integrante da etiologia das
doencas periodontais (CORTELLI et al 2005).

Os mecanismos patogénicos da periodontite estdo associados a citocinas
pro-inflamatérias e outros mediadores que modulam a destruicdo dos tecidos
gengivais, o ligamento periodontal e a reabsorcdo do osso alveolar, sendo que a
gravidade da doenca € determinada parcialmente pela resposta imunoinflamatoria
do hospedeiro frente ao patdogeno (PAGE, 1998).

Dessa forma, habitos e fatores sistémicos capazes de interferir e/ou
modular os mecanismos imunoinflamatérios celulares e moleculares sédo capazes de
impactar negativamente no estabelecimento e progressao das periodontites (CHOI
et al., 2011).

Sendo assim, foi estabelecido por meio de estudos transversais e
longitudinais que o tabagismo e a diabetes mellitus (DM), séo fatores de risco para
progressao das periodontites, capazes de aumentar sua prevaléncia e severidade
(LINDEN et al.,1994; GROSSI et al., 1994; FIRATLI et al., 1996; HEITZ-MAYFIELD,
2005; VOUROS et al., 2009; GENCO et al., 2013).
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1.2. Diabetes Mellitus como fator de risco para as periodontites

O DM é reconhecido como fator de risco para as doencas periodontais,
capaz de influenciar negativamente o curso das mesmas (DUARTE et al., 2007,
2011; SANTOS et al., 2010; RIBEIRO et al., 2011).

De acordo com a Federacéo Internacional do Diabetes (IDF), atualmente
o DM afeta 382 milhdes de pessoas no mundo e apresenta uma estimativa de
aumentar em prevaléncia para 592 milhées em 2035. Essa doenca consiste em um
grupo de alteracbes metabdlicas caracterizadas pela hiperglicemia resultante na
falha de secrecdo ou acéo da insulina, sendo divididas em trés tipos principais: tipo
1, anteriormente denominado insulino dependente, tipo 2, anteriormente
denominado néo insulino dependente, e gestacional, que ocorre durante o periodo
da gravidez.

O DM tipo 1 esté relacionado a destruicdo auto-imune das células
pancreaticas, perda praticamente total da secrecdo de insulina e, geralmente
acomete individuos jovens. Na qual, existe a necessidade de reposi¢cédo de insulina
diariamente. No DM tipo 2, por sua vez, ocorre a deficiéncia na utilizacdo da insulina,
seja pela quantidade insuficiente secretada no organismo, pela inibicdo de sua acéao,
ou por ambas, atingindo individuos com idades mais avancadas. Pode ser
controlado por meio de dieta, hipoglicemiantes e/ou insulina exégena (American
Diabetes Association-ADA, 2013).

Podem ocorrer diversas alteragbes macrovasculares e microvasculares e
complicagbes no reparo tecidual, como consequéncias diretas do DM tipo 2
(TSOURDI et al.,, 2013). Dentre as alteragdes macrovasculares se destacam a
ateriosclerose, gangrena dos membros inferiores e acidentes cerebrovasculares. Em
relacdo as alteracbes microvasculares, além de retinopatias, neuropatias e
nefropatias, se destacam as alteracdes e complicacdes bucais, como a periodontite
cronica (American Diabetes Association-ADA, 2013).

Na década de 90, por meio de estudos transversais e longitudinais, a
influéncia do DM e da hiperglicemia sobre as doencas periodontais foi amplamente
avaliada (GROSSI et al., 1997; FIRATLI et al., 1996; TAYLOR et al., 1998). Um dos
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primeiros estudos foi feito na populacdo de indios Prima no Arizona, que
apresentava alta prevaléncia de DM. Nesta populacao, foi demonstrada uma maior
incidéncia de periodontite nos individuos acometidos por DM, comparada a néo
diabéticos (EMRICH et al., 1991).

Subsequentemente, diversos dados epidemioldgicos confirmaram que o
DM é um dos fatores de risco mais importantes para a periodontite e que a
suscetibilidade a periodontite é aumentada em torno de trés vezes em individuos
diabéticos em relacdo aos ndo diabéticos (MEALEY & OCAMPO, 2007). Diversos
estudos demonstraram individuos diabéticos do tipo 2 apresentam maior perda de
insercdo (GROSSI et al.,1994; FIRATLI et al., 1996; NOVAK et al., 2008) e maior
perda Ossea alveolar (TAYLOR et al.,, 1998) do que ndo diabéticos em diversos
estudos. O DM também foi correlacionado com maiores niveis de acumulo de
calculo (KAUR et al., 2009) e perda dentaria (KAUR et al., 2009; SUSANTO et al.,
2011; JIMENEZ et al., 2012; KIM et al., 2013).

Numa pesquisa de Avaliacdo Nutricional e de Saude Nacional dos
Estados Unidos (NHANES llII), foi verificado ainda que o controle glicémico é um
importante determinante para o aumento de risco de periodontite, uma vez que 0s
adultos com hemoglobina glicada (HbAlc) > 9% apresentaram maior prevaléncia e
gravidade de periodontite comparado aos individuos ndo diabéticos (TSAI et al.,
2002).

Santos et al. (2012) avaliaram a relacdo entre o controle glicémico e as
condi¢cBes periodontais clinicas de 91 brasileiros diabéticos com periodontite cronica
generalizada. A frequéncia de individuos diabéticos ndo controlados (HbAlc > 7,5%)
foi maior em relacdo aos individuos melhor-controlados (HbAlc < 7,5%). Entre os
pardmetros clinicos avaliados, apenas o indice de placa foi positivamente
correlacionado com os indices de HbAlc e glicemia em jejum, sendo
significativamente maior nos individuos que apresentam niveis de HbAlc > 11%.
Nesse estudo, os autores ndo observaram uma relacdo de dose-resposta entre a
gravidade e extensdo da periodontite e o controle glicémico.

Kim et al. (2013) demonstraram que os parametros clinicos periodontais,
a perda dentaria e a inflamacgéo gengival foram significantemente influenciadas pelo

tempo de duracdo do DM em uma populacdo de sul-coreanos. Aléem disso, altas
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taxas de HbAlc e glicemia em jejum foram correlacionadas a uma maior inflamacéo
periodontal.

Demmer et al. (2010), em um estudo prospectivo de 5 anos em 2.973
individuos, mostraram que os individuos com periodontite avancada no tempo inicial
aumentaram seu indice de HbAlc em 5 vezes, comparados com os individuos sem
periodontite. Este foi o primeiro trabalho que demonstrou que a periodontite
avancada pode aumentar as taxas de HbAlc em individuos ndo diabéticos, e que a
progressdo da periodontite pode aumentar o risco do individuo se tornar diabético
em um periodo de 10 anos. Logo, atualmente, a inter-relacdo entre periodontite e
DM esta cada vez mais evidente, sugerindo que a doenca sistémica pode predispor
a infeccdo oral assim como esta pode exacerbar a condicdo sistémica,
estabelecendo uma relacao bidirecional.

Estudos que envolvam a rede de citocinas na relagcdo hospedeiro-
microbiota em individuos diabéticos tém aumentado nos ultimos anos. Duarte et al.,
(2014) sugeriram que ha uma maior susceptibilidade a periodontite em pacientes
diabéticos pode ser parcialmente explicada pela maior liberacdo de cito/quimiocinas
pré-inflamatérias nesses individuos. Os autores avaliaram o0s niveis de 14
cito/quimiocinas no fluido gengival crevicular de individuos com DM tipo 2 néo
controlados (HbAlc > 7,5%) comparados com 0s niveis observados em individuos
sistemicamente saudaveis com periodontite cronica. Foi observado que o0s
individuos diabéticos apresentaram concentracées bem mais elevadas de eotaxina,
proteina inflamatéria, fator estimulador de colbnia granuldcito-macrofago,
interleucina 6 e 12 e fator de necrose tumoral.

Em relacdo aos aspectos microbioldgicos, varios trabalhos tentaram
elucidar o impacto do DM sobre a doenca periodontal. Campus et al. (2005)
avaliaram, por meio de um estudo caso-controle, a associacao entre o DM e a
doenca periodontal em 71 individuos com DM tipo 2 e 141 controles ndo diabéticos.
Os participantes foram submetidos a um exame clinico periodontal e a avaliacao
microbiolégica de amostras de biofilme subgengival em relacdo a presenca de
espécies periodontopatogénicas Tannerella forsythia, Porphyromonas gingivalis,
Provotella intermedia. Os resultados demonstraram uma associagéo positiva entre o

DM e a prevaléncia de Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia.
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Casarin et al. (2013) compararam a biodiversidade subgengival em sitios
periodontais profundos de individuos portadores de DM e nao diabéticos com
periodontite cronica, por meio de clonagem e sequenciamento. Foram avaliados 12
individuos portadores de DM tipo 2 n&o controlados (HblAc > 8%) e 11 ndo
diabéticos, todos com periodontite cronica avancada e generalizada. Os individuos
portadores de DM apresentaram maiores percentuais de clones totais de TM7 (maior
linhagem bacteriana) e dos géneros Aggregatibacter, Neisseria, Gemella, Eikenella,
Selenomonas, Actinomyces, Capnocytophaga, Fusobacterium, Veillonella e
Streptococcus. Além disso, os portadores de DM demonstraram porcentagens mais
baixas de Porphyromonas, Filifactor, Eubacterium, Synergistetes, Tannerella e
Treponema em relagcdo aos individuos ndo diabéticos. Logo, individuos com
periodontite crénica apresentaram diferengas significantes na biodiversidade
microbiana subgengival em comparacéo aos individuos ndo diabéticos.

Li et al. (2013) demonstraram alta prevaléncia e maiores quantidades de
Treponema denticola e Tannerella forsythia em chineses portadores de DM. Por
outro lado, Provotella intermedia apresentou niveis menores em individuos
portadores de DM quando comparados aos individuos sistematicamente saudaveis.

Aemaimanan et al. (2013) demonstraram maiores quantidades de
bactérias do complexo vermelho em individuos diabéticos com controle glicémico
insatisfatorio quando comparado aos ndo diabéticos. Além disso, 0s niveis de
Treponema denticola e Tannerella forsythia em sitios de diabéticos compensados e
ndo compensados foram significativamente maiores quando comparados aos nao
diabéticos.

