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RESUMO

Estudos sugerem que o controle estrito do biofilme supragengival por meio do
enxague com clorexidina (CLX) melhora os resultados de diferentes tratamentos
periodontais. O cloreto de cetilpiridinio (CPC) € um agente antibacteriano eficaz e
gera menos efeitos colaterais do que a CLX, mas nunca foi testado como adjuvante
ao tratamento da periodontite. Objetivo: avaliar os efeitos clinicos e microbiolégicos
de dois protocolos de higiene bucal contendo CLX e / ou CPC, utlizados em
diferentes fases do tratamento periodontal. Materiais e Métodos: 80 individuos com
periodontite foram designados aleatoriamente para receber um dos seguintes
protocolos de tratamento: raspagem e alisamento radicular (RAR) combinado com
(A) CPC 0,075% + Zinco 0,28% + Fluoreto 0,05% (por 12 meses) e (B): CLX 0,12%
(por 2 meses) e CPC 0,075% + Zinco 0,28% + Fluoreto 0,05% (por 10 meses). Os
individuos receberam RAR em 14 dias e realizaram bochechos com 20 mL das
respectivas solucdes grupo A ou B) por 1 minuto, 2 vezes / dia, iniciando na primeira
sessdo de RAR. Os individuos foram monitorizados por avaliagdo clinica e
microbioldgica no inicio e ao longo do estudo. Resultados: Os dois protocolos de
tratamento melhoraram os parametros clinicos e microbioldgicos apds 12 meses de
acompanhamento. O grupo que bochechou CLX/CPC obteve menores indices de
acumulo de biofilme, sangramento gengival, sangramento a sondagem, e niumeros
de sitios com profundidade de sondagem (PS) = 4 mm apds dois meses da terapia
(p<0,05). Ao final do tratamento, mais participantes do grupo CLX/CPC atingiram a
meta clinica para tratamento (4 sitios com PS =5 mm). Conclusdo: Ambos os
tratamentos levaram a uma melhora dos parametros clinicos aos 12 meses apos 0
tratamento. O uso do bochecho com CLX nos primeiros dois meses proporciona ao
paciente mais chance de atingir os melhores resultados clinicos e microbiolégicos

aos 12 meses apos o tratamento.

Palavras-chave: Periodontite, Raspagem Dentaria, Aplainamento Radicular,
Antissépticos Bucais, Clorexidina, Cetilpiridinio.



ABSTRACT

Studies suggest that strict control of supragingival biofilm through chlorhexidine rinse
(CLX) improves the results of different periodontal treatments. Cetylpyridinium
chloride (CPC) is an effective antibacterial agent and has fewer side effects than
CLX, but it has never been tested as an adjunct to the treatment of periodontitis.
Objective: to evaluate the clinical effects of two oral hygiene protocols containing
CLX and / or CPC, used in different stages of periodontal treatment. Materials and
Methods: 80 individuals with periodontitis were randomly assigned to receive one of
the following treatment protocols: scaling and root planing (SRP) combined with (A)
0.075% CPC + Zinc 0,28% + Fluoride 0,05% (for 12 months) and (B): CLX 0.12%
(for 2 months) and CPC 0.075% + Zinc 0,28% + Fluoride 0,05% (for 10 months). The
individuals received SRP in 14 days and performed mouthwashes with 20 mL of the
respective solutions (group A or B) for 1 minute, 2 times / day, starting in the first
RAR session. The subjects were monitored by clinical and microbiological evaluation
at the beginning and throughout the study. Results: Both treatment protocols
improved clinical and microbiological parameters after 12 months of follow-up. The
group that rinsed CLX / CPC had better rates of biofilm accumulation, gingival
bleeding, bleeding on probing, and number of sites with probing depth (PS) = 4 mm
after two months of therapy (p <0.05). At the end of treatment, more participants in
the CLX / CPC group reached the clinical endpoint for treatment (<4 sites with PS =5
mm). Conclusion: Both treatments led to an improvement in clinical parameters at 12
months after treatment. The use of mouthwash with CLX in the first two months gives
the patient a better chance of achieving the best clinical and microbiological results at

12 months after treatment.

Key words: Periodontitis, Dental Scaling, Root Planing, Mouthwashes,
Chlorhexidine, Cetylpyridinium.
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

1.1 Etiologia e patogénese da periodontite

A periodontite € uma doenca de carater infeccioso e inflamatério
associada ao biofilme dentario disbidtico, que invade o ambiente subgengival e gera
uma resposta inflamatéria persistente e desequilibrada, que resulta na destruicdo do
tecido de sustentacdo do dente (GRAVES, 2008; PAPAPANOU et al., 2018). E um
importante problema de saude publica por ser considerada a sexta doenca crénica
nao transmissivel mais prevalente, € causadora de perdas funcionais e tem um
impacto negativo plausivel na saude geral. (MARCENES et al., 2013; KASSEBAUM
et al., 2017). Suas principais caracteristicas incluem a perda do tecido periodontal,
clinicamente manifestada através da perda de insercao clinica (IC) e perda 6ssea
alveolar, presenca de bolsas periodontais e sangramento a sondagem (SS)
(LINDHE; LANG; KARRING, 2010; PAPAPANOU et al., 2018).

O biofilme periodontopatogénico € uma comunidade de microrganismos
complexa composta por microcoldnias aderidas na superficie do dente no ambiente
supra e subgengival, considerado fator etiolégico da doenca periodontal
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Essa complexidade se deve ao fato da relativa
abundéncia de nutrientes disponiveis na cavidade oral e a capacidade de
coagregacao entre as espécies (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Os
microrganismos considerados patogénicos e associados tanto a gengivite quanto a
periodontite sdo, na maioria das vezes, Gram-negativos, anaerobios, dotados de
motilidade e, menos frequentemente, microaerofilos (SOCRANSKY & HAFFAJEE,
2002, 2005). Em1998, apds a publicacdo sobre os complexos microbianos do
biofilme subgengival (SOCRANSKY et al.,, 1998), algumas espécies bacterianas
reunidas nos complexos amarelo, verde, roxo e o grupo azul foram associadas a
saude. Enquanto, as trés espécies do complexo vermelho, Tannerela forsythia,
Porphyronomas gingivalis, Treponema denticola, foram fortemente associadas ao
aumento do SS e da profundidade de sondagem (PS) (SOCRANSKY et al., 1998;
SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Conforme acontece um aumento quantitativo das
espécies bacterianas e uma mudancga na propor¢cdo desses tipos morfolégicos,

alteracbes inflamatérias importantes sdo estabelecidas no tecido periodontal
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induzidas pelo biofilme. (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002; KINANE;
STATHOPOULOU; PAPAPANOU, 2017).

Esse avanco na compreenséo da etiologia das doencas periodontais so
foi possivel devido a melhoria das tecnologias para diagnostico microbioldgico.
Métodos como imunoensaios, PCR (Polymerase Chain Reaction) e sondas de DNA
(DeoxyriboNucleic Acid) permitiram a identificacdo de espécies dificeis de serem
identificadas pelos métodos tradicionais, como a cultura bacteriana (FERES;
FIGUEIREDO; SOARES; FAVERI, 2015). Um desses métodos, o Checkerboard
DNA-DNA Hybridization (SOCRANSKY et al., 1994), teve um papel primordial nesse
avanco do conhecimento, por permitir a identificacdo e a quantificacdo de 40
espécies bacterianas orais em até 28 amostras por teste. Através dessa tecnologia,
0s complexos microbianos foram identificados, e até os dias atuais, as 40 espécies
sdo utilizadas como “marcadores bioldgicos” para o estado de saude ou doenga.
(CARVALHO et al., 2005; HAFFAJEE; PATEL; SOCRANSKY, 2008; MATARAZZO
et al.,, 2008; FERES et al., 2009; MESTNIK et al., 2010; SAMPAIO et al., 2011,
SOARES et al., 2014).

Esse avanco contribuiu para o surgimento de um novo modelo de
patogénese, segundo o qual a periodontite € iniciada por uma comunidade
microbiana sinérgica e disbidtica (HAJISHENGALLIS, LAMONT, 2012). Patégenos
fundamentais denominados “keystone” sdo capazes de aumentar a viruléncia de
toda a comunidade microbiana, modular a resposta do hospedeiro
conseguentemente, favorecer a disbiose (HAJISHENGALLIS, LAMONT, 2012). Além
disso, estudos utilizando técnicas de sequenciamento do DNA bacteriano
comecaram a identificar novas espécies que podem estar relacionadas a doenca
periodontal (PEREZ-CHAPARRO et al., 2014; HIRANMAYI et al., 2017; PEREZ-
CHAPARRO et al, 2018). No entanto, esses estudos também provaram a
associacdo dos conhecidos patdgenos periodontais (PEREZ-CHAPARRO et al.,
2014; PEREZ-CHAPARRO et al., 2018; HIRANMAY!I et al., 2017).

Com o0 avanco das pesquisas sobre a etiologia infecciosa da periodontite,
0 conceito atual da doenca esta associado ao aumento nos niveis e proporc¢des de
espécies bacterianas patogénicas, diminuicdo das associadas a saude. Além disso,
o biofilme ndo se organiza de maneira aleatéria, a maioria das bactérias orais tem

capacidade de aderir uma as outras, tanto no ambiente supra e como no ambiente
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subgengival (LOE et al., 1978; SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2002, 2005; TELES; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2006).

1.2 Tratamento da periodontite

Para que o tratamento da periodontite seja considerado bem sucedido, &
necessario que a terapia de escolha melhore os parametros clinicos periodontais,
além de promover mudanca ecolégica do biofilme tornando o perfil microbiano mais
compativel com saude periodontal (CUGINI et al.,, 2000; FERES; FIGUEIREDO,;
SOARES; FAVERI, 2015). A terapia conhecida como padrdo ouro para o tratamento
da periodontite é a raspagem e alisamento radicular (RAR), por ser capaz de reduzir
PS e SS, e favorecer o ganho do nivel clinico de insercao (NCI) e a mudanca do
perfil microbiano (FERES; FIGUEIREDO; SOARES; FAVERI, 2015).