No estudo de Zhou et al. (2013) foi observado que os géneros Provotella
e Tannerella estavam aumentados nas amostras sem periodontite de ndo diabéticos,
engquanto Pseudomonas estava associado as amostras de individuos portadores de
DM. A maioria das unidades taxonémicas operacionais (OTUSs) relacionados a saude
estava reduzida nas amostras de individuos portadores de DM sem periodontite.
Actinobacteria e Proteobacteria se apresentaram em maior abundéancia em amostras
de individuos portadores de DM com periodontite, enquanto Bacteriodetes estava
mais abundante em amostras de ndo diabéticos com periodontite. Baseado nestes
dados, os autores concluiram que o DM pode alterar a composi¢cao bacteriana do

biofilme subgengival.
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1.3 Raspagem e Alisamento Radicular

A raspagem e alisamento radicular (RAR) € uma das terapias periodontais
mais comumente utilizadas. Este procedimento visa desorganizar o biofilme dental,
suprimir os patdgenos da cavidade bucal e impedir a progressdo da doenca
periodontal (SOCRANSKY & HAFAJEE, 2002).

Porém, o efeito do debridamento mecanico na alteragdo do perfil
microbiologico subgengival € muitas vezes limitado. Pois a eliminagdo de espécies
periodontopatogénicas como Aggregatibacter actinomycetemcomitans e
Porphyromonas gingivalis dos nichos subgengivais é dificil, ja que essas espécies
apresentam habilidade de atingir locais de dificil acesso, invadindo células epiteliais
orais (MOMBELI et al., 2000; RUDNEY et al.,2005).

Além disso, alguns microrganismos subgengivais ndo podem ser
removidos quando localizados em areas fora do alcance da instrumentacao
periodontal, como nas lesdes de furca (ADRIAENS & ADRIAENS, 2004).

Os beneficios clinicos e microbiolégicos da RAR estdo bem
documentados na literatura (HAFFAJEE et al., 1997a; CUGINI et al., 2000; COBB,
2002; CARVALHO et al., 2004; COLOMBO et al., 2005; CARVALHO et al., 2005;
TELES et al., 2006). Estes estudos mostraram que ap0s a RAR ocorre reducdo da
profundidade de sondagem e ganho clinico de insercdo (principalmente nos sitios
com profundidade de sondagem intermediaria e profunda), diminui¢éo da inflamacéao
gengival e menor porcentagem de sitios com sangramento a sondagem e
supuracao.

Haffajje et al. (1997) trataram 57 individuos com periodontite crénica por
meio de RAR e fizeram acompanhamento clinico e microbiolégico por 3, 6 e 9
meses apos o tratamento. Os autores observaram reducdo nos niveis médios e na
porcentagem de sitios colonizados apds a terapia em apenas trés espécies
bacterianas, Tannerella forsythia, Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis.
Aos 12 meses poés-terapia, essas alteracfes foram mantidas (CUGINI et al., 2000).
Esse e outros estudos realizados em outras populagdes (COLOMBO et al., 2002;
CARVALHO et al.,2005) sugerem que a RAR nao proporciona, em todos 0s casos
de doenca periodontal, a eliminacdo ou reducdo de patdogenos a niveis compativeis
com saude periodontal por periodos prolongados de tempo.
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Sendo assim, terapias adjuvantes a RAR, como a administracdo de
antibioticos sistémicos, tém sido propostas a fim de auxiliar no tratamento da doenca
periodontal (HERRERA et al., 2002; HAFFAJJE et al., 2003; HERRERA et al., 2008).

1.4 Uso do Metronidazol (MTZ) e Amoxicilina (AMX) como adjuntos a RAR

Os efeitos clinicos e microbioldgicos benéficos promovidos pela RAR ja
sdo bem reconhecidos, mas esse procedimento como tratamento Unico é, em
algumas situacbes, insuficiente para transformar o perfil bacteriano
periodontopatogénico em um perfil compativel com salde periodontal,
principalmente em areas de dificil acesso mecanico e em casos de doencas
avancadas ou associadas a fatores de risco (HAFFAJJE et al., 1997; CUGINI et al.,
2000; CARVALHO et al., 2005; MATARAZZO et al., 2008). Sendo assim, existe uma
busca por terapias coadjuvantes a RAR que possam aumentar sua eficiéncia sobre
parametros clinicos e microbiolégicos periodontais.

Uma das possiveis terapias € o uso de antibidticos coadjuvantes a RAR.
Sendo que o0s principais grupos compreendem os tetraciclineos (tetraciclinas,
minociclina, doxiciclina), macrolideos (eritromicina, azitromicina), penicilinas
(amoxicilina [AMX]), nitroimidazol (metronidazol [MTZ]), quinolonas (ciprofloxacinas)
e lincomicinas (clindamicinas) (HERRERA et al., 2008; KRAYER et al., 2010).

O metronidazol é um nitromidazol sintético com propriedades bactericidas,
gue possui um espectro de acdo capaz de atingir bactérias Gram negativas e
anaerobias estritas (ABU FANAS et al.,1991). Estudos cientificos avaliando o efeito
do MTZ nos parametros clinicos periodontais demonstraram que esse medicamento
associado a RAR proporciona resultados melhores quando comparados a terapia
mecanica apenas (JOYSTON-BECHAL et al.,1986; LOESCHE et al., 1992; ELTER
et al.,1997; FERES et al.,, 2001; WINKEL et al., 2001; HAFFAJJE et al., 2003;
CARVALHO et al., 2004; MATARAZZO et al., 2008).

Ja a AMX é um antibiético de amplo espectro, pertencente ao grupo das
penicilinas, que atua sobre espécies facultativas, cocos e bacilos Gram negativos e
positivos (KULIC et al., 2008). No entanto, os resultados dos estudos que avaliaram
o efeito da AMX associada a RAR demonstraram que esse antibidtico oferece uma

modesta contribuicAo na melhora dos parametros clinicos periodontais, quando
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comparado a terapia mecanica isolada (HELOVUO & PAUNIO, 1989; FERES et al.,
2001).

O primeiro estudo demonstrando os efeitos benéficos da associagdo do
MTZ e AMX foi realizado por Van Winkelhoff et al. (1989), no tratamento de
pacientes com periodontite refrataria e periodontite agressiva portadores do
Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Haffajje et al. (2003) realizaram uma revisdo sistematica sobre os efeitos
dos antibidticos sistémicos no tratamento da doenca periodontal, verificando que os
pacientes que utilizaram algum tipo de antibidtico apresentaram maiores reducdes
no nivel clinico de inser¢cdo quando comparados aos que ndo receberam. Além
disso, os pacientes que receberam tetraciclina e MTZ apresentaram melhoras
estatisticamente significantes, enquanto que 0s pacientes que receberam a
associacdo de MTZ e AMX apresentaram um beneficio limitrofe de significancia
estatistica.

Guerrero et al. (2005) realizaram o primeiro estudo randomizado placebo-
controlado avaliando os efeitos clinicos da RAR associado ao MTZ e AMX. Os
resultados mostraram uma melhor resposta clinica para o grupo de individuos que
associaram as terapias quando comparados ao grupo que recebeu apenas a RAR
no tratamento da periodontite agressiva.

Sgolastra et al. (2012a), por meio de uma reviséo sisteméatica, reportaram
6 estudos clinicos randomizados que encontraram maior ganho de insercao clinica e
reducdo na profundidade de sondagem com o uso de MTZ e AMX na periodontite
agressiva. Sendo assim, a associacdo de MTZ e AMX foi estabelecida como um dos
protocolos mais promissores para 0 tratamento da periodontite agressiva
(GUERREIRO et al., 2005; XAJIGEORGIOU et al., 2006; KANER et al., 2007; YEK
et al., 2010; MESTNIK et al., 2010; MESTNIK et al., 2012; AIMETTI et al., 2012;
LIMA OLIVEIRA et al., 2012; SGOLASTRA et al., 2012a).

Diversos estudos também demonstraram que a combinacdo de MTZ e
AMX adjuntos a RAR ¢ efetiva no tratamento da periodontite cronica (WINKEL et al.,
2001; ROONEY et al., 2002; PAHKLA et al., 2006; MOEINTAGHAVI et al., 2007;
MATARAZZO et al., 2008; CIONCA et al., 2009; SILVA et al., 2011; SGOLASTRA et
al., 2012b; FERES et al., 2012; SOARES et al., 2014).
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Roney et al. (2002) realizou o primeiro estudo clinico randomizado sobre
os efeitos clinicos do uso de MTZ ou MTZ e AMX no tratamento da periodontite
crbnica. Sessenta e seis individuos receberam RAR e foram aleatorizados em 4
grupos: administragcdo de AMX (250 mg, 3x/dia/7 dias) e MTZ (200 mg, 3x/dia/7
dias), placebo e MTZ (200 mg, 3x/dia/7 dias), placebo e AMX (250mg, 3x/dia/7 dias)
e somente placebo. De acordo com os resultados, 0s grupos que receberam algum
tipo de antibidtico apresentaram melhoras clinicas mais significativas. Além disso, o0s
maiores beneficios clinicos foram observados no grupo que recebeu a associacao
antibiética de MTZ e AMX.

Lépez et al. (2006), realizaram uma avaliacdo clinica e microbiolégica em
22 pacientes com periodontite crénica. Um grupo recebeu MTZ + AMX como
monoterapia durante 7 dias, e outro recebeu RAR e placebos. Foram avaliados
parametros clinicos e microbiolégicos (contagem de 40 espécies por meio
Checkerboard DNA-DNA hybridization) no tempo inicial e aos 3, 6, 9 e 12 meses
pés-terapias. Os resultados demonstraram melhoras nos parametros clinicos e
microbiolégicos em 12 meses para ambas as terapias, sem diferencas
estatisticamente significantes.

Feres et al. (2012) realizaram um estudo longitudinal, placebo-controlado
e duplo cego em 118 pacientes com periodontite crénica que foram alocados em um
dos 3 grupos terapéuticos: RAR + placebo, RAR+ MTZ, RAR+MTZ+AMX. Uma
segunda alocacédo foi realizada para que metade dos pacientes recebessem
bochechos clorexidina (0,12%) ou bochechos placebos. Parametros clinicos
periodontais foram obtidos no tempo inicial, em 3, 6 e 12 meses pos-terapias. Foi
demonstrado que os dois grupos que receberam antibidticos apresentaram menor
namero de sitios com profundidade de sondagem maior ou igual a 5mm e menor
numero de pacientes com “alto risco” de progressao da doenca, isto €, com 9 ou
mais sitios residuais ap6s 1 ano de tratamento. A regressao mudltipla linear
demonstrou que somente a utilizacdo de MTZ ou MTZ+AMX foram capazes de
predizer o “baixo risco” de progressdo de doenca nestes pacientes com periodontite
cronica generalizada. Soares et al. (2014) avaliaram o perfil microbiol6gico destes
pacientes por meio da técnica Checkerboard DNA-DNA hybridization para 40
espécies bacterianas. Os resultados demonstraram que os trés tratamentos

conduziram a uma diminuicdo estatisticamente significante das espécies do
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complexo vermelho e um aumento das espécies compativeis com o hospedeiro em
12 meses. No entanto, aos 12 meses, 0S grupos que receberam antibidticos
abrigaram menores contagens e proporcdes de patdégenos em bolsas inicialmente
rasas e profundas, quando comparado ao grupo controle.