A raspagem e alisamento radicular (RAR) consiste na remo¢ao mecanica
e desorganizacdo do biofilme supra e subgengival, e seus resultados sédo
observados desde a primeira reavaliagdo (CUGINI et al., 2000). Cugini e
colaboradores (2000) avaliaram os parametros clinicos e microbiologicos de 32
pacientes submetidos a RAR. Eles observaram que a maior parte da melhora clinica
e a maior reducdo em espécies subgengivais especificas ocorreram nos primeiros 6
meses ap0s a RAR, e os resultados mantiveram estaveis até um ano apos o
tratamento ou melhoraram modestamente depois disso (CUGINI et al., 2000).
Haffajee e colaboradores (2008) mostraram reducdo nas contagens meédias das
espécies bacterianas dos complexos laranja e vermelhos apds tratamento
periodontal. A maior diminuicdo ocorreu apos duas semanas, mas para algumas
espécies houve uma diminuicdo continua na avaliacdo de trés e seis meses, com
ligeiro aumento aos 12 meses (HAFFAJEE; PATEL; SOCRANSKY, 2008). Além
disso, esses autores correlacionaram a diminuicdo dos niveis das espécies
bacterianas com melhora na PS, e advertiram que o aumento dessas espécies
poderia estar associado a uma piora clinica (HAFFAJEE; PATEL; SOCRANSKY,
2008). Portanto, um fator associado ao sucesso do tratamento é o estabelecimento
da terapia de manutencao periodontal, podendo ser essencial na consolidagcédo das
melhorias clinicas e microbiologicas alcancadas como resultado da terapia inicial
(CUGINI et al., 2000).
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No entanto, nem todos os individuos com periodontite conseguem manter
a longo prazo os beneficios atingidos logo apos a RAR (HAFFAJEE et al., 1997,
CUGINI et al., 2000; CARVALHO et al., 2005; MATARAZZO et al., 2008). Uma das
principais razdes, € o fato da presenca de patdgenos em toda a boca, que podem
ser encontradas no biofilme supragengival e em outros nichos orais, como, por
exemplo, lingua, mucosa oral e saliva (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002). Mesmo
em sitios saudaveis, os individuos com doenca periodontal apresentam maiores
proporcdes de patdégenos quando comparados aos que nao possuem a doenca
(SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002; FERES; FIGUEIREDO; SOARES; FAVERI,
2015). Nesse sentido, diversos estudos ao longo dos anos testaram terapias
adjuntas a RAR, como enxaguatérios bucais, que fossem capazes de potencializar
esses beneficios clinicos e microbiolégicos (FAVERI et al., 2006b; HAPS et al.,
2008; FERES et al., 2009, 2012, 2015; HAFFAJEE et al., 2009; COSTA et al., 2013;
DA COSTA et al., 2017; GARCIA-GARGALLO et al., 2017). Além disso, se faz
necessario terapias capazes de manter os resultados atingidos por um longo periodo
e que alcancasse todas as areas da boca que necessitam de um tratamento anti-

infeccioso.

1.3 Controle quimico do biofilme supragengival

A remocao mecanica do biofilme é necesséria para prevencao, tratamento
e manutencdo pos-terapia das doencgas periodontais, seja profissional ou através do
controle manual pelo proprio individuo (LOE, 1965; AXELSSON; NYSTROM;
LINDHE, 2004). No entanto, nem sempre niveis satisfatorios de limpeza séo
atingidos apenas com a escovacao manual. Uma revisdo sistematica avaliou a
efichAcia da remocdo do biofilme em adultos com gengivite, e concluiu que a
qgualidade do controle mecénico da placa ndo foi completamente eficaz na reducéo
dos sinais de inflamacdo (VAN DER WEIJDEN et al., 2005). Além disso, as
superficies dentarias sé representam uma pequena porcentagem da area total da
boca (KERR; KELLY; GEDDES, 1991). Portanto, o uso de agentes antimicrobianos
pode auxiliar o controle do biofilme supragengival, porque sdo capazes de atingir
outros nichos orais e podem retardar o acumulo na superficie do dente (TELES;
TELES, 2009; SEKINO et al., 2004).
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Um dos meios de apresentacdo dos agentes quimicos sdo o0s
enxaguatorios bucais. Esses agentes podem agir promovendo a morte celular,
inibindo a reproducdo bacteriana ou inibindo o metabolismo celular (BOYLE;
KOECHLIN; AUTIER, 2014; TARTAGLIA et al., 2017). Uma vasta gama de agentes
guimicos com propriedades antimicrobianas estdo sendo estudados como principios
ativos para controlar a formacdo do biofilme dental, tais como, bisguanidas
(clorexidina [CLX]), compostos de amonio quaternario (cloreto de cetilpiridinio [CPC],
cloreto de benzalcbnio), detergentes, Oleos essenciais, compostos fendlicos
(triclosan), enzimas (mutanase/glucanase, amiloglucosidase/glucose oxidase), ions
metalicos (zinco, cobre, estanho) e extratos vegetais (sanguinarina) (LOE &
SCHIOTT, 1970; SCHIOTT, 1973; JONES, 1997; RADFORD et al., 1997, FAVERI et
al., 2006b; FERES et al. 2009; KUMAR et al., 2013; JAMES et al., 2017).

1.3.1 Digluconato de clorexidina

Clorexidina (CLX) €& uma bisguanida catibnica altamente alcalina,
tornando-a praticamente insolivel (KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015), por
essa razao, é utilizada na forma de sal solivel, 0 mais comum € o digluconato de
clorexidina (FOULKES, 1973; KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015). E utilizada
na medicina desde 1953, e hoje € considerado o padrédo ouro entre 0s antissépticos
orais, por possuir diversas caracteristicas que favorecem a sua aplicabilidade na
odontologia, como amplo espectro de acgéo e alta substantividade (FOULKES, 1973,
ELEY, 1999; KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015; VAN DER WEIJDEN, 2015;
JAMES et al., 2017).

A molécula de CLX possui carga positiva que interage com a carga
negativa das membranas celulares bacterianas, causa um desequilibrio osmotico do
microrganismo e, dependendo da dosagem, terd& um efeito bactericida ou
bacteriostatico (JAMES et al., 2017). Quando as concentracfes sdo maiores ou
iguais a 0,12%, a CLX causa morte celular (bactericida) devido a precipitacdo e
liberacdo do conteudo citoplasmatico tanto de bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas, como aerobios e anaerobios. Em doses mais baixas, causa alteracdo na
integridade da parede celular, libera produtos de baixo peso molecular que impedem
a reproducédo bacteriana (bacteriostatico) (PUIG SILLA 2008; VARONI et al., 2012;



21

KARPINSKI; SZKARADKIEWICZ, 2015; VAN DER WEIJDEN, 2015; JAMES et al.,
2017).

Além disso, a molécula de clorexidina tem a capacidade de adsorver e
aderir a qualquer substrato carregado negativamente, isto é, tecidos moles e duros,
glicoproteinas, além dos varios componentes do biofiime dentario (ROLLA; LOE;
SCHIOTT, 1970; DAVIES, 1973; JONES, 1997). Isso garante uma retencao
prolongada e niveis elevados da substancia, o que a torna especialmente adequada
para a inibicdo da formacé&o do biofilme (ELEY, 1999; JAMES et al. 2017). O efeito
da clorexidina no biofilme microbiano € dependente da dose (KEIJSER et al., 2003).
A dose ideal de clorexidina em um enxaguatério bucal € considerada 20 mg duas
vezes ao dia (LOE; SHIOTT, 1970) equivalente a 10 mL de clorexidina 0,2% (20 mg)
ou 15 mL de clorexidina 0,12% (18 mg) (ELEY 1999; KEIJSER et al., 2003). Uma
revisdo sistematica mostrou uma diferenca significativa para menor acumulo de
biofilme favorecendo a concentragao de 0,2%, no entanto, 0os autores consideraram
gue provavelmente a relevancia clinica desta diferenca é insignificante (BERCHIER
et al., 2010).

Quando adjunta ao tratamento periodontal, o uso da clorexidina resulta
em uma reducdo ligeiramente maior para PS (DA COSTA et al.,, 2017), e menor
sangramento gengival (JAMES et al., 2017). Uma meta-analise avaliou os estudos
gue associaram 0 uso da clorexidina ao tratamento de individuos com periodontite
cronica (DA COSTA et al., 2017). Dentre os estudos incluidos, apenas trés estudos
tinham como objetivo primario avaliar o efeito da CLX nos parédmetros periodontais
(BEISWANGER et al.,, 1992; FAVERI et al, 2006; FERES et al., 2009). Esses
estudos utilizaram o bochecho com concentracdo de 0,12% por um periodo que
variou entre 40 e 60 dias, também mostraram beneficios clinicos ao uso da CLX,
(BEISWANGER et al., 1992; FAVERI et al, 2006; FERES et al., 2009).

Nesse sentido, o controle quimico do biofilme pode ser uma alternativa
eficaz para potencializar a terapia mecanica. Feres e colaboradores (2009)
comparou o controle quimico com bochechos de clorexidina ao controle mecanico
profissional, ap6és a RAR e antes da primeira reavaliacdo. Os maiores beneficios
clinicos e microbiolégicos foram encontrados no grupo que realizou o bochecho
associado a RAR. Além disso, 0 uso de CHX proporcionaria a grande vantagem de
nao exigir que o paciente retorne para ao dentista para ter remocéao profissional de

biofime realizada semanalmente (FERES et al., 2009). Posteriormente, outros
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estudos associaram o uso da CLX a outros adjuntos, também obtiveram resultados
favoraveis (CARVALHO et al., 2004, 2005; MESTNIK et al., 2010; FERES et al.,
2012; FONSECA et al., 2015).

No entanto, o uso continuado de enxaguatérios com CLX durante o
tratamento periodontal € o desenvolvimento de efeitos adversos. Os mais relatados
na literatura sdo: pigmentacdo extrinseca dos dentes, lingua, mucosas e
restauracoes, alteracdo do paladar, sensacdo de ardéncia, formacdo de calculo
supragengival e casos menos frequentes de alergia (FLOTRA et al., 1971,
CUMMING & LOE, 1973; KENI; ARAS; CHITRE, 2012; SLOTS, 2012; JAMES et al.,
2017). Contudo, esses efeitos sdo dose-dependentes, e tendem a diminuir quando a
concentracdo € reduzida ou desaparecem quando o0 uso do enxaguatorio é
suspenso (FLOTRA et al., 1971; CUMMING & LOE, 1973; JAMES et al., 2017). Por
essa razao, formulagdes com doses mais baixas ou outros principios ativos tém sido
descritos na literatura na tentativa de mostrar beneficios semelhantes, mas com

menor frequéncia dos efeitos adversos associados ao uso da CLX.

1.3.2 Cloreto de Cetilpiridinio

O cloreto de cetilpiridinio (CPC) foi descrito pela primeira vez
demostrando efeitos bactericidas e bacteriostaticos nas espécies bacterianas da
cavidade oral em 1945 (HUYCK, 1945), e ao longo dos anos, varios estudos
demonstraram sua atividade antimicrobiana (QUISNO & FOSTER, 1946; CIANCIO;
MATHER; BUNNELL, 1975; HOLBECHE; RULJANCICH; READE, 1975; BARNES et
al., 1976; LOBENE et al., 1979; ASHLEY et al., 1984; CIANCIO, 1986; HERRERA et
al., 2003; ROLDAN et al., 2003; SANTOS et al., 2004; QUIRYNEN et al., 2005; WITT
et al., 2006; HAPS et al., 2008; ESCRIBANO et al., 2010; FERES et al., 2010;
GARCIA et al., 2011; COSTA et al., 2013; SREENIVASAN; HARASZTHY; ZAMBON,
2013; GARCIA-GARGALLO et al., 2017; RETAMAL-VALDES et al., 2017; ROSING
et al.,, 2017; PULCINI et al., 2019; MIRANDA et al. 2020). O CPC € um composto
guaternario de amonia catibnico, portanto, possui uma carga positiva capaz de
interagir com a membrana celular bacteriana carregada negativamente, ajudando a
alterar e aumentar a permeabilidade bacteriana (RADFORD et al., 1997; MAO et al.,
2020).