Sgolastra et al. (2012b) realizaram uma revisdo sistematica com meta-
analise de 4 estudos clinicos aleatorizados sobre os efeitos da RAR associada ao
uso adjunto do MTZ e AMX no tratamento da periodontite cronica. Os resultados
demonstraram evidentes beneficios clinicos, como reducdo da profundidade de
sondagem e maior ganho de insercéo clinica com o uso da combinacéo antibiotica.

Faveri et al. (2014) avaliaram os efeitos do MTZ e AMX como adjuntos a
RAR no tratamento de fumantes e ndo fumantes com periodontite cronica. Houve
melhoras clinicas e microbiolégicas em ambos o0s grupos. Mas, independentemente
do habito de fumar, ndo fumantes apresentaram um menor nimero de sitios com
profundidade de sondagem menor ou igual que 5mm, bem como reducdes da média
de profundidade de sondagem e ganho de insercdo apdés 3 meses. Quanto a
microbiota subgengival, as alteragbes mais favoraveis também foram observadas

nos nao fumantes.

1.5 Antibiéticos sistémicos como coadjuvantes a RAR em individuos

diabéticos

Os parametros clinicos e microbiologicos para uma terapia periodontal
bem-sucedida incluem o ganho de insercéo clinica e redu¢des na profundidade de
sondagem (PS), nos sinais de inflamacédo e nas propor¢cdes de espécies bacterianas
patogénicas e, finalmente, impedimento da progressdao da doenca. Embora a
raspagem e alisamento radicular (RAR) seja um procedimento essencial no
tratamento da periodontite, quando aplicado isoladamente, pode nao proporcionar
resultados clinicos e microbiolégicos favoraveis.

Portanto, os antibidticos sistémicos tém sido sugeridos como terapias
adjuntivas capazes de superar algumas limitagcbes de RAR, especialmente em
pacientes com periodontite avangada e aumento do risco de progresséao da doenca.
Uma revisdo sistematica recente que compilou os dados de 13 ensaios clinicos

randomizados (ECR) demonstrou que, em geral, antibidticos sistémicos como
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adjuvantes da RAR proporcionaram mais beneficios clinicos do que a RAR
isoladamente no tratamento de individuos diabéticos com periodontite (Grellmann et
al., 2016). Nesta revisao, 10 ECR avaliaram os efeitos da doxiciclina (Grossi et al.
1997, Llambés et al. 2005, Singh et al. 2008, O’Connell et al. 2008, Al-Zahrani et al.
2009, Deo et al. 2010, Gilowski et al. 2012, Gaikwad et al. 2013, Tsalikis et al. 2014,
Al-Nowaiser et al. 2014), uma amoxicilina mais clavulanato (Rodrigues et al., 2003),
uma azitromicina (Botero et al., 2013) E uma combinagdo de metronidazol (MTZ) e
amoxicilina (AMX) (Miranda et al., 2014). Por meio dos resultados da revisado
sistematica acima mencionada (Grellmann et al., 2016), € possivel verificar que o
tnico ECR (Miranda et al., 2014) avaliando a associacdo de MTZ e AMX mostrou
melhores resultados clinicos do que os ECARs que avaliaram outros protocolos
antibioticos.

Rodrigues et al. (2003) avaliaram os efeitos clinicos da RAR em sessao
Unica associada ou ndo a AMX/acido clavulanico (875mg) em individuos diabéticos
tipo 2 com periodontite, por um periodo de 3 meses. Os resultados demonstraram
gue ambos o0s grupos apresentaram melhoras clinicas muito semelhantes pos
terapias.

Botero et al. (2013) avaliaram os efeitos clinicos e glicémicos do uso da
azitromicina (AZM) sistémica adjunta a RAR no tratamento de diabéticos néo
controlados. Os autores observaram maiores reducdes na profundidade de
sondagem no grupo que recebeu RAR e azitromicina, em comparacao ao grupo que
recebeu RAR e placebo.

Grossi et al. (1997) avaliaram os efeitos da doxicilina sobre os parametros
periodontais, aspectos microbiolégicos, e controle glicémico em individuos
portadores de DM. Todos os individuos mostraram melhoras clinicas e
microbioldgicas.

Singh et al. (2008) avaliaram individuos com periodontite generalizada
nao tratada portadores de DM tipo 2 que receberam apenas RAR ou RAR associada
a doxiciclina sisttmica. Ambos o0s grupos demonstraram melhoras clinicas e
glicémicas, mas o grupo que recebeu antibidtico, apresentou o resultado mais

favoravel.
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O’ Connell et al. (2008) observaram melhoras clinicas, imunolégicas e
glicémicas mais significativas em individuos portadores de DM e periodontite que
receberam RAR associada a doxiciclina quando comparado ao grupo que recebeu
apenas a RAR.

Em 2010, Deo et al.,, avaliaram os efeitos clinicos da administracao
continua de baixas doses de doxicilina (20mg, 2x ao dia por 6 meses) como terapia
adjunta a RAR em individuos portadores de DM com periodontite crénica. Houve
melhora clinica no grupo que recebeu a doxiciclina quando comparado ao grupo que
recebeu RAR mais placebo.

Gilowski et al. (2012) avaliaram os efeitos clinicos e glicémicos da RAR
associada a administragéo de doxicilina em dose sub-antimicrobiana ou placebo no
tratamento de pacientes portadores de DM tipo 2 com periodontite crénica. De
acordo com os resultados, a administracdo de doxicilina em dose sub-antimicrobiana
apresenta modestos, mas significantes beneficios clinicos periodontais quando
comparada a RAR mais placebo.

Por outro lado, Gaikwad et al. 2013 ndo observaram beneficios adicionais
guanto ao uso de doxicilina como adjunto a RAR no controle glicémico e parametros
clinicos de individuos com DM tipo 2.

Llambés et al. 2005 avaliaram individuos diabéticos tipo 1 com tratamento
periodontal ndo cirdrgico com e sem doxiciclina adjuvante. Embora ambos o0s
regimes de tratamento periodontal sejam eficazes em diabéticos de tipo 1, o uso de
doxiciclina como adjuvante proporcionou resultados mais significativos quando se
conseguiu um bom controle da placa.

Al-Zahrani et al. 2009 avaliaram o efeito do uso adjunto da terapia
fotodindmica adjunta & RAR, o uso da doxiciclina adjunta a RAR e a RAR em
pacientes com diabetes e periodontite. Os resultados ndo demonstraram diferencas
significativas nos parametros clinicos e glicémicos entre 0s grupos.

Al-Nowaiser et al. 2014 avaliaram os efeitos da doxiciclina sistémica nos
parametros clinicos e microbiolégicos de individuos diabéticos com periodontite
cronica. Os resultados mostraram uma pequena melhora clinica e microbiol6gica no
grupo que recebeu o antibiético.

Tsalikis et al. (2014), avaliaram os efeitos da doxaciclina sistémica nos

parametros clinicos e em 15 espécies bacterianas subgengivais. Os resultados
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demonstraram que este antibidtico ndo foi efetivo para varios microrganismos
estudados, e que ndo houve diferenca entre os dois grupos nos parametros clinicos
ou microbioldgicos estudados. Os autores concluiram que o uso adjunto da
doxiciclina sistémica nao levou a uma melhora significativa nos efeitos da RAR em
individuos com DM tipo 2 bem controlados.

Miranda et al. (2014) avaliaram os efeitos clinicos e microbiolégicos do
uso de metronidazol (MTZ) + amoxicilina (AMX) como adjuvantes para o tratamento
de periodontite crénica em pacientes diabéticos tipo 2. O grupo que recebeu RAR +
MTZ + AMX apresentou maior reducdo da média de profundidade de sondagem
(PS) e ganho de insercéo clinica, menor niumero de sitios com DP =2 5 mm e um
namero reduzido de individuos com bolsas residuais =29 do que o grupo controle
apos 1 ano de pos-terapia (p <0,05). O grupo tratado com antibiético também
apresentou niveis reduzidos e maiores diminuicbes das trés espécies do complexo
vermelho, Eubacterium nodatum e Prevotella intermedia, em comparacdo com o
grupo controle em 1 ano (p <0,05). Sendo assim, os resultados mostraram que 0 uso
adjunto de MTZ + AMX melhorou significativamente os resultados clinicos e
microbiolégicos da RAR no tratamento de diabéticos tipo 2 com periodontite crénica.

Tamashiro et al. (2016) também apresentaram resultados favoraveis
guanto ao uso do metronidazol e da amoxicilina. O objetivo do estudo foi avaliar as
alteracbes ocorridas na composicdo do biofilme subgengival e nos parametros
clinicos periodontais de individuos com periodontite e diabetes mellitus tipo 2
tratados apenas por meio RAR ou combinados com metronidazol sistémico (MTZ) e
amoxicilina (AMX). Os resultados mostraram que o uso adjunto de MTZ + AMX
melhora os resultados microbiol6gicos e clinicos da RAR no tratamento de
individuos com periodontite crénica generalizada e DM tipo 2 até 2 anos.

Embora um numero consideravel de estudos tenha testado protocolos
terapéuticos diferentes para individuos com DM, poucos deles compararam a
eficiéncia de tais terapias entre individuos diabéticos e ndo diabéticos. Algumas
investigagdes mostraram que os individuos diabéticos e ndo diabéticos ndo diferem
nas respostas clinicas a curto ou longo prazo apds o tratamento periodontal ndo
cirdrgico ou cirdrgico (Tervonen et al., 1991, Christgau et al., 1998, Sonoki et al.,
2006, da Cruz et al., 2008, Kardegler et al., 2010). Por outro lado, outros estudos

demonstraram que os sujeitos diabéticos apresentam uma pior resposta periodontal
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em relacdo a alguns parametros quando comparados com individuos
sistemicamente saudaveis apos a terapia periodontal (Navarra-Sanchez et al., 2007,
Kardegler et al. 2011, Altamash et al., 2016). Apesar dos achados anteriores
destacarem grandes beneficios de MTZ mais AMX como adjuvantes da RAR sobre a
RAR apenas, em pacientes diabéticos tipo 2 (Miranda et al., 2014, Tamashiro et al.,
2016), os efeitos deste protocolo ainda ndo foram comparados entre pacientes
diabéticos e pacientes ndo diabéticos até o momento. Portanto, o objetivo deste
estudo foi comparar os efeitos clinicos e microbiolégicos do uso de MTZ e AMX
como adjuvantes da RAR para o tratamento da periodontite crénica (PC) em

individuos diabéticos e nao diabéticos.
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2. PROPOSICAO

Comparar os efeitos clinicos e microbiolégicos do uso do metronidazol (MTZ)
e da amoxicilina (AMX) como adjuvantes a raspagem e alisamento radicular (RAR)
no tratamento da periodontite cronica (PC) em individuos diabéticos e néo

diabéticos.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Selec¢éo de individuos

A populacao do estudo foi composta por pacientes de uma base de dados
do Centro de Pesquisa Clinica da Universidade Guarulhos (Brasil). Cinqlienta e oito
individuos, 29 individuos com diabetes mellitus tipo 2 (DM) e 29 pacientes ndo
diabéticos com periodontite cronica (PC) generalizada ndo tratada (Armitage 1999)
foram obtidos a partir desta base de dados. Todos os sujeitos participaram de um
dos estudos clinicos realizados neste centro de pesquisa entre dezembro de 2009 e
outubro de 2012. Todos os participantes foram informados dos objetivos do estudo,
de seus riscos e beneficios, incluindo os tipos de medi¢des clinicas e terapias a
serem utilizadas. A participacédo na pesquisa foi voluntaria e os individuos assinaram
um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido, estando de acordo com a

Resolucao n° 466/2012 das Diretrizes e Normas do Conselho Nacional de Saude.

3.2 Critérios de inclusao e exclusao

Critérios de inclusdo — periodontite crbnica

Para a inclusdo no estudo, a selecdo dos participantes respeitou 0s
seguintes critérios:

- Voluntarios portadores de periodontite crénica;

- Idade igual ou superior a 30 anos;

- Possuir um minimo de 15 dentes, excluindo-se os terceiros molares e
dentes considerados perdidos;

- Mais de 30% dos sitios com profundidade a sondagem e nivel clinico de

insercdo =4 mm e sangramento a sondagem no tempo inicial;

-Minimo de 6 dentes com pelo menos 1 sitio com profundidade a

sondagem e nivel clinico de inser¢do =5 mm.

Critérios de inclusdo — individuos diabéticos

- Diagnosticados com diabetes mellitus tipo 2 h&a cinco anos ou mais;

-Tratados com dieta, insulina ou medicamentos orais hipoglicemiantes;
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- Niveis da hemoglobina glicada = 6,5% < 11%.

Critérios de exclusao

Os critérios de exclusdo foram os seguintes:

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

- Gestantes ou lactantes;

- Historico de tratamento periodontal prévio nos ultimos doze meses;

- Historico de antibioticoterapia nos ultimos seis meses;

-Histérico de uso de antissépticos orais, que continham antimicrobianos,
nos ultimos trés meses;

- Doenca sistémica que comprometesse a resposta do hospedeiro ou
exigisse medicacao profilatica ao tratamento (exceto DM);

- Complicacdes graves de DM, incluindo doencas cardiovasculares e
vasculares periféricas (Ulceras, gangrena e amputacao), neuropatia e nefropatia;

- Uso prolongado  de medicacbes  anti-inflamatérias  ou
imunossupressores;

- Relato de alergia ao metronidazol e/ou a penicilina;

- ReabilitagBes protéticas extensas.

3.3 Delineamento do estudo

O tamanho ideal da amostra para assegurar poténcia adequada para este
estudo foi baseado na porcentagem (%) de pacientes que atingiram <4 sitios com
PS = 5mm, o que foi considerado um desfecho clinico da terapia em um estudo
anterior (Feres et al., 2012). Considerando uma diferenca de 30 pontos percentuais
(pp) entre o grupo diabético e o grupo controle para os voluntarios que alcancaram
este desfecho clinico em um ano apdés o tratamento (Feres et al., 2012) e um nivel
de significAncia de 5%, seriam necessarios 29 individuos por grupo para conseguir
uma poténcia de 80%. Portanto, 29 pacientes diabéticos e 29 ndo diabéticos com
PC que receberam RAR mais MTZ (400 mg, 3 vezes ao dia) e AMX (500 mg) por 14
dias foram selecionados aleatoriamente de nosso banco de dados e analisados no
presente estudo.

Durante a participagdo no estudo, todos os individuos receberam

monitoramento clinico e microbiolégico, de acordo com o protocolo especificado nas
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duas sessdes seguintes (ver 3.4 Avaliacdo clinico-periodontal e 3.5 Avaliacao
microbioldgica), seguido de raspagem supragengival de todos os dentes e instrucao
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, Brasil). Um assistente
monitorou a complacéncia da ingestdo de antibiético chamando os pacientes 3
vezes por semana durante o periodo de medicacdo. Na qual, os individuos traziam
os frascos de volta no final de cada semana, assim era verificado se restaram pilulas
de antibidticos. No dia 14 da medicacdo, os individuos responderam a um
guestionario (administrado pelo assistente) sobre quaisquer efeitos colaterais
percebidos pelos préprios individuos. Antimicrobianos locais ndo foram utilizados
durante o curso do estudo. As sessodes de terapia de suporte foram realizadas aos 3,

6 e 9 meses poés-terapias.

3.4 Avaliacgao clinico-periodontal
O exame clinico-periodontal foi efetuado no inicio do estudo com o
objetivo de realizar o diagnéstico do individuo. Calibracdes intra-examinador foram
realizadas para calcular o erro padrédo da medida. A variabilidade intra-examinador
varia entre 0,21 e 0,23 mm para a PS e entre 0,24 e 0,25 mm para a NCI. A
concordancia intra-examinador para as variaveis categoricas (por exemplo, SS) foi >
85% (teste Kappa) para todos os examinadores. Devido a natureza deste estudo no
qgual os dados foram extraidos de um banco de dados, a calibracdo interexaminador
nao pode ser realizada.
As mensuragdes clinicas foram realizadas no inicio do estudo, 90, 180 e
360 dias pOs-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
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gengiva marginal, apos percorrer levemente a sonda periodontal ao
longo do sulco gengival;

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

¢ Nivel Clinico de Insercdo - (NCI): distancia, em milimetros, entre a
juncdo cemento-esmalte e a porcdo mais apical sondavel do
sulco/bolsa periodontal;

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

e Supuracao - (SUP): presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de
SUP espontanea ou apés 20 segundos da sondagem com a sonda
periodontal milimetrada.

3.5 Avaliacdo microbioldgica
3.5.1 Selecéao dos sitios-testes

Foram selecionados seis sitios em cada voluntario, distribuidos
uniformemente de acordo com a profundidade de sondagem inicial nas seguintes
categorias (2 sitios por categoria): rasas (PS < 3mm), intermediarias (PS 4-6 mm), e
profundas (PS = 7mm). Quando um dos 2 sitios profundos néo foi encontrado, o
mesmo foi substituido por sitio intermediario. Estes sitios estavam localizados em
faces dentais interproximais ndo contiguas, e preferencialmente distribuidos entre os
quatro quadrantes. Sitios localizados em dentes com proteses mal adaptadas, lesédo
de carie extensa e/ou lesdo endo-periodontal ndo foram utilizados. Amostras de

biofilme foram coletadas no inicio do estudo, 90 e 360 dias pOs-terapia.

3.5.2 Coleta das amostras de biofilme subgengival

Apds a remocado de calculo e biofilme supragengivais, as amostras de
biofilme subgengival foram retiradas com curetas Gracey do tipo minifive 11-12
esterilizadas, posicionadas na por¢ao mais apical dos sitios e em um unico golpe de
raspagem no sentido apico-coronal. As amostras foram imediatamente depositadas

em tubos plasticos individuais contendo 150uL de solucdo tampéo TE (10 mM Tris-
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HCL (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 1 mM EDTA (Labsynth
Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil), pH 7,6, e a estas foi
acrescentado 100uL de NaOH (Labsynth) a 0,5M para que o DNA bacteriano
permanecesse viavel por um longo periodo de tempo. Esses tubos plasticos foram
previamente identificados com o cddigo do individuo, data e sitio, e ap0s a coleta
foram armazenados sob refrigeracdo a -20°C até as amostras serem analisadas por
meio da técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization para 40 cepas bacterianas
no Laboratorio de Pesquisa em Odontologia Il da UnG.

3.5.3 Cepas bacterianas e condi¢des de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo
das sondas de DNA estd apresentada na Tabela 1. Todas as cepas foram
adquiridas liofilizadas da ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD,
EUA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteudo liofilizado foi reidratado
em caldo para crescimento de Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA) e
cultivado em &gar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de sangue desfibrinado de
ovelha (BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob
condicdo de anaerobiose (80% N2, 10% CO2, 10% H2). Algumas bactérias foram
cultivadas em meios de cultura enriquecidos de forma a suprir suas necessidades
nutricionais. T. forsythia, por exemplo, foi cultivada em agar-triptose de soja com 5%
de sangue desfibrilado de ovelha e 10 pyg/mL de acido N-acetil muramico (NAM)
(Sigma Chemical Co, St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresceu em um
meio similar, suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3 ug/mL de
menadiona (Sigma) e 5 pg/mL de hemina (Sigma). As espécies T. denticola e
Treponema socranskii foram cultivados em caldo para crescimento de Mycoplasma
suplementado com 1 mg/mL de glicose (Sigma), 400 ug/mL de niacinamida (Sigma),
150 pg/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 ug/mL de isobutirato de
sédio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-cisteina (Sigma), 5 pg/mL de
tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro bovino (Laborclin, S&o José dos
Pinhais, PR, Brasil).

3.5.4 Isolamento do DNA e preparo das sondas
As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de

agar-sangue, com excecdo das 2 espécies de espiroquetas, que foram cultivadas
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em caldo, por 3 a 7 dias. As coldnias foram raspadas e depositadas em tubos
plasticos para microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL de solucdo TE (pH 7,6). As
células foram lavadas 2 vezes por centrifugacdo na solugdo-tampdo de TE a
3.500xg por 10 minutos. Em seguida, as cepas gram-negativas foram novamente
suspensas e lisadas com SDS (dodecilsulfato de sodio, Ci12H2sNaO4S, Labsynth) a
10% e proteinase K (Sigma) em uma concentracdo de 20 mg/mL. As cepas de
bactérias gram-positivas foram lisadas em 150uL de uma mistura enzimatica
contendo 15 mg/mL de lisozima (Sigma) e 5 mg/mL de acromopeptidase (Sigma) em
solucéo tampéao TE (pH 8,0).