23

Recentemente, o CPC foi usado em um modelo de biofilme de 31
espécies in vitro relacionadas a periodontite, e se mostrou tdo efetivo quando a
clorexidina (MIRANDA et al.,, 2020). Devido a essa demonstracdo de atividade
antimicrobiana, o CPC tem mostrado ser um agente promissor como alterativa a
CLX em diversas situacdes clinicas como: bochecho bucal pré-procedimento
(FERES et al., 2010; RETAMAL-VALDES et al., 2017), no tratamento da halitose
(ROLDAN et al., 2003; WINKEL et al., 2003; LIU; LING; WU, 2013), em infec¢des da
orofaringe (PITTEN & KRAMER, 2001) e adjunto ao tratamento da gengivite (ROSA
& STURZENBERGER, 1976; HAPS et al., 2008; GARCIA et al., 2011; SHIM et al.,
2012; COSTA et al., 2013), da periodontite (SANTOS et al., 2004; QUIRYNEN et al.,
2005; ESCRIBANO et al., 2010; GARCIA-GARGALLO et al., 2017), e da peri-
implantite (PULCINI et al., 2019).

Com relacdo a apresentacdo do CPC, os produtos variam principalmente
guanto a sua concentracdo. Tem se relatado apresentagcdes comerciais desde
0,045% (ROSA & STURZENBERGER, 1976), 0,05%, sendo a concentracdo mais
comumente usada e relatada na literatura (CIANCIO; MATHER; BUNNELL, 1975;
HOLBECHE; RULJANCICH; READE, 1975; QUIRYNEN et al., 2001; HERRERA et
al., 2003; ROLDAN et al.,, 2003; WINKEL et al., 2003; SANTOS et al., 2004,
QUIRYNEN et al., 2005; ESCRIBANO et al., 2010; FERES et al., 2010; GARCIA et
al., 2011; SHIM et al.,, 2012; SREENIVASAN; HARASZTHY; ZAMBON, 2013;
GARCIA-GARGALLO et al., 2017; HERRERA et al., 2017), 0,07% (WITT et al.,
2006; COSTA et al., 2013; ROSING et al., 2017; PULCINI et al., 2019; MAXIMO et
al., 2020), 0,075% (RETAMAL-VALDES et al, 2017, ROSING et al., 2017;
MIRANDA et al., 2020) e 0,1% (ASHLEY et al., 1984). A concentracao de 0,75% tem
demonstrado bons resultados, tanto em vitro (MIRANDA et a., 2020), como quando
utilizado com bochecho bucal pré-procedimento (RETAMAL-VALDES et al., 2017).
No entanto, esta apresentacdo comercial ainda ndo foi testada no tratamento
periodontal ndo-cirargico, por ser um enxaguatorio relativamente novo.

Para o tratamento da periodontite, a Unica concentracédo testada foi de
0,05% de CPC (SANTOS et al., 2004; QUIRYNEN et al., 2005; ESCRIBANO et al.,
2010; GARCIA-GARGALLO et al., 2017), dentre eles, apenas um estudo avaliou o
efeito do uso do bochecho com CPC durante a fase ativa do tratamento (GARCIA-
GARGALLO et al., 2017). Garcia-Gargallo e colaboradores (2017) comparou o efeito

de dois novos enxaguatérios com diferentes concentracbes de CLX e CPC apos
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RAR com um produto ja comercializado contendo as duas substancias. Os pacientes
foram aleatorizados em trés grupos apoés todos receberem a RAR, sendo eles: teste-
1 (nova reformulacéo: 0,12% CLX e 0,05% CPC), teste 2 (nova formulagcéo: 0,03%
CLX e 0,05% CPC) e controle positivo (produto comercial: 0,12% C+LX e 0,05%
CPC). Ap6s 1 més, houve diferengas significativas entre 0os grupos nos niveis de
biofilme encontrados, mas nenhuma diferenca nos efeitos adversos. Além disso,
ambos o0s grupos testes mostraram melhores niveis e proporcbes de
Capnocytophaga spp (GARCIA-GARGALLO et al., 2017). Mesmo sendo um estudo
piloto com avaliacdo apenas apdés um més da RAR, os autores concluiram que a
nova formulacao de CLX 0,12% e CPC 0,05% mostrou maiores reducdes no nivel de
biofilme, sem apresentar mais efeitos adversos, quando comparados aos outros dois
enxaguatdrios bucais, ap6s RAR (GARCIA-GARGALLO et al., 2017).

Alguns estudos avaliaram o efeito do enxaguatério contendo CPC na fase
de manutencao periodontal (SANTOS et al., 2004; QUIRYNEN et al.,, 2005;
ESCRIBANO et al., 2010). Santos et al. (2004) avaliaram o indice de placa (IP) e
indice gengival (IG) de 27 individuos que estavam na fase de manutencdo ha pelo
menos um ano. Destes individuos, 14 usaram o bochecho com CLX 0,05% e CPC
0,05% e 13 utilizaram placebo durante 15 dias. Os autores observaram que 0 grupo
teste teve maior reducdo do IP, além de reducdo na contagem total de colénias
bacterianas e diminuicdo na frequéncia de deteccao de P. gingivalis (SANTOS et al.,
2004). Quirynen et al. (2005) avaliaram o efeito de um bochecho com CLX 0,05% e
CPC 0,05% e dois controles em individuos ja tratados através do protocolo “Full
Mouth Disinfection”. Os participantes foram orientados a bochecharem por um
minuto duas vezes ao dia durante 6 meses o bochecho do respectivo protocolo
(QUIRYNEN et al., 2005). Os autores observaram que o acumulo de biofilme e
inflamacgé&o gengival foram semelhantes entre o grupo CPC e controle positivo com
clorexidina, assim como a diminuicdo da contagem de colbnias bacterianas do
biofilme supragengival e a carga microbiana da saliva (QUIRYNEN et al., 2005).
Com metodologia semelhante, mas em individuos com controle de placa
inadequado, Escribano et al. (2010) avaliaram a eficacia clinica e microbiologica de
um enxaguatério bucal com 0,05% de CLX e 0,05% de CPC. Os participantes
realizaram o bochecho duas vezes ao dia por 3 meses com as solugdes teste ou
placebo, além da higiene convencional. Depois desse periodo, os niveis de biofilme

e sangramento a sondagem aumentaram no grupo de placebo, enquanto diminuiram



25

no grupo de teste. Além disso, foram demonstradas reducdes significativas
intergrupo nas contagens subgengivais de Fusobacterium nucleatum e Prevotella
intermedia e diminuicdo da contagem bacteriana total na saliva, demostrando a
eficacia do bochecho testado.

Todos esses trabalhos que avaliaram individuos com periodontite
adicionaram a CLX ao CPC durante as fases do tratamento, ativa ou manutencao
(SANTOS et al., 2004; QUIRYNEN et al., 2005; ESCRIBANO et al., 2010; GARCIA-
GARGALLO et al.,, 2017). Isso é feito com o objetivo de potencializar o efeito
antimicrobiano de ambos os produtos, além de buscar a possibilidade de usar a CLX
em baixas dosagens com o objetivo de diminuir os efeitos adversos e serem usados
por um periodo prolongado (SANTOS et al.,, 2004; QUIRYNEN et al.,, 2005;
ESCRIBANO et al., 2010; GARCIA-GARGALLO et al., 2017). Nesse sentido, outras
substancias podem ser acrescentadas aos enxaguatérios com o objetivo de
maximizar os efeitos microbianos das solu¢gdes. Uma delas sdo os ions zinco que
exibiram possiveis efeitos inibitérios na formacao de biofilme (SREENIVASAN et al.,
2009; GU et al., 2012), diminuicdo na formacéo de calculo (CHARLES et al., 2001;
JIN; YIP, 2002; SANTOS et al., 2005); possuir anti-inflamatoérias (LANG et al., 2007),
além da capacidade de neutralizar quimicamente compostos volateis, importante no
tratamento da halitose (KANG et al., 2015; EROVIC ADEMOVSKI; LINGSTROM;
RENVERT, 2016).

Nesse contexto, 0 zinco tem sido adicionado a alguns produtos de higiene
oral, como por exemplo enxaguatérios com CPC (ROLDAN et al., 2003; WINKEL et
al., 2003; RETAMAL-VALDES et al., 2017; ROSING et al.,, 2017). Rosing e
colaboradores (2017) avaliaram os efeitos antiplaca e antigengivite de um
enxaguatorio contendo CPC e zinco (0,075% de CPC e 0,28% de lactato de zinco),
outro contendo 0,07% de CPC e um controle negativo sem CPC e zinco. Cento e
doze individuos foram aleatoriamente designados entre esses grupos e
acompanhados por seis semanas, orientados a escovar duas vezes ao dia com uma
escova e pasta de dentes e utilizar o enxaguatorio bucal designado (ROSING et al.,
2017). Apb6s 4 e 6 semanas, todos os grupos de enxaguatérios melhoraram os
parametros relacionados ao biofiime e inflamagdo gengival. No entanto, em
comparagao ao controle positivo, 0 grupo teste apresentou redugdes adicionais de
biofilme de 19,8% e 16,8%, e 9,7% e 14,3% para |G, apdés 4 e 6 semanas,

respectivamente (ROSING et al., 2017). Os autores discutem que a diferenca
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minima entre as concentragfes do grupo teste e controle positivo sozinha n&o seria
capaz de aumentar o efeito antigengivite encontrado (ROSING et al., 2017). Por
essa razao, foi atribuido a reducédo adicional da severidade gengival do grupo teste
de 35,3% e 54,5% na semana 4 e 6, respectivamente, a adi¢do do lactado de zinco.
Além disso, utilizar a combinacdo CPC com zinco trouxe melhores resultados
principalmente para a regido interproximal (ROSING et al., 2017).

Portanto, € indiscutivel a necessidade do controle mecénico do biofilme,
mas o controle quimico tem mostrado ser uma boa alternativa para ampliar os
efeitos positivos e minimizar as limitacdes da escovagdo manual. Assim, o CPC
apresenta bom potencial por ter atividade antimicrobiana e nao possuir efeitos
adversos graves. Uma meta-revisdo (VAN DER WEIJDEN et al., 2015) apresentou
trés revisbes sistematicas que avaliaram o uso adjunto do CPC (GUNSOLLEY,
2006; HAPS et al., 2008; SERRANO et al.,, 2015), mostrou que duas delas
apresentaram efeitos significativos favorecendo o CPC (HAPS et al.,, 2008;
SERRANO et al., 2015). Porém, nenhum estudo avaliou diretamente os efeitos
clinicos do controle quimico do biofilme supragengival usando um enxaguatorio
contendo 0,075% de CPC e 0,28% de lactado de zinco durante a fase ativa e/ou de

manutencdo do tratamento periodontal ndo-cirurgico.
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2 PROPOSICAO

O objetivo deste estudo foi verificar a eficacia de dois diferentes
protocolos de controle quimico do biofilme supragengival durante o tratamento
periodontal ndo-cirdrgico e na fase de manutencdo em individuos com periodontite

acompanhados por 12 meses apods o tratamento.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Célculo da amostra

O tamanho ideal de amostra para garantir uma poténcia adequada neste
estudo clinico aleatorizado foi calculado considerando uma diferenca de pelo menos
0,8 mm entre os grupos para a média na redugao da PS em sitios com PS =25mm no
inicio do estudo. Considerando-se um desvio padréo de 0,85 mm (obtido da base de
dados dos estudos realizados na Universidade Univeritas UNG), foi determinado que
34 individuos por grupo seriam necessarios para proporcionar um poder de 90%
com um alfa de 0,01. Considerando a possibilidade de desisténcia dos participantes
na avaliacdo longitudinal em torno de 15%, determinou-se que 40 participantes
deveriam ser incluidos em cada grupo de tratamento, totalizando a inclusdo de 80

participantes neste estudo clinico.