O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith et al. (1989). As
sondas genbmicas foram preparadas para cada uma das 40 espécies pela
marcacgao de 1 pg do DNA bacteriano com digoxigenina, por meio do random primer
digoxigenin labeling kit (Roche Diagnostics, Indianapolis, IN, EUA), de acordo
com o método descrito por Feinberg & Vogelstein (1983). As espécies avaliadas
foram selecionadas segundo suas associa¢fes com diferentes tipos de doencgas ou
saude periodontal (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 1994c; SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2005).
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Tabela 1. Relacdo das cepas bacterianas empregadas para a confeccdo das sondas

de DNA. As espécies estao agrupadas por complexos bacterianos (Socransky et al.,

1998; Socransky & Haffajee, 2002).

Espécies Cepas Espécies Cepas

Actinomyces ssp Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 238602 | Fusobacterium nucleatum ssp nucleatum 255862
Actinomyces israelii 121022 | Fusobacterium nucleatum ssp polymorphum 109532
Actinomyces naeslundii | 121042 | Fusobacterium nucleatum ssp vincentii 492562
Actinomyces naeslundii Il 431462 | Fusobacterium periodonticum 336932
Complexo Roxo Parvimonas micra 332702
Actinomyces odontolyticus 179292 | Prevotella intermedia 256112
Veillonella parvula 10790% | Prevotella nigrescens 335632

Streptococcus constellatus 278232
Streptococcus gordonii 105582 |Complexo Vermelho
Streptococcus intermedius 273352 | Tannerella forsythia 430372
Streptococcus mitis 494562 | Porphyromonas gingivalis 332772
Streptococcus oralis 350372 | Treponema denticola B1P
Streptococcus sanguinis 105562 | Outras Espécies

Eubacterium saburreum 332712
Aggregatibacter 437182 | Gemella morbillorum 278242
actinomycetemcomitans a + b 295232 | Leptotrichia buccalis 142012
Capnocytophaga gingivalis 336242 | Neisseria mucosa 196962
Capnocytophaga ochracea 335962 | Prevotella melaninogenica 258452
Capnocytophaga sputigena 336122 | Propionibacterium acnes | + I 118272
Eikenella corrodens 238342 118282
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 332362 | Streptococcus anginosus 333972
Campylobacter rectus 332382 | Treponema socranskii S1b
Campylobacter showae 511462
Eubacterium nodatum 330992

2 ATCC (American Type Culture Collection); ® Forsyth Institute
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3.5.5 Checkerboard DNA-DNA hybridization

As suspensdes contidas nos tubos plasticos foram fervidas em banho-
maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adi¢do de 0,8 ml de acetato
de amoénia a 5M. Cada suspensdo de biofilme dental contendo o DNA livre foi
depositada em uma das canaletas do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA
— Figura 2) e transferida para a membrana de nylon (15 x 15 cm) com carga positiva
(Amersham Biosciences UK Limited, Buckinghamshire, Inglaterra). As duas ultimas
das 30 canaletas do Minislot foram ocupadas por controles contendo uma mistura
das espécies de microrganismos investigados pelas sondas, nas concentracdes
correspondentes a 10° e 108 células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada espécie,
respectivamente (SOCRANSKY et al., 1994c; HAFFAJEE et al.,1997). A membrana
foi removida do Minislot 30 e o DNA nela concentrado foi fixado por aguecimento em
forno a 120°C por 20 min. A membrana foi pré-hibridizada a 42°C, por 1 hora, em
uma solucdo contendo 50% formamida (Vetec Quimica Fina Ltda, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil), 1% caseina (Vetec), 5 x solucdo salina citratada (SSC) (1 x SSC=
150mM NacCl (Vetec), 15M de citrato de sodio (J.T.Baker, Edo. de Méx., México) , pH
7,0, 25mM de fosfato de sodio (NazHPO4, Labsynth) pH 6,5 e 0,5 mg/mL de RNA de
levedura (Sigma). Em seguida, a membrana foi posicionada no Miniblotter 45
(Immunetics, Cambridge, MA, EUA — Figura 3) com as linhas contendo o DNA das
amostras e dos controles posicionadas perpendicularmente as canaletas do aparato.
Em cada canaleta do Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA, diluida a
aproximadamente 20 ng/mL, em 130 uL de solucdo de hibridizacdo composta de
45% formamida, 5 x SSC, 20mM de Na2HPOs (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de
levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% caseina. A hibridizacéo

ocorreu dentro de um periodo minimo de 20 horas, a 42°C.

3.5.6 Deteccao das espécies

ApoOs o periodo de hibridizacdo, a membrana foi removida do Miniblotter
45 (Immunetcs), lavada por 40 minutos a 65°C numa solucdo adstringente composta
por 1% de SDS, 1mM de EDTA e 20mM de Na2HPOa4, a fim de remover sondas que
nao hibridizaram completamente. Em seguida, a membrana foi imersa por 1 hora em
uma solucao contendo 1% de acido maleico (C4H4O4, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH
(Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 0,5% caseina, pH 8,0, e, logo apos, por 30
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minutos, na mesma solucdo contendo o anticorpo anti-digoxigenina conjugado a
fosfatase alcalina (Roche) em uma concentracdo de 1:10.000. A membrana foi,
entdo, lavada 2 vezes, por 20 minutos, em uma solucédo de 0,1M de acido maleico,
3M de NaCL, 0,2M de NaOH, 0,3% de Tween 20, pH 8,0, e 1 vez, por 5 minutos, em
uma solucéo de 0,1M de Tris HCI, 0,1M de NaCl, pH 9,5.

Para a deteccdo dos sinais a membrana foi incubada por 45 minutos a
37°C em uma solucao detectora contendo substrato para fosfatase alcalina, CDP-
Star™ Detection Reagent (Amersham). Em seguida, a membrana foi colocada em
um cassete, Chassi Radiografico 30 x 40 cm (Konex, Séo Paulo, SP, Brasil), sob um
filme radiografico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por aproximadamente 40
minutos. O filme foi posteriormente revelado (Figura 4) manualmente pelo método
convencional temperatura-tempo, de acordo com orientacbes do fabricante. As
solucdes utilizadas foram da marca Kodak (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Séo
José dos Campos, SP, Brasil), mantidas a temperatura de 20°C.

A leitura dos filmes radiogréficos foi realizada por um Unico examinador
treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A leitura foi realizada 2
vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada sinal produzido por
uma determinada sonda na amostra de biofilme foi comparado, em intensidade, ao
sinal produzido pela mesma sonda nas 2 linhas de controles contendo 10° e 106
bactérias. Desta forma, o nimero 0 foi registrado quando ndo houve deteccao do
sinal; 1 equivaleu a um sinal menos intenso que o controle de 10° células; 2
equivaleu a 10° células; 3 entre 10° e 10° células; 4 a aproximadamente 10° células
e 5 mais de 10° células (Tabela 2). Estes registros foram utilizados para determinar

0s niveis das diferentes espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas.
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Colocar amostra em
150pl solugéo tampéo TE pH 7,6

Adicionar 100ul NaOH 0,5M

Ferver durante 10 minutos

Adicionar 800ul Acetato de
Amoénia 5M

Depositar amostras nas

Membrana de canaletas do MiniSlot 30

nylon

Fixar DNA na membrana a 120° C
Filtro por 20 min

Figura 1. Representacdo grafica do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA)
e resumo da preparacdo e colocacdo das amostras de biofilme subgengival na

membrana de nylon (técnica checkerboard DNA-DNA hybridization).

Pré-hibridizacdo a 42°C 1 hr

!

Girar membrana 90°

Canaletas de T N B Sondas de DNA gen6micas marcadas
hibridizacdo —— com digoxigenina

Hibridizac&o em buffer de
formamida a 42°C 20 hrs

Lavagem de alta adstringéncia em
solugdo tampéo SSC 0.4M a 65°C por
40 min

Membrana de nylon

|

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina 1:10.000

|

Detecc¢do por quimioluminescéncia com
CDP-Star ™ Detection Reagent

Figura 2. Representacdo grafica do Miniblotter 45 (Immunetics, Cambridge, MA,
EUA) e resumo das etapas de hibridizacdo e detecgcdo das espécies bacterianas
presentes nas amostras de biofilme subgengival (técnica checkerboard DNA-DNA
hybridization).
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Figura 3. Representacdo esquematica do padrdo de hibridizacdo entre as bactérias

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

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

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 N&o detectado 0
1 Menos de 10° células 10.000
2 Aproximadamente 10° células 100.000
3 Entre 10° e 106 células 500.000
4 Aproximadamente 10° células 1.000.000
5 Mais de 106 células 10.000.000
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3.6 Procedimentos terapéuticos
3.6.1 Terapia periodontal basica

ApOs o registro das medidas clinicas, todos os individuos foram
submetidos a sessdes de adequacdo do meio bucal que incluiam instrucdo de
higiene oral (IHO), raspagem supra gengival de todos os dentes (RSP) com
instrumentos manuais, desgaste de restauracfes em excesso, selamento provisorio
das lesbes cariosas cavitadas, curativos endoddnticos e exodontias. Durante as
sessBes de instrucdo 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 sessdes de RAR com
curetas Gracey, numeros 5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hufriedy) sob anestesia local.
Estas sessfes de RAR foram realizadas para ambos os grupos, por dois alunos
treinados do Mestrado em Odontologia da Universidade Guarulhos, com duracédo de
aproximadamente 1 hora e a terapia periodontal foi completada em 14 dias.

Os dois examinadores realizaram os exames clinicos e também a terapia
de RAR, porém aquele examinador responsavel pela execucdo da RAR ndéo
realizava os exames no mesmo individuo.

As necessidades adicionais de tratamento odontolégico, quando
observadas, foram encaminhadas as demais disciplinas da clinica odontologica da

prépria universidade.