3.2 Selecao ou recrutamento dos participantes do estudo

Foram selecionados participantes do género masculino ou feminino que
procuraram voluntariamente tratamento periodontal nas clinicas de Odontologia da
Universidade Univeritas UNG. Todos os participantes apresentavam boa saude geral
e o diagnéstico de periodontite crénica de acordo com a classificacdo da Academia
Americana de Periodontia (AAP, ARMITAGE, 1999; PAPAPANOU et al., 2018). O
protocolo do estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Universidade
Univeritas UNG (CAAE: 44177015.9.0000.5506, ANEXO A). A selecdo dos
participantes foi realizada por uma examinadora previamente treinada e calibrada

(3.6.1 Calibragao do examinador).
3.3 Critérios de elegibilidade
3.3.1 Critérios de Incluséo
Os patrticipantes atenderam aos seguintes critérios de inclusao:

+ |dade entre 30-70 anos.

» Disponibilidade para participar durante o periodo do estudo.
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» Diagnostico de periodontite crénica moderada, segundo 0s seguintes
critérios: pelo menos 4 sitios com PS e nivel clinico de insergao (NCI) 25 mm,
localizados em diferentes dentes e sitios ndo contiguos, e ao menos de 30% dos
sitios com SS (ARMITAGE, 1999).

 Individuos em bom estado geral de saude.

3.3.2 Critérios de Exclusao

Foram excluidos os participantes que apresentaram 0s seguintes critérios:

+ Alguma patologia oral ou doenca cronica.

 Histérico de alergia aos produtos testados.

» Uso continuo de anticonvulsivantes, anti-histaminicos, antidepressivos,
sedativos, tranquilizantes, anti-inflamatérios ou analgésicos no prazo de um més
antes do inicio do estudo ou programado para comecar a ingestdo de tais
medicamentos durante o curso do estudo.

» Uso prolongado de antibioticos ou antissépticos bucais durante os trés
meses anteriores a participacdo nesse estudo.

+ Gestantes ou lactantes.

* Fumantes e ex-fumantes ha pelo menos 5 anos (LANG & TONETTI,
2003).

3.4 Obtencao do consentimento

Todos os participantes foram informados sobre os objetivos do estudo,
seus riscos e beneficios, incluindo os tipos de medicdes clinicas, terapias e carater
longitudinal do estudo. Os individuos que concordaram em participar do estudo
assinaram um Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. As explicagbes sobre o
estudo foram transmitidas pessoalmente aos participantes por um pesquisador
diretamente envolvido no estudo. Todas as atividades do estudo foram realizadas de
acordo com as diretrizes e normas do Conselho Nacional de Saude (Resolugéo n°
466/2012).
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3.5 Delineamento experimental

Foi realizado um estudo clinico aleatorizado, cego no Centro de Estudos
Clinicos da Universidade Univeritas UNG (Guarulhos, SP, Brasil). O desenho
experimental do estudo esta apresentado na Figura 1. O protocolo do estudo foi
elaborado seguindo o SPIRIT (Standard Protocol Items: Recommendations for
Interventional Studies; CHAN et al., 2013).

Triagem
1 | FASE ATIVA FASE DE MANUTENGAO
Histérico médico e 1
odontolégico Avaliacdo clinica e Avaliagao clinica e
microbiolégica microbiolégica

Avaliacéo clinica e
microbiolégica

80 voluntéarios Avaliacio clinica

CPC+Zinco+Fluoreto CPC+Zinco+Fluoreto

CLX CPC+Zinco+Fluoreto

Aleatorizagao

| emeses | | 12MEses |

[ weo ]

Figura 1. Desenho experimental do estudo.

CPC: Cloreto de Cetilpiridinio: CLX: Clorexidina; RAR: Raspagem e Alisamento
Radicular.

No inicio do estudo, apds a triagem e diagnostico de periodontite, os
participantes selecionados foram submetidos a anamnese, responderam um
guestionario de saude (ANEXO B) e foi realizada uma avaliacdo de tecidos orais
moles e duros (ANEXO C) e um exame clinico periodontal (ver item 3.6 - Avaliacédo
clinica) por uma examinadora treinada e calibrada (ver item 3.6.1 Calibracdo do
examinador). Além disso, todos os participantes receberam uma instrucdo de
higiene oral (IHO), raspagem supragengival por meio de ultra-som (Cavitron ®
SelectTM Ultrason Scaler, Denstply, New York, EUA) e curetas (Millenium,
GOLGRAN Industria e Comércio de Instrumentos Odontoldgicos Ltda. Sdo Caetano
do Sul, SP). Posteriormente, todos os participantes foram aleatoriamente alocados

em um dos seguintes grupos terapéuticos:

» Grupo A: uso de um enxaguatério contendo 0,075% de CPC, 0,28% de

Lactato de Zinco e 0,05% de Fluoreto de Sddio (sem alcool) durante 2 meses (Fase
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ativa), e 0 mesmo enxaguatério até completar 12 meses pés-tratamento (Fase de

manutencao).

» Grupo B: uso de um enxaguatério contendo 0,12% de CLX (sem alcool)
durante 2 meses (Fase ativa), e de um enxaguatério contendo 0,075% de CPC,
0,28% de Lactato de Zinco e 0,05% de Fluoreto de Sodio (sem alcool) até completar

12 meses pos-tratamento (Fase de manutencao).

A administragcdo dos enxaguatorios comecou imediatamente apds a
primeira sessdo de RAR. Em conjunto, todos os participantes receberam uma
escova de dentes Colgate 360° (Colgate Palmolive Co, SP, Brasil) e um creme
dental Colgate Total® (Colgate Total; Colgate Palmolive Co, SP, Brasil). A Colgate-
Palmolive (Sao Paulo, Brasil) preparou e/ou forneceu todos os produtos utilizados no
estudo (enxaguatorios, cremes dentais e escovas) e 0s colocou em tubos e/ou
frascos rotulados e codificados para cada produto. No Centro de Estudos Clinicos, a
coordenadora do estudo recebeu os produtos e os colocou em sacos plasticos
indistinguiveis numerados de 1 a 80, de acordo com a lista de aleatorizacdo. Este
processo foi realizado para garantir o sigilo de alocacao (“allocation concealment”). A
lista de aleatorizacao foi elaborada por um pesquisador ndo envolvido nas atividades
clinicas do estudo. Foi realizada uma aleatorizacdo simples utilizando o software
SPSS versdo 24. Toda a equipe clinica do estudo estava cega quanto a alocagéo de
produtos. O cegamento foi aberto s6 apés a analise de dados.

A prescricdo dos enxaguatorios foi realizada utilizando 20 mL de cada
solucado, por 1 minuto, 2 vezes dia, 30 minutos apds a escovacao pelo periodo de
acordo com cada grupo de tratamento. A orientacdo foi dada para todos os
participantes em todos os grupos. Do mesmo modo, a orientacdo de escovacao foi
realizada 2 vezes ao dia (pela manhd e a noite) durante um minuto. Pela
caracteristica de “cego” do estudo, nenhum participante ou pesquisador envolvido
(examinadora, periodontistas encarregados do tratamento e estatistico) tinha
conhecimento sobre os produtos recebidos pelos participantes (CLX/CPC). Aos 2
meses pos-terapia, todos os participantes retornaram ao Centro de Estudos Clinicos
da Universidade Univeritas UNG, as mensuracdes clinicas e a coleta do biofilme
subgengival foram repetidas e receberam um novo kit de enxaguantes bucais de

acordo com o grupo a que foi alocado. A avaliacao clinica foi repetida aos 2, 6 e 12
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meses, e a avaliacdo microbiologica aos 2 e 12 meses poOs-terapia. Todos 0s
participantes receberam manutencdo periodontal aos 2, 6 e 12 meses pos-terapia,
incluindo reforco da IHO e profilaxia com ultrassom e curetas. Nesses tempos
operatorios foi preenchido um “Formulario de visita pds-tratamento” (ANEXO D)
preparado especificamente para o estudo. Os pacientes retornaram a cada 2 meses
ao Centro de Estudos Clinicos para receber mais produtos (enxaguante bucal,

creme e escova dental).

3.6 Avaliagéo clinica

No inicio do estudo, uma avaliacdo de tecidos orais moles e duros foi
realizada em todos os participantes do estudo por uma Unica examinadora, incluindo
avaliacdo da mucosa palatina mole e dura, tecido gengival, mucosa bucal, tecido
mucoso, lingua, area sublingual e submandibular, glandulas salivares, areas tonsilar
e faringea (ANEXO C).

Além disso, uma avaliacdo clinica periodontal foi realizada pela mesma
examinadora treinada e calibrada. As mensurac¢des clinicas foram realizadas em
seis sitios por dente (mesio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, mesio-
palatino/lingual, palatino/lingual, disto- palatino/lingual), em todos os dentes
presentes na boca (exceto terceiros molares) utilizando-se uma sonda periodontal
milimetrada Carolina do Norte (PCPUNC-BR 15 HuFriedy do Brasil, Rio de Janeiro,
RJ, Brasil).

Os seguintes parametros clinicos periodontais foram avaliados:

+ Indice de Placa — (SILNESS & LOE, 1964): Foi avaliado o acimulo de
placa supragengival de acordo com 0s seguintes escores: 0= sem placa; 1= acumulo
de placa aderindo a margem gengival livre e area adjacente do dente. A placa foi
identificada in situ ao passar a sonda na superficie do dente; 2= acimulo moderado
de placa supragengival dentro do sulco gengival ou bolsa periodontal, ou o acumulo
de placa pode ser vista a olho nu; e 3= abundéncia do acumulo de placa dentro do
sulco gengival ou bolsa periodontal e/ou na margem dentaria e gengival.

+ Indice gengival (LOE & SILNESS, 1963): Os escores de avaliagéo
foram os seguintes: 0 = auséncia de inflamacéo; 1 = inflamacédo leve - ligeira

mudanca de cor e mudanca na textura; 2 = inflamacdo moderada - vidrado
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moderado, vermelhid&do, edema e hipertrofia; e 3 = Inflamacé&o grave - vermelhidéo e
hipertrofia acentuadas. Tendéncia para sangramento espontaneo.

+ PS: distancia, em mm, entre a margem gengival livre e a por¢cdo mais
apical sondavel do sulco/bolsa periodontal.

* NCI: distancia, em mm, entre a jungcdo cemento-esmalte e a porgéo
mais apical sondavel do sulco/bolsa periodontal.

» SS: presenca (escore 1) ou auséncia (escore 0) de sangramento, apés

20 segundos da sondagem com a sonda periodontal milimetrada.

Todas as avaliacdes clinicas foram realizadas no inicio do estudo e

repetidas aos 2, 6 e 12 meses pos-terapia.