3.6.2 Administracdo de metronidazol e amoxicilina sistémicos

Os individuos dos dois grupos receberam RAR e administracdo de 1,2
g/dia de metronidazol (400mg de 8/8 horas) combinado a 1,5 g/dia de amoxicilina
(500mg de 8/8 horas) via oral por 14 dias, iniciada em conjunto a terapia periodontal
basica. Os antibidticos foram manipulados especialmente para este estudo na
Farmacia de Manipulacdo Pharmédica (Sdo Paulo, SP, Brasil). Todas as capsulas
apresentaram a mesma coloracdo e tamanho, e foram estocados em frascos
plasticos leitosos com 21 unidades, devidamente codificados. Quanto ao controle da
ingestao da droga nos intervalos pré-determinados, os individuos foram orientados a
retornar na proxima semana a clinica de Odontologia-UNG, trazendo o frasco vazio

para depois receber outro frasco contendo a mesma medicacdo. Além disso,
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também foram monitorados de 4 em 4 dias, pessoalmente ou via telefone, por um
aluno de iniciacdo cientifica. Apos o término do periodo de administracdo da droga
e/ou placebo, os individuos responderam a um questiondrio sobre possiveis reacdes
adversas da medicacéo.
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Abstract

Aim: To compare the clinical and microbiological effects of the use of metronidazole
(MTZ) and amoxicillin (AMX) as adjuncts to scaling and root planing (SRP) for the

treatment of chronic periodontitis (ChP) in diabetic and non-diabetic subjects.

Material and Methods: Twenty-nine type 2 diabetic subjects and 29 non-diabetic
subjects with generalized ChP received SRP with MTZ [400 mg/thrice a day
(TID)][+AMX (500mg/TID) for 14 days. Subgingival biofilm samples were analyzed
by checkerboard DNA-DNA hybridization for 40 bacterial species. Clinical and
microbiological monitoring was performed at baseline, 3, 6 and 12 months post-

therapy.

Results: All periodontal parameters and the proportion of the red complex improved
for both groups up to 1l-year post-therapy (p<0.05). The diabetic group presented
lower clinical attachment (CA) gain from baseline to 1-year post-therapy and higher
mean proportions of the red and orange complexes at 1 year than the non-diabetic
group (p<0.05). The mean reductions of sites with probing depth (PD) = 5mm and =
6mm between the baseline and 1-year evaluation did not differ significantly between
groups (p>0.05). Furthermore, 68.9% and 75.9% of non-diabetic and diabetics
subjects, respectively, reached the clinical endpoint for treatment (<4 sites with PD

=5 mm) at 1-year post-therapy (p>0.05).

Conclusions: Type 2 diabetic subjects presented a trend toward a worse response
in terms of CA gain and microbial profile, but reached the clinical endpoint for

treatment at 1-year post-therapy comparable to the non-diabetic ones.
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Introduction

The clinical and microbiological endpoints for a successful periodontal therapy
include the gain in clinical attachment and reductions in probing depth (PD), signs of
inflammation and proportions of pathogenic bacterial species, and ultimately,
impediment of disease progression. Although scaling and root planing (SRP) is an
essential procedure in the treatment of periodontitis, when applied alone, it may not
lead to effective clinical and microbiological changes in order to achieve these

endpoints successfully.

Therefore, systemic antibiotics have been suggested as adjunctive therapies
able to overcome some limitations of SRP, especially in patients with advanced
periodontitis and increased risk of disease progression. A recent systematic review
compiling data from 13 randomized clinical trials (RCT) demonstrated that, in
general, systemic antibiotics as adjuncts to SRP provided more clinical benefits than
SRP alone in the treatment of diabetic subjects with periodontitis (Grellmann et al.
2016). In this review, 10 RCT evaluated the effects of doxycycline (Grossi et al.
1997, Llambés et al. 2005, Singh et al. 2008, O’Connell et al. 2008, Al-Zahrani et al.
2009, Deo et al. 2010, Gilowski et al. 2012, Gaikwad et al. 2013, Tsalikis et al. 2014,
Al-Nowaiser et al. 2014), one amoxicillin plus clavulanate (Rodrigues et al. 2003),
one azithromycin (Botero et al. 2013) and one the combination of metronidazole
(MTZ) and amoxicillin (AMX) (Miranda et al. 2014). In the light of the results of the

abovementioned systematic review (Grellmann et al. 2016), it is possible to verify
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that the single RCT (Miranda et al. 2014) evaluating the association of MTZ and AMX

showed better clinical outcomes than the RCTs evaluating other antibiotic protocols.

Although a considerable number of studies have tested different therapeutic
protocols for subjects with DM, few of them have compared the efficiencies of such
therapies between diabetic and non-diabetic subjects. Some investigations have
showed that diabetic and non-diabetic subjects do not differ in short-term or long-
term clinical responses after non-surgical or surgical periodontal treatment (Tervonen
et al. 1991 Westfelt et al. 1996, Christgau et al. 1998, Sonoki et al. 2006, da Cruz et
al. 2008, Kardesler et al. 2010). On the other hand, other studies have demonstrated
that diabetic subjects present a worse periodontal response in relation to some
parameters when compared to systemically healthy subjects after periodontal
therapy (Correa et al. 2008, Navarro-Sanchez et al. 2007, Kardesler et al. 2011,
Altamash et al. 2016). Despite the previous findings highlighting great benefits of
MTZ plus AMX as adjuncts to SRP over SRP alone in type 2 diabetic patients
(Miranda et al. 2014, Tamashiro et al. 2016), the effects of this protocol have not yet
been compared between diabetic and non-diabetic patients so far. Therefore, the aim
of this study was to compare the clinical and microbiological effects of the use of
MTZ and AMX as adjuncts to SRP for the treatment of chronic periodontitis (ChP) in

diabetic and non-diabetic subjects.

Material and Methods

Sample size calculation

The ideal sample size to assure adequate power for this study was based on

the percentage (%) of patients reaching <4 sites with PD =5mm, which was

considered a clinical endpoint of therapy in a previous study (Feres et al. 2012).
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Considering a difference of 30 percentage points (pp) between diabetic and control
group for volunteers achieving this clinical endpoint at 1 year post-treatment (Feres
et al. 2012) and a significance level of 5%, 29 subjects per group would be
necessary to provide a power of 80%. Therefore, 29 diabetic and 29 non-diabetic
subjects with ChP that received SRP plus MTZ (400 mg) and AMX (500 mg) for 14

days were randomly selected from our database and analyzed in the current study.

Subject population

The study population comprised patients from a database of The Center for
Clinical Research at Guarulhos University (Latin America, Brazil). Fifty-eight
subjects, 29 subjects with type 2 diabetes mellitus (DM) and 29 non-diabetic patients
with untreated generalized ChP (Armitage 1999) were obtained from this database.
All subjects participated of one of RCTs conducted in this center between December
2009 and October 2012. The eligible subjects were informed of the nature, potential
risks and benefits of their participation in respective RCT and signed an informed
consent form. The Guarulhos University Clinical Research Ethics Committee

approved all RCTs conducted with these patients.

Inclusion and exclusion criteria

General

General inclusion criteria were: = 30 years of age, at least 15 teeth (excluding
third molars and teeth with advanced decay indicated for extraction), more than 30%
of the sites with PD and clinical attachment level (CAL) =2 4 mm and bleeding on
probing (BoP) at baseline and a minimum of six teeth with at least one site with PD
and CAL =25 mm.
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General exclusion criteria were: pregnancy, breast-feeding, current smoking
and smoking within the past 5 years, subgingival periodontal therapy in the previous
12 months, antimicrobial therapies during the previous 6 months, medical conditions
requiring prophylactic antibiotic coverage, continuous use of mouthrinses containing
antimicrobials in the preceding 3 months, systemic conditions (except DM) that could
affect the progression of periodontitis (e.g. immunological disorders, osteoporosis),
long-term administration of anti-inflammatory and immunosuppressive medications,

allergy to MTZ and/or AMX and extensive prosthetic rehabilitation.

Subjects with DM

Inclusion criteria for diabetic patients were: diagnosis of type 2 DM for =2 5
years, DM treatment with diet and insulin supplementation or oral hypoglycemic

agents, glycated hemoglobin (HbALlc) levels = 6.5% < 11%.

Exclusion criteria for diabetic patients were: major complications of DM
including cardiovascular and peripheral vascular diseases (ulcers, gangrene and

amputation), neuropathy and nephropathy.

Treatment protocol

Firstly, subjects received supragingival plague and calculus removal,
extraction of teeth with advanced decay, provisional restoration and filling overhang
removal, as necessary. They were also instructed regarding the brushing technique
and received the same brand of toothpaste during the course of the study (Colgate
Total®, Colgate Palmolive Co., Sado Paulo, SP, Brazil). Trained periodontists
performed SRP in four to six appointments lasting approximately 1 h each, using
manual curettes (Hu-Friedy, Chicago, IL, USA) and ultrasonic device (Cavitron
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Select SPC, Dentsply professional, York, PA, USA) under local anesthesia.
Periodontal therapy was completed in 14 days. The end point for each SRP
appointment was the “smoothness of the scaled roots”, which was checked by the
respective RCT coordinator. Immediately after the first session of SRP, the subjects
received MTZ (400 mg thrice a day [TID] for 14 days) and AMX (500 mg TID for 14
days). Local antimicrobials were not used during the course of the study. Supportive

therapy sessions were performed at 3, 6, 9 and 12 months post-therapies.

Compliance and adverse events monitoring

An assistant monitored the compliance to antibiotics intake by calling the
patients 3 times a week during the medication period. The subjects were asked to
bring the bottles back at the end of each week, which were checked for any possible
remaining pills of antibiotics/placebos. On the 14" day of the medication, subjects
answered a questionnaire (administered by the assistant) about any self-perceived

side effects.

Clinical monitoring

Subjects received clinical monitoring at baseline, 3, 6 and 12 months post-
therapies. Intra-examiner calibrations were performed to calculate the standard error
of measurement. Intra-examiner variability varies between 0.21 and 0.23 mm for PD
and between 0.24 and 0.25 mm for CAL. The intra-agreement for categorical
variables (e.g. BoP) was >85% (Kappa-light test) for all examiners. Due to the nature
of this study in which the data were extracted from a database, inter-examiner
calibration could not be performed. Visible plague (presence/absence), BoP

(presence/absence), suppuration (presence/absence), PD (mm) and CAL (mm) were
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assessed at six sites per tooth excluding third molars using the manual periodontal

probe (North Carolina - Hu-Friedy, Chicago, IL, USA).

Microbiological monitoring

Microbiological monitoring was performed at baseline, 3 and 12 months post-
therapies. Subgingival biofilm samples per patient were collected from six non-
contiguous interproximal sites presenting no furcation involvement; two sites from
each of the following baseline PD categories: shallow (PD<3mm), moderate (PD=4-
6mm) and deep (PD=7 mm). After supragingival plaque removal, the biofilm was
collected using individual sterile mini-Gracey curettes and evaluated for 40 bacterial
species by checkerboard DNA-DNA hybridization, as previously described (Mestnik

et al. 2010).

Primary and secondary outcome variables

The primary outcome variable was the difference between groups for the
percentage of subjects reaching the clinical endpoint of therapy (i.e. <4 sites with
PD25mm) (Feres et al. 2012). Secondary outcome variables were differences
between groups for: full-mouth PD and CAL, full-mouth percentages of sites with
plague, BoP, suppuration and full-mouth number and percentage of PD 25mm and
PD =6mm, changes in the number and percentage of sites PD 25mm and PD =6mm
from baseline to 12 months, PD and CAL changes from baseline to 12 months at full-
mouth, moderate and deep sites, proportions and changes in proportion from
baseline to 12 months in bacterial species, proportion of the microbial complexes

(Socransky et al. 1998) and occurrence of adverse events.
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Statistical Analysis

The statistician performed all analyzes blindly. Clinical and microbiological
parameters were computed per subject and across subjects in both groups. Changes
in PD and CAL in full-mouth, moderate and deep sites, in bacterial proportions and in
number of sites with PD 25 mm and PD =6 mm were averaged per subject and then
across subjects in each group. The significance of differences between groups for
age, clinical and microbiological parameters at baseline were compared by the
Student’s t-test and in the other time-points by Analysis of Covariance (ANCOVA),
with adjustments for baseline values. ANCOVA with adjustments for baseline values
was also used to detect differences between groups in the mean changes of PD,
CAL, number and percentage of sites with PD = 5 mm = 6 mm and proportions of
bacterial species. Repeated measures ANOVA and the Tukey’s tests were used to
detect differences within each group over time for clinical parameters. Friedman and
the Dunn’s tests were used to detect differences within each group over time for
microbiological parameters. The Chi-square test was used to compare the frequency
of gender and the Fisher's exact test the number of subjects that achieved or did not
achieve the clinical endpoint for treatment (i.e. <4 sites with PD =25 mm) (Feres et al.
2012) at 1-year post-therapies and, frequency of subjects reporting adverse effects
between groups. The level of significance was set at 5%. The data were evaluated

using intention-to-treat analysis with last observation carried forward.
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Results

Subject retention, compliance and adverse effects

Figure 1 presents the flow diagram of the study design. Fifty-eight subjects (29 non-
diabetic and 29 diabetic) were selected in the database for the current study. Two
subjects from the diabetic group were lost while no subject was lost in the control
group over the course of the study. Fifty-seven subjects informed full adherence to
the use of medications and, the empty bottles confirmed this information. One
subject from the diabetic group had two pills left in the bottles on the 14™ day. Seven
and fourteen subjects from the non-diabetic and diabetic groups, respectively,
reported at least one adverse effect of the medications, including headache,
diarrhea, metallic taste, vomiting and irritability. No significant differences between

groups were observed for the number of subjects reporting adverse effects (p>0.05).

Clinical results

Table 1 presents the demographic characteristics and the full-mouth clinical
parameters at baseline, 3, 6 and 12 months post-therapy. There were no differences
between groups for gender and age. Both groups exhibited statistically significant
improvements in all clinical parameters at 3, 6 and 12 months post-therapy when
compared to the baseline (p<0.05). The diabetic group presented higher mean CAL

than the non-diabetic group at 3, 6 and 12 months post-therapy (p<0.05).

Table 2 presents the mean PD reduction and CAL gain from baseline to 1-
year post-therapy. The diabetic group presented lower clinical attachment (CA) gain
than the non-diabetic from baseline to 1-year post-therapy considering the full-mouth,

moderate and deep sites (p<0.05).
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Table 3 presents the mean number of sites with PD = 5mm and PD = 6mm at
baseline, 3, 6 and 12 months post-therapy. There were significant reductions in the
mean number of sites with PD = 5mm and PD = 6mm at 3, 6 and 12 months post-
therapy when compared to baseline for diabetic and non-diabetic subjects (p<0.05).
Furthermore, the mean number of sites with PD = 5mm and = 6mm at 3, 6 and 12
months as well as their reductions from baseline to 1-year evaluation did not differ

significantly between groups (p>0.05).

The number and percentage of subjects achieving the clinical endpoint for
treatment according to Feres et al. (2012) (i.e. <4 sites with PD = 5mm) at 1 year
(primary outcome variable) is presented in Table 4. 68.9% and 75.9% of the non-
diabetic and diabetics subjects, respectively, reached this outcome at 1-year post-
therapy. The number of subjects who achieved the clinical endpoints did not differ

significantly between groups (p>0.05).

Microbiological results

Figure 2 presents the mean proportion at baseline, 3 and 12 months post-
therapy and the mean changes in proportion from baseline to 1-year post-therapy of
the 40 bacterial species evaluated. When compared to the baseline, the proportions
of 13 and 6 bacterial species altered significantly in the non-diabetic and diabetic
groups, respectively (p<0.05). The three pathogens of the red complex (Tannerella
forsythia, Porphyromonas gingivalis and Treponema denticola) and two species of
the orange complex (Eubacterium nodatum and Prevotella intermedia) reduced while
Treponema socranskii, Prevotella melaninogenica, Campylobacter gracilis, Eikenella
corrodens, Capnocytophaga gingivalis, Actinomyces odontolyticus, Actinomyces oris

and Actinomyces gerencseriae increased in the non-diabetic group (p<0.05). T.
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forsythia, P. gingivalis and Fusobacterium periodonticum reduced while T. socranskii,
Capnocytophaga sputigena and Actinomyces naeslundii increased in the diabetic
group (p<0.05). There was greater reduction in the mean proportion of Streptococcus
mitis, C. sputigena, P. intermedia, P. gingivalis, T. denticola and Leptotrichia buccalis
in the non-diabetic than in the diabetic group from baseline 1l-year post-therapy
(p<0.05). On the other hand, there was greater increase in the mean proportions of
A. gerencseriae, A. oris, C. gingivalis, Capnocytophaga ochracea and
Propionibacterium acnes in the non-diabetic than in the diabetic group from baseline

1-year post-therapy (p<0.05).

Figure 3 presents the mean proportion of the microbial complexes at baseline
and 1-year post-therapy for non-diabetic and diabetic groups. The proposed therapy
led to significant reductions in the proportion of the red and orange complexes and
increases in the Actinomyces group, green complex and “others” in the non-diabetic
group at 1-year post-therapy (p<0.05). In addition, this therapeutic protocol also led
to a significant reduction in the proportion of the red complex and increase in green
complex in the diabetic group (p<0.05). The non-diabetic group presented lower
proportion of Actinomyces spp. at baseline and of the red and orange complexes at

1-year post-therapy than the diabetic group (p<0.05).

Discussion

This study compared for the first time the effects of the combination of MTZ
plus AMX as adjuncts to SRP between diabetic and non-diabetic. Overall, results
demonstrated that this therapeutic protocol provided clinical and microbiological
benefits for both groups at 1-year post-therapy. Non-diabetic subjects exhibited

greater clinical and microbiological improvements than subjects with type 2 DM in
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certain parameters, specifically in the reduction of CAL and some periodontal
pathogens. Despite these differences between groups, ~69% of the non-diabetic
subjects and ~76% of the diabetic subjects achieved the clinical endpoint for
treatment (primary outcome variable; i.e. <4 sites with PD = 5 mm) (Feres et al.
2012) at 1 year. In addition, non-diabetic and diabetic subjects did not significantly
differ in other important clinical parameters, including the reduction in PD and in
number of sites with PD =2 5 mm and =26 mm. Therefore, the findings of the current
study indicate that despite a trend toward a worse response for diabetic subjects in
the clinical attachment gain and microbial profile after therapy, diabetic and non-
diabetic subjects remained with comparable low levels of residual pockets and,

consequently, risk of disease progression and need of retreatment.

Although some studies have compared the effects of different periodontal
therapies between non-diabetic and diabetic subjects, neither of them has employed
systemic antibiotic as adjuncts to SRP, hampering a more straight comparison with
the findings of the current study. Previous studies reported none or minor differences
between non-diabetic and diabetic subjects in clinical parameters after mechanical
therapy (Tervonen et al. 1991, Christgau et al. 1998, Sonoki et al. 2006, da Cruz et
al. 2008, Gongalves et al. 2008, Correa et al. 2008). On the other hand, other
investigations have shown higher mean of PD, CAL and percentage of sites with PD
=4mm in diabetic than non-diabetic subjects post-SRP. Different findings among
studies may be attributed to differences in methodological aspects including baseline
disease severity, implementation of maintenance therapy, glycemic control of the
diabetic subjects, type of DM, type of mechanical therapy (one session full-mouth
debridement or quadrant-wise SRP), manner of data presentation and period of

evaluation. In the current study, the only clinical difference between groups remains
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in the CAL. Despite the statistical adjustment for baseline values, the uncontrolled
type 2 diabetic subjects presented higher levels of CAL and lower clinical attachment
gain in full-mouth, moderate and deep sites than the non-diabetic subjects up to one-
year follow up. On the other hand, both groups did not differ in mean full-mouth PD,
PD reduction in full-mouth, moderate and deep sites, number/percentage of sites
with PD =2 5 mm and = 6 mm as well as number/percentage of subjects that achieved
the clinical endpoint (i.e. <4 sites with PD =5 mm) (primary outcome variable).
Therefore, it seems that the pocket healing after the proposed therapy in the diabetic
subjects was related more to gingival recession than gain of attachment. Most
importantly, the majority of diabetic and non-diabetic subjects remained with low
levels of residual pockets after the adjunctive use MTZ plus AMX and, consequently,
under low risk for further attachment loss and low need of retreatment procedures,
such as open flap debridement (Matuliene et al. 2008, 2010). Whenever possible,
periodontal surgery should be avoid because it involves greater cost and time and
increased risk of root exposure, aesthetic defects and morbidity, especially in diabetic

patients who have poorer wound healing (Tsourdi et al. 2013).