3.6.1 Calibragdo do examinador

O exame clinico periodontal foi realizado no inicio do estudo, por uma
examinadora treinada e calibrada para conseguir a maxima reprodutibilidade nas
medicdes realizadas e com o objetivo de realizar o diagndstico do individuo e
conhecer as condi¢des clinicas periodontais durante o periodo de manutencéo
periodontal. A metodologia utilizada para a calibracao foi a preconizada por Araujo et
al. (2003) em que avaliam o erro padrdo da medida (e.p.m.) e 0 erro meédio
percentual (e.m.p.) para os parametros clinicos periodontais continuos (PS e NCI). O
nivel de concordancia intra-examinador encontrado foi superior a 92% (Teste

Kappa).

3.7 Procedimentos terapéuticos

3.7.1 Adequacédo do meio bucal e RAR

Apés a avaliacdo clinica inicial, todos os individuos foram submetidos a
sessbes de adequacdo do meio bucal que incluiram uma IHO, raspagem
supragengival por meio de ultra-som (Cavitron ® SelectTM Ultrason Scaler,
Denstply, New York, EUA) e curetas (Millenium, GOLGRAN Industria e Comércio de
Instrumentos Odontolégicos Ltda. Sdo Caetano do Sul, SP), remocao de fatores de

retencdo de biofilme supragengival, desgaste e polimento de restauracdes em
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excesso, selamento provisoério de lesdes cariosas cavitadas, ajuste oclusal, curativos
endodonticos e exodontias. Durante as sessodes de IHO, todos os individuos foram
orientados a utilizar um tipo de escova de dentes (Colgate 360° - Colgate Palmolive
Co, SP, Brasil) e um creme dental (Colgate Total®; Colgate Palmolive Co, SP,
Brasil) fornecidos no estudo. Em seguida, os individuos receberam tratamento
periodontal subgengival através da RAR com curetas Gracey numeros 5/6, 7/8,
11/12 e 13/14 (Millenium, GOLGRAN Indastria e Comércio de Instrumentos
Odontoldgicos Ltda. Sdo Caetano do Sul, SP) sob anestesia local. A RAR foi
realizada por duas periodontistas treinadas. Essas pesquisadoras ndo estavam
envolvidas nos exames clinicos e nem tiveram conhecimento do grupo em que cada
participante foi alocado. A RAR foi realizada de 4 a 6 sessfes de aproximadamente
1 hora, distribuidas em um periodo de 14 dias. Ao final de cada sessdo, a
efetividade da RAR foi avaliada por cada periodontista e o desfecho clinico utilizado

foi: “lisura da superficie radicular”.

3.7.2 Controle mecénico e quimico do biofilme dental supragengival

Todos os individuos foram instruidos a escovar os dentes durante 1
minuto, duas vezes por dia (de manha e a noite) com o creme dental fornecido no
estudo. Os individuos também foram instruidos a realizar o bochecho com seu
respectivo produto duas vezes por dia (manha e noite), usando 20 mL do produto
durante 1 minuto, 30 minutos apos a escovacdo dos dentes. O uso dos bochechos
comegou junto com o inicio da terapia periodontal mecanica (RAR) e continuou por 2
meses, e depois, até os 12 meses pos-terapia com os produtos designados ao grupo
ao qual cada participante foi alocado. Os participantes foram instruidos a usarem
apenas os produtos de tratamento entregues durante o periodo de estudo e adquirir
os elementos de higiene oral interproximal (fio dental, escovas interproximais, etc.)
de acordo com a necessidade de cada caso clinico. A cada 2 meses, todos os
participantes retornaram ao Centro de Estudos Clinicos da Universidade Univeritas
UNG com os frascos de bochecho e tubos de creme dental vazios, além das

escovas dentais, e receberam novos produtos para o periodo seguinte.

3.8 Avaliacdo da adesdo aos grupos de tratamento e possiveis efeitos

adversos
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As duas periodontistas treinadas e encarregadas da RAR foram as
designadas para ensinar os meétodos de higiene oral associados ao uso dos
produtos em cada grupo de estudo e acompanhar a adesdo aos grupos de
tratamento e apresentacdo de possiveis efeitos adversos associados ao uso dos
produtos durante o periodo da RAR (14 dias). Logo, a examinadora monitorou a
adeséao aos protocolos de tratamento, através de contato telefénico, a utilizacdo dos
produtos e apresentacdo de efeitos adversos até a finalizacao do periodo do estudo.
A cada 2 meses, junto com a entrega de novos produtos de higiene oral
(enxaguatorios, cremes dentais e escova), 0s participantes foram consultados da
apresentacao de possiveis efeitos adversos e foi verificada a adesao aos grupos de
tratamento com a apresentacdo dos frascos de bochechos, tubos de creme e
escovas dentais. Todas as possiveis alteracdes foram registradas pela examinadora

no questionario de efeitos adversos e na ficha clinica de cada participante.

3.9 Andlise Microbiolégica

As quantidades e frequéncias bacterianas no biofilme subgengival foram
avaliadas por meio do Checkerboard DNA-DNA hybridization. Amostras de biofilme

subgengival foram coletadas no inicio do estudo e em 2 e 12 meses poés-terapia.

3.9.1 Selecédo dos sitios-teste e coleta do biofilme subgengival

Foram selecionados seis sitios por individuo, distribuidos uniformemente
de acordo com a PS inicial nas seguintes categorias (3 sitios por categoria):
saudaveis (PS < 3mm e auséncia de SS), doentes (PS = 4mm). Estes sitios estavam
localizados em faces dentais interproximais néo-contiguas, e preferencialmente
distribuidos entre os quatro quadrantes. Sitios localizados em dentes com préteses
mal adaptadas, lesdo de carie extensa e/ou lesdo endo-periodontal ndo foram
utilizados.

Os sitios selecionados foram isolados com roletes de algoddo e
receberam a remocao do biofilme supragengival e secagem com jato de ar. A coleta
das amostras de biofilme subgengival foi realizada com curetas Gracey do tipo

minifive 11-12 esterilizadas, posicionadas na por¢cdo mais apical dos sitios e
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removidas em um Uunico golpe no sentido apico-coronal. As amostras foram
imediatamente depositadas em tubos plasticos individuais contendo 150uL de
solucdo tampédo TE (10 mM Tris-HCL (Invitrogen Life Technologies, Carlsbad, CA,
EUA), 1 mM EDTA (Labsynth Produtos para Laboratérios Ltda, Diadema, SP,
Brasil), pH 7,6, e a estas foram adicionados 100uL de NaOH (Labsynth) a 0,5M para
gue o DNA bacteriano permanecesse viavel até o processamento final das
amostras. Esses tubos plasticos serdo previamente identificados com o codigo do
individuo, tempo experimental e sitio, e ap6s a coleta foram armazenados sob

refrigeracéo a -20°C.

3.9.2 Cepas bacterianas e condi¢des de crescimento

A lista das 40 cepas bacterianas utilizadas neste estudo para o preparo
das sondas de DNA esta apresentada na Tabela 1. Todas as cepas foram
adquiridas liofilizadas da ATCC (Americam Type Culture Collection, Rockville, MD,
EUA) ou do Forsyth Institute (Boston, MA, EUA). O conteudo liofilizado foi reidratado
em caldo para crescimento de 14 Mycoplasma (Difco Laboratories, Detroit, MI, EUA)
e cultivado em agar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de sangue desfibrinado de
ovelha (BBL, Baltimore Biological Laboratories, Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob
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 &gar-triptose de soja com 5%
de sangue desfibrilado de ovelha e 10 ug/mL de acido Nacetil murdmico (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 pg/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 ug/mL de espermina tetraidrocloridrica (Sigma), 20 ug/mL de isobutirato de
sodio (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).

3.9.3 Isolamento do DNA e preparo das sondas
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As cepas bacterianas foram cultivadas anaerobicamente na superficie de
agar-sangue, com excecao das 2 espécies de espiroquetas, que foram cultivadas
em caldo, por 3 a 7 dias. As colonias foram raspadas e depositadas em tubos
plasticos para microcentrifuga de 1,5 mL contendo 1 mL de solu¢do TE (pH 7,6). As
células foram lavadas 2 vezes por centrifugacdo na solucdo-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, Ci2H2sNaO4S, Labsynth) a
10% e proteinase K (Sigma) em uma concentragdo de 20 mg/mL. As cepas de
bactérias gram-positivas foram lisadas em 150uL de uma mistura enziméatica
contendo 15 mg/mL de lisozima (Sigma) e 5 mg/mL de acromopeptidase (Sigma) em
solucéo tampao TE (pH 8,0). O DNA foi isolado e purificado como descrito por Smith
et al. (1989). As sondas gendmicas foram preparadas para cada uma das 40
espécies pela marcacao 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 associagfes com diferentes tipos de

doencas ou saude periodontal (Socransky & Haffajee, 1994).
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Tabela 1. Relacao das cepas bacterianas empregadas para a confec¢ao das sondas
de DNA. As espécies estdo agrupadas por complexos bacterianos (SOCRANSKY et

al., 1998; SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2002).

Espécies Cepas Espécies Cepas
Complexo Azul Complexo Laranja (cont.)
Actinomyces gerencseriae 238602 | Fusobacterium nucleatum ssp 255862
nucleatum
Actinomyces israelii 121022 | Fusobacterium nucleatum ssp 109532
polymorphum
Actinomyces naeslundii | 121042 | Fusobacterium nucleatum ssp 492562
vincentii
Actinomyces oris 431462 | Fusobacterium periodonticum 336932
Complexo Roxo Parvimonas micra 332702
Actinomyces odontolyticus 179292 | Prevotella intermédia 256112
Veillonella parvula 107902 | Prevotella nigrescens 335632
Streptococcus constellatus 278232
Streptococcus gordonii 105582 | Complexo Vermelho
Streptococcus intermedius 273352 | Tannerella forsythia 430372
Streptococcus mitis 494562 | Porphyromonas gingivalis 332774
Streptococcus oralis 350372 | Treponema denticola B1P
Streptococcus sanguinis 105562 | Qutras Espécies
Eubacterium saburreum 332712
Aggregatibacter 437182 | Gemella morbillorum 278242
actinomycetemcomitans a + 295232 || aptotrichia buccalis 142012
b
Capnocytophaga gingivalis 336242 | Neisseria mucosa 196962
Capnocytophaga ochracea 335962 | Prevotella melaninogenica 258452
Capnocytophaga sputigena 336122 | Propionibacterium acnes | + Il 118272
Eikenella corrodens 238342 118287
Complexo Laranja Selenomonas noxia 435412
Campylobacter gracilis 332362 | Streptococcus anginosus 333972
Campylobacter rectus 332382 | Treponema socranskii S1b
Campylobacter showae 511462
Eubacterium nodatum 330992

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

3.9.4 Checkerboard DNA-DNA hybridization

As suspensdes contidas nos tubos plasticos foram fervidas em banho-
maria por 10 minutos e, em seguida, neutralizadas pela adicdo 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
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(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 concentracfes
correspondentes a 10° e 106 células, ou seja, 1 ng e 10 ng de DNA de cada espécie,
respectivamente (Socransky et al., 1994; Haffajee et al.,1997). A membrana foi
removida do Minislot 30 e o DNA nela concentrado foi fixado por aquecimento em
forno a 120°C por 20 min. A membrana foi pré-hibridizada a 42°C, por 1 hora, em
uma 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).