Of note, studies that employed open-flap debridement in the treatment of
diabetic subjects with periodontitis demonstrated lesser promise results in terms of
residual pockets than the current study that used adjunctive AMX plus MTZ. Westfelt
et al. (1996), for example, observed ~12% and ~16% of sites with PD = 4mm for non-
diabetic and diabetic, respectively, at 1 year after open-flap debridement. In the
current study, the percentage of sites with PD 24 mm was 12% (data not shown) for
both non-diabetic and diabetic subjects at one-year. Altamash et al. (2016)
demonstrated that mean number of sites with PD =26 mm decreased by 73% and by

44% for diabetics and non-diabetic subjects, respectively, at 6 month after surgical
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debridement. On the other hand, in the present study, the mean number of sites with
PD=6 mm decreased by ~92.5% and by 96% for non-diabetic and diabetic subjects,
respectively, at 6 months. Therefore, it seems that diabetic subjects respond worse
to surgical therapy than non-diabetic subjects, but diabetic and non-diabetic subjects
respond similarly to adjunct use of MTZ and AMX. Furthermore, it seems that the use
of MTZ and AMX adjuncts to SRP promotes better clinical outcomes than surgical
therapy, further reinforcing the advantages this antibiotic combination for the

treatment of diabetic subjects with ChP.

Few investigations have focused on comparison of the microbiological effects
of periodontal therapies between non-diabetic and diabetic subjects. A previous
investigation using culture technique reported that the elimination of P. gingivalis was
more effective in systemically healthy than diabetic patients after non-surgical
therapy (Christgau et al. 1998). On the other hand, another study, using conventional
PCR, did not find any differences regarding the frequency of detection of P.
gingivalis, T. forsythia and Aggregatibacter actinomycetemcomitans after SRP of
diabetic and non-diabetic subjects (da Cruz at al. 2008). In the current study, the
microbiological results showed that non-diabetic subjects exhibited greater reduction
in the proportions of some pathogenic species and remained with lower proportions
of the red and orange complexes than the diabetic subjects at 1 year after therapy.
However, it is important to highlight that even diabetic subjects exhibited a worse
microbial profile than non-diabetic subjects at one-year post-treatment; this did not
yield major clinical consequences. The previous RCT involving these diabetic
subjects demonstrated that most of them (~75.9%) achieved the clinical endpoint for
treatment (i.e. <4 sites with PD =25 mm) at 1 year post-therapy and maintained this

condition up to two years (Miranda et al. 2014, Tamashiro et al. 2016). In fact, RCTs
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and systematic reviews have shown that the use of MTZ+AMX yielded considerable
advantages over SRP alone in the treatment periodontitis of subjects with or without
risk factors (Sgolastra et al. 2012, Zandbergen et al. 2013, Fritoli et al. 2015,

Zandbergen et al. 2016, Grellmann et al. 2016).

The main strength of this study is to be the first to directly compare the clinical
and microbiological effects of adjunctive MTZ and AMX between type 2 diabetic and
non-diabetic subjects. A weakness is that data were obtained from database and,
therefore, some methodological aspects including inter-examiner calibrations could
not be totally controlled. However, all subjects were treated in RCTs developed in the
same research center using the same inclusion/exclusion criteria and therapeutic

protocol.

In conclusion, type 2 diabetic subjects presented a trend toward a worse
response in terms of CA gain and microbial profile, but reached the clinical endpoint

for treatment at 1-year post-therapy comparable to the non-diabetic ones.
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Assessed for eligibility (n = 210)]

Excluded (n =152)

|| Reasons:

Not meeting inclusion criteria (n = 147)
Declined to participate (n = 5)

—

Non-diabetic
(n=29)

Lost to follow up (n =0)
Complete data (n =29)
Analysed (n=29)

|

Diabetic
(n=29)
[

Lost to follow up (n = 0)
3 months | Complete data (n = 29)

Lost to follow up (n = 0)
Complete data (n = 29)
Analysed (n=29)

Analysed (n=29)

Lost to follow up (n =2)
6 months | Reason: could not be contacted

Lost to follow up (n = 0)
Complete data (n =29)
Analysed (n=29)

Complete data (n =27)
Analysed (n=29)

1 year | Lost to follow up (n = 0)

Figure 1 - Flow chart of the study design.

Complete data (n = 27)
Analysed (n=29)
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Table 1 - Demographic characteristics of the study population and mean (+ SD) of

full-mouth clinical parameters for both groups at baseline and follow-up visits.

Groups
Variable Time-point Non-diabetic Diabetic p-value

(n=29) (n=29)

Gende (M/F) Baseline 12/17 12/17
Age (years) Baseline 48.9 + 8.6 54.0+8.2 0.54
Baseline 3.69 £ 0.63?2 3.64 £0.592 0.766
PD (mm) 3 months 2.56 +0.38° 2.65+0.18" 0.239
6 months 2.51+0.37° 2.58 +0.22" 0.390
12 months 2.48 +0.39° 2.53+0.22" 0.612
CAL (mm) Baseline 4.13+0.832 459 +1.232 0.100
3 months 3.19+0.74° 3.84+0.96° 0.005
6 months 3.18+0.77° 3.67+0.91° 0.032
12 months 3.12+0.72° 3.73+0.95° 0.007
Baseline 77.5+16.0° 77.8+21.0° 0.990

Plaque 3 months

accumulation 40.0 £ 24.5° 30.2+17.5° 0.084
(% sites) 6 months 35.8+26.2° 26.8 + 15.6° 0.123
12 months 35.1+21.0° 32.0+12.6° 0.487
Baseline 61.3+22.52 40.7 £ 14.02 0.055
BOP 3 months 15.1 £17.0° 9.7+4.09°" 0.067
(% sites) 6 months 13.5+12.4° 9.4+52° 0.128
12 months 12.5+21.4° 10.6 +5.7° 0.646
Baseline 3.3+6.22 3.3+x4.62 0.990
Suppuration 3 months 0.0+0.1° 0.1+0.6° 0.333
(% sites) 6 months 0.0+0.0° 0.1+0.3° 0.091
12 months 0.0+0.2° 0.2+0.6° 0.255

M: Male; F: Female; PD: probing depth; CAL: clinical attachment level, BOP: Bleeding on Probing; SD:
standard deviation. Different letters indicate significant differences over time by repeated measures
ANOVA and Tukey’s tests (p<0.05). The significance of differences between groups for age and
clinical parameters at baseline were compared by the t-test (p>0.05). The significance of differences
between groups for clinical parameters at 3, 6 and 12 months were assessed by ANCOVA with
adjustments for baseline values (p<0.05). There were no differences between groups for gender by
the Chi-square test (p>0.05).
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Table 2 - Mean PD reduction and CA gain (z SEM) between baseline
and 12 months post-therapy.

Groups
Site category Variable Non-diabetic Diabetic ANCOVA

(mm) (n=29) (n=29) p-value
Full-mouth PD 1.18 + 0.05 1.13 + 0.05 0.4658
CAL 0.98 + 0.07 0.79 + 0.07 0.0092
PD 1.85 + 0.07 1.80 + 0.07 0.6574

bPD
4-6mm CAL 1.62 + 0.08 1.34 + 0.08 0.0234
PD 3.92 +0.17 3.89+0.18 0.6208

bPD
>7mm CAL 3.33+0.16 2.90 +0.17 0.0374

b: baseline; PD: probing depth; CAL: clinical attachment level; SEM: standard error of
the mean. A p-value <0.05 indicates differences between treatment groups by ANCOVA
with adjustments for baseline values.



Table 3 - Mean number (x SD) of sites with PD = 5mm and PD=6 mm at
baseline and follow-up visits.

Groups
Variable Time-point Non-Diabetic Diabetic p-value
(n=29) (n=29)

Baseline 33.55+18.61 32.24 + 18.682 0.790

3 months 4,72 £6.21° 4,55+ 3.30° 0.895

PD=5 mm 6 months 423 +5.17° 3.32+ 263" 0.517
12 months 4,12 +4.80° 4.00 + 3.39° 0.729

0-12 months 27.93+0.74 28.83+0.74 0.629

Baseline 17.27 £ 15.592 15.03 £ 12.492 0.548

3 months 1.31+1.948° 0.93+1.31° 0.387

PD=6 mm 6 months 1.14+1.726° 0.57 £0.92° 0.129
12 months 0.86 + 1.575° 0.90 + 1.50° 0.990

0-12 months 15.33 £ 0.27 15.21 £ 0.27 0.753

PD: probing depth; SD: standard deviation. Different letters indicate significant differences over
time by repeated measures ANOVA and Tukey's tests (p<0.05). The significance of differences
between groups at baseline were compared by the t-test (p>0.05). The significance of differences
between groups at 3, 6 and 12 months was assessed by ANCOVA with adjustments for baseline
values (p<0.05).
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Table 4 - Number and percentage of subjects who achieved or did not achieve the
clinical endpoint for treatment (i.e. <4 sites with PD =25 mm) according to Feres et al.

(2012), at 1-year post-therapies.

Groups
Clinical Non-Diabetic Diabetic Fisher
endpoint (n = 29) (n=29) p-value
Achieved 20 (68.9%) 22 (75.9%)
0.4742
Not achieved 9 (31.1 %) 7 (24.2 %)

There were no differences between groups by the Fisher’s exact Test (p>0.05).
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A.gerencseriae
A.israelii
A.naeslundii
A.oris
A.odontolyticus
V.parvulla
S.gordonii
S.intermedius
S.mitis

S.oralis
S.sanguinis

Aa
C.gingivalis
C.ochracea
C.sputigena
E.corrodens
C.gracilis
C.rectus
C.showae
E.nodatum
F.nucleatum.ssp.nucleatum
F.nucleatum.ssp.polymorphum
F.nucleatum.ssp.vincentii
F.periodonticum
P.micra
P.intermedia
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Figure 2 - Mean proportion (%) at baseline, 3 and 12 months post-therapy and mean changes in
proportion from baseline to 1-year post-therapy of the 40 bacterial species evaluated. The species
were ordered according to the microbial complexes described by Socransky et al. (1998). The
significance of differences in the mean proportion of the bacterial species over time was assessed by
the Friedman and Dunn’s tests, and adjusted for 40 comparisons. The significance of differences
between groups in the mean changes in proportion of the bacterial species from baseline to 1 year
was assessed by ANCOVA, with adjustments for baseline values (*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001).
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Baseline 1 year

Non-diabetic

Figure 3 - Pie charts of the mean proportion of each microbial complex at baseline and 1-year post-
therapy for non-diabetic and diabetic groups. The colors represent the different complexes described
by Socransky et al. (1998). The gray color represents species that did not fall into any complex, and
Actinomyces species are represented in blue. The significance of differences between baseline and 1-
year post-therapy was assessed using the Wilcoxon test (***p<0.001, and *p<0.05). The significance
of differences between groups at each time point was assessed using the Mann-Whitney test
(p<0.05).
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