Colocar amostra em
150pl solucédo tampéo TE pH 7,6

Adicionar 100ul NaOH 0,5M

Ferver durante 10 minutos

Adicionar 800ul Acetato de
Amodnia 5M

[ | Depositar amostras nas
Membrana de - - canaletas do MiniSlot 30

nylon I —_—
— Fixar DNA na membrana a 120° C

Filtro por 20 min

Figura 2. Representagdo grafica do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA)
e resumo da preparacao e colocacdo das amostras na membrana de nylon (técnica
Checkerboard DNA-DNA hybridization).
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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 pL de solugéo de hibridizagdo composta de
45% formamida, 5 x SSC, 20mM de Na:HPO4 (pH 6,5), 0,2 mg/ml de RNA de
levedura, 10% de sulfato de dextrano (Amersham) e 1% caseina. A hibridizacéo

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

Pré-hibridizacdo a 42°C 1 hr

!

Girar membrana 90°

Canaletas de —~ Sondas de DNA gendmicas marcadas
hibridizac&o —_—— com digoxigenina

Hibridizacao em buffer de
formamida a 42°C 20 hrs

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

Anticorpo anti-digoxigenina conjugado
a fosfatase alcalina 1:10.000

l

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

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

3.9.5 Deteccao das espécies

ApO6s o periodo de hibridizagdo, 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 solucdo contendo 1% de &cido maleico (C4H4O4, Vetec), 3M NaCl, 0,2M NaOH
(Labsynth), 0,3% Tween 20 (Vetec), 0,5% caseina, pH 8,0, e, logo apds, por 30
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minutos, na mesma solugdo 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 solucéo 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, Sdo Paulo, SP, Brasil), sob um
filme radiografico 18 x 24 cm (Agfa Gevaert, NV, Bélgica) por aproximadamente 40
minutos. O filme foi posteriormente revelado (Figura 4) manualmente pelo método
convencional temperatura-tempo, de acordo com orientacbes do fabricante. As
solugdes utilizadas foram da marca Kodak (Kodak Brasileira Com. e Ind. Ltda, Séo

José dos Campos, SP, Brasil), mantidas a temperatura de 20°C.
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Figura 4. Representacdo esquematica do padréo de hibridizacdo entre as bactérias

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

A leitura dos filmes radiograficos foi realizada por um Unico examinador
treinado, calibrado e cego para as terapias empregadas. A leitura foi realizada duas

vezes, em dias diferentes, para conferéncia de resultados. Cada sinal produzido por
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uma determinada sonda na amostra de biofilme foi comparado, em intensidade, ao
sinal produzido pela mesma sonda nas duas linhas de controles contendo 10° e 108
bactérias. Desta forma, o numero 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 108 células (Tabela 2). Estes registros foram utilizados para determinar

0s niveis das diferentes espécies investigadas nas diferentes amostras avaliadas.

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

INDICE NIVEL DO MICRORGANISMO CONTAGEM
0 Nao detectado 0

1 Menos de 10° células 10.000

2 Aproximadamente 10° células 100.000

3 Entre 10° e 10° células 500.000

4 Aproximadamente 108 células 1.000.000

5 Mais de 10° células 10.000.000

3.10 Anélise estatistica

A variavel de avaliacdo primaria do estudo foi a diferenca entre os grupos
de tratamento na média da reduc¢ao da PS nos sitios com PS inicial 25mm. Todos os
parametros clinicos avaliados foram calculados para cada participante e a média
entre os participantes em cada grupo separadamente. No inicio do estudo, os dois
grupos de tratamento foram comparados quanto a média da idade, frequéncia de
género dos participantes, frequéncia de efeitos adversos, média da PS, NCI, e
porcentagem de sitios com acumulo de placa, sangramento gengival e SS. O teste
Qui-quadrado foi usado para comparar as diferencas na frequéncia de género no
inicio do estudo. O teste Exato de Fisher foi usado para comparar as diferencas na
frequéncia de participantes que reportaram efeitos adversos. O Qui-quadrado
também foi utilizado para comparar as diferencas na frequéncia de participantes que
atingiram a meta clinica do tratamento periodontal (isto é: < 4 sitios com PS = 5mm
[FERES et al.,, 2012; BORGES et al., 2017]). As diferencas significativas entre os
grupos quanto a meédia da idade, PS, NCI, indice de placa, indice gengival, e
percentual de sitios com acumulo de placa, sangramento gengival e SS nos
diferentes tempos de estudo foram avaliadas através do teste ANOVA e o testes de

comparacdes multiplas de Tukey. Diferencas significativas ao longo do tempo dentro
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de cada grupo para cada um dos parametros clinicos foram avaliadas pelos testes
ANOVA para amostras repetidas e ajuste de Bonferroni. As diferencas
estatisticamente significativas entre os trés diferentes grupos de estudo com relacéo
a média da reducao da PS (variavel priméaria) e ganho de IC nos sitios inicialmente
com PS =25mm entre o inicio do estudo e aos 2, 6 e 12 meses pos-terapia foram
avaliadas através do teste ANCOVA. Os niveis médios (x 10°) e a proporcdo de
cada espécie foram computadas para cada sitio, depois em cada individuo e, em
seguida, em um mesmo grupo terapéutico em cada tempo experimental. Os dados
(niveis e proporcdes) foram analisados pelo teste Mann-Whitney para detectar
possiveis diferencas significantes entre os grupos terapéuticos em cada tempo.
Diferencas nos niveis médios ou nas propor¢cdes de microrganismos dentro de cada
grupo, entre os tempos, foram avaliadas pelos testes Friedman e Dunn
(comparagdes multiplas). A significancia estatistica foi estabelecida em 5%.
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4 RESULTADOS

4.1 Participantes, efeitos adversos e adesdo aos grupos de tratamento

O estudo foi realizado entre setembro de 2015 e margo de 2020. O
fluxograma dos pacientes esta apresentado na figura 5. Seiscentos e vinte seis
individuos foram triados dos quais 80 atenderam aos critérios de elegibilidade e
foram randomizados para um dos dois grupos. Durante a fase ativa do tratamento
trés do grupo B ndo concluiram o tratamento. Na fase de manutencé@o aos dois e
seis meses, 73 e 71 participantes concluiram a avaliacdo, respectivamente. Aos 12
meses, 68 participantes foram avaliados, no entanto, 71 foram analisados para

garantir o poder estatistico.

£ 626 volutérios avaliados 546 excluidos
g para eligibilidade Motivo: ndo atenderam
- aos critérios de inclusdo
80 voluntdrios randomizados
la /\
o
Eg A: CPC/CPC B: CLX/CPC
n=40 n=40
o Ndo compareceram & Nd&o compareceram a
2 visita do inicio: 0 visita do inicio: 3
n=40 n=37
8 Perdidos: 2 Perdidos: 2
~ e n=38 n=35
@ Perdidos: 2 Perdidos: O
© 8 n=36 n=35
2 Perdidos: 2 Perdidos: 1
= E n=34 n=34
Analisados: 36 Analisados: 35

Figura 5. Fluxograma do delineamento do estudo.
CPC: Cloreto de Cetilpiridinio: CLX: Clorexidina.
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A Tabela 3 apresenta as caracteristicas demograficas e a frequéncia de
efeitos adversos reportada por cada grupo. No inicio do estudo ndo houve diferenca
entre os grupos quando a idade e género dos participantes foram consideradas.
Alguns efeitos adversos foram relatados, mas nao houve diferenca significativa entre
0S grupos nos periodos avaliados (Teste Exato de Fisher, p>0,05). Os efeitos
adversos mais comuns foram a sensacdo de ardéncia durante ou apés o bochecho
(48 relatos), seguido de formacéao extra de calculo (33 relatos), alteracdo no paladar
(16 relatos), pigmentacdo extrinseca (14 relatos) e alteracdo no tecido mole (10
relatos). O numero de pacientes que reportaram algum efeito adverso foi 17
participantes no grupo A e 19 no grupo B. Até os 6 meses, apenas trés participantes
trouxeram frascos ainda com o enxaguatorio restante, devido a alteracdo da rotina
ou ndo conseguir aguardar 30 minutos entre a escovacao e o bochecho, destes dois
foram do grupo A e um do grupo B.
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Tabela 3. Caracteristicas demograficas e frequéncia de efeitos adversos

(percentual) no inicio do estudo e aos dois, seis e 12 meses pods-tratamento.

Grupos de tratamento

< A B
Variavel Tempo CPC/CPC CLX/CPC Valor p
(n=36) (n=35)
Qui-
guadrado
Género (numerode . 6/30 9/26 0,496
homens/mulheres)
ANOVA
_ ldade Inicio 4833+1081  4691+921 0,810
(média em anos)
N“f".ero de Exato de
participantes Fischer
reportando (%)
Fase ativa 0 (0) 2 (5,70) 0,629
Pigmentagéo 2 meses 1(2,80) 4 (11,40) 0,170
extrinseca nos dentes 6 meses 1(2,80) 2 (5,70) 0,489
12 meses 1(2,80) 3 (8,60) 0,296
Fase ativa 4 (11,10) 4 (11,40) 0,629
Sensacio de ardéncia 2 meses 9 (25,0) 10 (28,60) 0,471
¢ 6 meses 7 (19,40) 7 (20,0) 0,594
12 meses 4 (11,10) 3 (8,60) 0,516
Fase ativa 0 (0) 0 (0) -
Formacgé&o extra de 2 meses 6 (16,70) 5 (14,30) 0,746
célculo supragengival 6 meses 7 (19,40) 6 (17,10) 0,523
12 meses 6 (16,70) 3 (8,60) 0,253
Fase ativa 1(2,80) 1(2,90) 0,746
~ 2 meses 3 (8,30) 7 (20,0) 0,142
Alteracdo do paladar 6 meses 0 (0) 1(2,90) 0.493
12 meses 1(2,80) 2 (5,70) 0,489
Fase ativa 2 (5,60) 1(2,90) 0,511
Alteragfes no tecido 2 meses (0) 0 (0) -
mole 6 meses 3 (8,30) 2 (5,70) 0,514
12 meses 1(2,80) 1(2,90) 0,746

CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina; %: Percentual.
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4.2 Resultados clinicos

A média para boca toda dos parametros clinicos PS e NCI, assim como o
percentual de acumulo de placa, sangramento gengival e SS nos dois grupos de
tratamento estdo apresentadas na Tabela 4. Ambos os protocolos promoveram uma
melhora dos parametros clinicos avaliados ao longo do tempo (p<0,05). No grupo B,
0 sangramento gengival apresentou menor frequéncia de sangramento aos dois
meses quando comparado com o inicio e aos seis e 12 meses pos-tratamento
(p<0,05). Na comparagao entre os grupos, o grupo B obteve os menores porcentuais
de acumulo de placa, sangramento gengival e sangramento a sondagem aos dois
meses apos o tratamento (p<0,05).

A Tabela 5 apresenta os resultados para a média na reducéo da PS nos
sitios com PS inicial 26mm (variavel priméria), e o ganho de IC nos mesmos sitios
entre o inicio do estudo e dois meses, seis meses e 12 meses pds-tratamento nos
dois diferentes grupos. N&o foram encontradas diferencas estatisticamente
significativas entre os grupos (p>0,05).

A Tabela 6 apresenta o numero e o percentual de sitios residuais no inicio

e apos tratamento, com PS >4, > 5 e > 6 mm nos dois grupos de tratamento e em

todos os periodos de avaliagcdo, bem como as médias das reducdes desses sitios

aos dois, seis e 12 meses pos-tratamento. Ambos 0s grupos terapéuticos mostraram
uma reducdao significativa no percentual de sitios nas categorias de PS >4 mm, > 5
mm e = 6 mm ao longo do estudo (p<0,05). Para a categoria de PS = 4 mm, o grupo

B apresentou menor numero e percentual de bolsas residuais dois meses apos a

terapia.



48

Tabela 4. Média dos parametros clinicos £ DP boca toda no inicio do estudo e aos

dois, seis e 12 meses pos-tratamento.

Grupos de tratamento

. A B Valor p
Variavel Tempo CPCICPC CLX/CPC ANOVA
(n=36) (n=35)
Inicio 3,14 + 0,31 a 3,11 + 0,27 a 0,602
2 meses 254 + 0,3b 2,46 + 0,22 b 0,165
6 meses 256 + 0,28b 249 + 0,21 b 0,292
PS (mm) 12 meses 2,55 + 0,33Db 2,52 + 0,32Db 0,694
A 0-2 meses 0,6 £+ 0,23 0,65 £ 0,28 0,409
A 0-6 meses 0,59 + 0,24 0,61 + 0,28 0,667
A 0-12 meses 0,59 + 0,27 0,59 + 0,29 0,934
Inicio 3,44 + 0,61 a 3,43 + 0,55 a 0,946
2 meses 297 £+ 0,65b 291 + 0,59b 0,673
6 meses 296 + 0,66 b 294 + 0,56 b 0,865
NCI (mm) 12 meses 296 + 0,69b 2,96 + 0,62b 0,981
A 0-2 meses 0,47 £ 0,22 0,52 + 0,26 0,351
A 0-6 meses 0,48 + 0,28 0,5 + 0,22 0,795
A 0-12 meses 0,49 + 0,3 0,47 = 0,28 0,853
% de sitios com:
Actmulo de Inicio 58,83 + 16,04 a 55,71 + 18,3 a 0,447
olaca 2 meses 24,46 + 115b 17,43 + 12,29b 0,015
6 meses 23,77 + 12,83 b 23,16 + 10,29 b 0,824
12 meses 22,2 £+ 10,71 b 21,69 + 13,45b 0,860
A 0-2 meses 34,37 + 12,62 38,28 + 16,23 0,260
A 0-6 meses 35,05 + 13,19 32,55 + 16,28 0,479
A 0-12 meses 36,62 + 15,45 34,01 + 16,33 0,492
Sangramento Inicio 31,95 + 22,71 a 30,35 + 17 a 0,738
gengival 2 meses 16,77 + 12,62 b 9,12 + 8,3b 0,004
6 meses 14,64 + 10,62 b 14,53 + 11,77 ac 0,966
12 meses 18,4 + 155b 16,97 + 12,6 ac 0,671
A 0-2 meses 15,18 + 21,28 21,24 + 14,18 0,164
A 0-6 meses 17,31 + 19,82 15,82 + 13,68 0,715
A 0-12 meses 13,55 + 18,02 13,38 + 15,19 0,966
Sangramento Inicio 2450 + 8a 23,78 + 8,37 a 0,711
2 sondagem 2 meses 10,04 £ 7Db 553 + 4,46 Db 0,002
6 meses 955 + 548b 7,37 + 453 b 0,072
12 meses 10,06 + 8,49 b 8,80 + 7,01 b 0,501
A 0-2 meses 14,46 + 8,22 18,25 + 8,77 0,065
A 0-6 meses 1495 + 7,30 16,41 + 7,40 0,406
A 0-12 meses 14,45 + 8,20 14,98 + 9,17 0,798

Letras minUsculas diferentes indicam diferencas significativas ao longo do tempo (ANOVA para
amostras repetidas e ajuste de Bonferroni). DP: Desvio padréo; CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX:
Clorexidina; PS: Profundidade de sondagem; NCI: Nivel clinico de insercéo; %: percentual.
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Tabela 5. Média da reducéo da PS e ganho de IC (£ DP) em sitios com PS inicial >5

mm no inicio, entre o inicio e dois, seis e 12 meses pds-terapia.

Grupos de tratamento

PS ‘s A B Valor

inicial varavel  Tempo CPCICPC CLX/CPC  ANCOVA
(n=36) (n=35)

Inicio 538 + 0,38 543 + 0,59 0,667

Reducdo AO0-2meses 1,81 + 0,46 1,98 + 0,43 0,110

PS A 0-6 meses 1,79 + 0,43 1,98 + 0,45 0,069

AO-12meses 1.8 * 055 1,89 + 0.66 0,505

25 mm

Inicio 546 + 067 551 + 0,76 0,752

AO-2 meses 147 + 051 1,63 * 0,5 0,201

GanhoIC s meses 1,51 + 058 1,67 + 0,53 0,216

A0-12 meses 157 + 0,6 1,59 + 0,7 0,880

PS: Profundidade de Sondagem; IC: Inser¢cdo Clinica; DP: Desvio padrdo; CPC: Cloreto de
Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina.
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Tabela 6. Média do numero (percentual) + DP dos sitios com PS >4 mm, >5 mm e
>6mm, bem como a média nas redugdes (x DP) do numero de sitios aos dois, seis e

12 meses poés-tratamento.

Grupos de tratamento

Categoria Tempo A B Valor p
de PS CPC/CPC CLX/CPC ANOVA
(n=36) (n=35)
. o 42,97 + 1463a 3871 + 114la 0,177
= (30,41 + 9,5) (28,89 + 9,67)
> moses 1531 + 1519b 9,63 % 6,15b 0,044
(10,79 + 9,94) (7,23 + 4,76)
6 moses 14,83 + 119b 11,2 + 7,71 b 0,133
(10,59 + 8,32) (8,32 + 5,8)
12 meses 15,61 + 12,82b 12,6 + 13,26 b 0,334
(11,09 + 9) (9,51 + 10,02)
A 0-2 meses 27,67 + 10,57 20,00 + 11,04 0,582
A 0-6 meses 28,14 + 12,46 27,51 + 10,94 0,823
A 0-12 meses 27,36 £ 12,01 26,11 + 12,77 0,673
. 2378 + 1239a 20,43 + 9,08 a
=5 mm Inicio (16,94 + 854) (1531 + 7,51) 0,199
5,89 + 8,50 b 3,40 + 3,73 b
2 meses (4.19 + 5,83) 2,6 + 2,91) 0.117
6,08 + 7,98 b 3,77 + 4,47b
6 meses (4,41 + 5,77) (2,82 + 3,28) 0,138
6,33 + 8,65b 4,97 + 851b
12 meses (454 + 6,27) (3.75 + 6,37) 0,506
A 0-2 meses 17,89 + 8,4 17,03 + 8,52 0,670
A 0-6 meses 17,69 + 10,51 16,66 + 9,11 0,658
AO-12 meses 17,44 + 10,16 15,46 + 8,99 0,386
. 711 + 7,34a 569 + 511a
>6 mm Inicio (519 + 5,35) (4.26 + 3,86) 0,347
1,92 + 4,64 b 0,94 + 1,95b
2 meses (1,42 + 3,39) (0,73 + 1,61) 0,255
1,81 + 375D 0,97 + 2,04 b
6 meses (1,37 + 2,83) (076 + 1,62) 0,250
1,92 + 507 b 1,37 + 3,56 b
12 meses (1,43 + 3,89) (1,07 = 2,77) 0,603
A 0-2 meses 519 + 5,26 4,74 + 4,75 0,706
A 0-6 meses 531 + 5,33 4,71 + 4,77 0,624
A 0-12 meses 519 + 5,48 4,31 + 4,56 0,465

Letras minusculas diferentes indicam diferengas significativas ao longo do tempo (ANOVA para
amostras repetidas com ajuste de bonferroni). DP: Desvio padrdo; PS: Profundidade de Sondagem;
CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina.
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A Tabela 7 apresenta o numero e percentual de participantes que
atingiram a meta clinica para o tratamento periodontal, ou seja, <4 sitios com PS =5
mm, aos dois, seis e 12 meses pos-tratamento, proposta por Feres et al. (2012) e
Borges et al. (2017). O numero de participantes que atingiram a meta clinica para o
tratamento foi estatisticamente maior no grupo que bochechou clorexidina na fase
ativa (grupo B) apos 12 meses da terapia (p=0,009). A diferenca nado foi
estatisticamente significativa nos demais periodos (p>0,05). Nao houve diferenca
para o nimero de participantes que nunca atingiram a meta clinica, para os que
entraram apds dois meses, aos que sairam apos esse periodo e para aqueles que

sempre estiveram na meta clinica (p>0,05).

Tabela 7. Numero e percentual de participantes que atingiram a meta clinica para o
tratamento periodontal (isto é, <4 sitios com PS =5 mm) aos dois, seis e 12 meses

pds-tratamento.

Grupos de tratamento

Me_t a Tempo A B VE;Z;- P
clinica CPC/CPC CLX/CPC vadrado
(n=36) (n=35) q9
2 meses 20 (57,1%) 24 (70,6%) 0,507*
Sim 6 meses 20 (55,6%) 26 (74,3%) 0,099**
12 meses 17 (47,2%) 27 (77,1%) 0,009***
Nunca atingiu 2 - 12 meses 12 (33,3%) 5 (14,3%)
E';”r‘;‘; 3p0S 2-12meses 4 (11,1%) 4 (11,4%) 0,065
Saiu 2 - 12 meses 7 (19,4%) 3 (8,6%)
Sempre 2 - 12 meses 13 (36,1%) 23 (65,7%)

* *x  *x% Comparagdo entre as frequéncias de individuos quem alcancaram a meta clinica,
respectivamente aos dois, seis e 12 meses pls-terapia, e entre 0s dois grupos. Valor em negrito
indica diferenca estatisticamente significativa.
PS: Profundidade de Sondagem; CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina.
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4.3 Resultados Microbioldgicos

A Figura 6 mostra os niveis das contagens médias (x10°) de 40 espécies
em amostras de biofilme subgengival para ambos 0s grupos no inicio, aos dois e 12
meses poés-tratamento. Quando comparado 0s niveis das contagens bacterianas
entre 0s grupos, poucas diferencas foram encontradas. No inicio do estudo, a
espécie Capnocytophaga sputigena (verde) foi maior no grupo A, enquanto Gemella
morbillorum (outros) foi maior no grupo B (p<0,05). Na avaliacdo de 2 meses,
apenas a espécie Campylobacter gracilis (laranja) foi maior no grupo B (p<0,05). J&
aos 12 meses poés-tratamento, as espécies Actinomyces gerencseriae (Azul).
Streptococcus oralis (verde) estavam aumentadas no grupo A (p<0,05). No grupo B,
as espécies Veillonella parvula (roxo), C. gracilis (laranja) e Treponema Socranskii
apresentaram maiores niveis em comparacao ao grupo A (p<0,05). Na avaliacdo ao
longo do tempo esta representada na figura 6, as diferencas entre o inicio e 12
meses apdés o tratamento. No grupo A, as espécies Prevotella nigrescens, P.
gingivalis e T. denticola diminuiram apos o tratamento (p<0,05). No grupo B, as trés
espécies do complexo vermelho diminuiram apos o tratamento, assim como A.
gerencseriae e S. oralis (p<0,05).

A Figura 7 mostra a propor¢ao dos complexos microbianos em todos os
sitios no inicio do estudo, aos dois e 12 meses apos o tratamento. O grupo A, apos
dois meses de tratamento, apresentou aumento na propor¢cdo dos complexos
amarelo e verde e diminuicdo do complexo vermelho (p<0,05). No entanto, quando
comparado com a avaliacdo de 12 meses apos o tratamento, os complexos amarelo
e verde possuem valores semelhantes ao inicio (p>0,05). Apesar do aumento da
proporcdo do complexo vermelho entre 2 e 12 meses, esse valor foi menor que
antes do tratamento (p<0,05). No grupo B, o complexo vermelho diminuiu apos cada
avaliacdo (p<0,05), j& o complexo laranja diminuiu na avaliagdo de dois meses
(p<0,05), mas voltou a aumentar apds 12 meses, semelhante aos valores
encontrados no inicio do estudo (p>0,05). A propor¢cdo do grupo Actinomyces
aumentou na avaliagéo de dois meses e diminuiu aos 12 meses, no entanto, apesar
do aumento, esse valor foi estatisticamente menor quando comparado ao baseline
(p<0,05). Na comparacédo entre os grupos, eles apresentaram perfis semelhantes no
baseline, mas apés dois meses houve diferenca para todos os complexos, exceto o

verde e o laranja (p<0,05). Esse resultado ndo foi mantido na avaliacdo de 12
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meses, apenas as bactérias agrupadas em “outras” (cinza) apresentou maior
proporcao no grupo B (p<0,05).

A Figura 8 mostra a propor¢cdo dos complexos microbianos nos sitios
saudaveis (PS < 3 mm) no inicio do estudo, aos dois e 12 meses apés o tratamento.
No grupo A, ndo houve alteracdo na propor¢cédo do complexo vermelho entre o inicio
e a avaliacdo de dois meses, no entanto, este complexo aumentou em 12 meses
(p<0,05). Ja o grupo B apresentou algumas diferencas ao longo do tempo. O grupo
Actinomyces diminuiu na avaliacdo de dois meses e voltou a aumentar em 12
meses, com valores semelhantes ao inicio. J& a propor¢édo do complexo vermelho
diminuiu apos dois meses e manteve o resultado apds 12 meses. Em dois meses.
guando as comparacdes entre os grupos foram realizadas, notou-se que a
proporcédo do grupo Actinomyces foi maior no grupo A e o complexo amarelo foi
maior no grupo B (p<0,05). Os perfis microbianos dos sitios saudaveis foram
semelhantes no baseline e 12 meses apds o tratamento para todos os complexos
(p>0,05), exceto o complexo vermelho que foi maior no grupo A (p<0,05).

A Figura 9 mostra a propor¢cdo dos complexos microbianos nos sitios
doentes (PS = 4 mm) no inicio do estudo, aos dois e 12 meses ap0s o tratamento. A
propor¢do do complexo vermelho diminuiu apos dois meses e manteve o resultado
apos 12 meses em ambos os grupos (p<0,05). Quando comparado entre 0s grupos,
nao houve diferenca estatistica entre os grupos no inicio do estudo, no entanto o
grupo B apresentou uma propor¢cdo numericamente maior do complexo vermelho.
Na avaliacdo de dois meses, a propor¢ao do grupo Actinomyces foi maior no grupo
A (p<0,05). J& na avaliacdo dos 12 meses, os perfis microbianos dos sitios doentes
foram semelhantes (p>0,05), mas o0s complexos laranja e vermelho foram

numericamente menores no grupo B.



54

A: CPC/CPC B: CLX/CPC

10 12 14 1 18 O 2 4 10 12 14 16

Contagem x10° o 2 a4

Actinomyces gerencseniae
Actinomyces israelli
Actinomyces naeshundii 1

Actinomyces oris

Actinomyces odontolyticus |

Veillonella parvula

Streptococcu s gordonidi
Streplococcus ntermediu s
Streptococcus mitis
Streptococcus oralis

Streptococcus sanguinis

A actinomycetencomytans (a+h)

Capnocytophaga gingivalis Inicio
=== ) meses
wenenn]1 2 meses

Inicio
-2 meses
sennes 12 meses

Capnocytophaga ocdhracea
Capnocytophaga sputigena

Eikenella corrodens

Campylobacter gracls

Campylobater rectus

Campylobacter showae

Eubacterium nodatum

Fusobacterium nudeatum (sp. nucleatum)
Fusobacterium.nucleatum. ssp.polymor phum
Fusobacterium.nucleatum, ssp.vincentii
Fusobacterium periodonticum

Prevotella intermedia

Parvimonas micra

Prevotella nigrescens

Streplococcus constellatus

Forphyromonas gingivalis
Treponema denticola B1

Tannerella forsythia

Eubacterium saburreum
Gemella morbillorum
Leptotrichia buccalis
Neissenia mucosa
Propionybacterium acnes (1+11)
Prevotella melaninogenica

Streplococous anginosus

Selenomonas noxia

Treponema Socranskii 51

Figura 6. Niveis das contagens médias (x10°%) de 40 espécies em amostras de biofilme subgengival
para ambos 0s grupos no inicio, aos dois e 12 meses pds-tratamento. As espécies foram ordenadas e
agrupados de acordo com os complexos microbianos descritos por Socransky et al. (1998).

* indica diferenca entre inicio e 12 meses pelo teste de Friedman e Dunn. As diferencas entre os
grupos foram determinadas usando o Teste U de Mann-Whitney ajustado para comparacgdes
multiplas estao descritas na sessdo Resultados. CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina.
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GRUPO A GRUPO B
CPC/CPC — CLX/CPC

2 meses

12 meses

b

Figura 7. Média das propor¢des (%) dos complexos microbianos no inicio do estudo, dois e 12 meses
pos-terapia nos dois grupos terapéuticos em todos os sitios.

As 40 espécies microbianas foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos (Socransky
& Haffajee, 2002). * indica diferenca estatistica entre os grupos pelo Teste U- Mann-Whitney, p>0.05.
Letras mindsculas distintas indicam diferenca estatistica entre os tempos pelos testes Friedman e
Dunn. CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina.
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GRUPO A GRUPO B

CPC/CPC CLX/CPC
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2 meses

12 meses

b

Figura 8. Média das proporcdes (%) dos complexos microbianos no inicio do estudo, dois 12 meses
pés-terapia nos dois grupos terapéuticos nos sitios saudaveis(PS < 3 mm).

As 40 espécies microbianas foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos (Socransky
& Haffajee, 2002). * indica diferenca estatistica entre os grupos pelo Teste U- Mann-Whitney, p>0.05.
Letras mindsculas distintas indicam diferenca estatistica entre os tempos pelos testes Friedman e
Dunn. CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina.
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GRUPO A GRUPO B

CPC/CPC - CLX/CPC
Inicio

2 meses

12 meses

Figura 9. Média das propor¢des (%) dos complexos microbianos no inicio do estudo, dois 12 meses
pos-terapia nos dois grupos terapéuticos nos sitios doentes (PS = 4 mm).

As 40 espécies microbianas foram agrupadas de acordo com os complexos microbianos (Socransky
& Haffajee, 2002). * indica diferenga estatistica entre os grupos pelo Teste U- Mann-Whitney, p>0.05.
Letras minlsculas distintas indicam diferenca estatistica entre os tempos pelos testes Friedman e
Dunn. CPC: Cloreto de Cetilpiridinio; CLX: Clorexidina.
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5 DISCUSSAO

Os dados desse estudo clinico randomizado mostraram que os dois
protocolos de controle do biofilme supragengival foram capazes de melhorar os
parametros clinicos avaliados e as propor¢des dos complexos microbianos. Apesar
de ndo observada diferenca estatistica para a variavel primaria (reducédo de PS nos
sitios com PS inicial 2 5mm) em nenhum dos periodos avaliados, o grupo que
bochechou clorexidina na fase ativa do tratamento mostrou maiores beneficios em
alguns parametros. Os participantes do grupo CLX/CPC mostraram menor
frequéncia para o acumulo de biofilme, inflamacdo gengival e sangramento a
sondagem do que o grupo CPC/CPC aos dois meses pos-terapia (p<0,05). Além
disso, a média e frequéncia de sitios residuais com PS = 4 mm foi menor nesse
grupo aos dois meses apds o tratamento (p<0,05). Um maior numero de
participantes do grupo CLX/CPC atingiu a meta clinica para tratamento (isto &, <4
sitios com PS =5 mm) aos 12 meses apos a terapia e obteve reducédo progressiva da
proporcao de complexo vermelho em todos os sitios até 12 meses (p<0,05).

Os beneficios clinicos e microbiolégicos da clorexidina 0,12% ja foram
amplamente descritos na literatura (ADDY & DOLBY, 1976; SANZ et al., 1989;
CARVALHO et al., 2004, 2005; FERES et al., 2009, 2012; TEITELBAUM et al., 2009;
MESTNIK et al., 2010; SHETTY et al., 2013; SETHI et al.,, 2019). No presente
estudo, é possivel observar claramente o efeito desse agente no grupo que o
utilizou. Aos dois meses apdés a terapia, o bochecho com clorexidina foi responsavel
por um menor acumulo de biofilme, sangramento gengival e sangramento a
sondagem. Apesar desse resultado ndo se repetir na avaliacdo de seis e 12 meses,
a meta clinica para o tratamento e as caracteristicas microbiologicas atingidas pos-
terapia demonstram o efeito em longo prazo do uso inicial da clorexidina. No
presente estudo, os participantes utilizaram a CLX por dois meses iniciado a partir
do primeiro dia da RAR, semelhante ao descrito por Feres et al. (2009). Estes
autores (FERES et al. 2009) avaliaram os efeitos clinicos e microbioldgicos da RAR
combinada com o controle mecénico ou controle quimico do biofilme supragengival.
Os resultados demostraram que individuos no grupo usando CLX apresentaram
alteracdes mais benéficas na composicdo do biofilme subgengival em relacdo
agueles que nao utilizaram o enxaguatorio. O grupo que fez o controle quimico

apresentou menores proporcdes dos complexos vermelho e laranja, bem como
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maiores proporcdes de espécies bacterianas compativeis com o hospedeiro (FERES
et al. 2009).

Uma revisdo que reuniu varias revisdes sistematicas sobre o controle
guimico do biofilme avaliou revisGes sisteméticas sobre o efeito dos bochechos no
controle de biofilme e manejo de gengivite, e sugerem que a CLX seja o
enxaguatorio de primeira escolha para situagfes clinicas especiais, restrito ao uso
de curto prazo (até quatro semanas) a prazo moderado (mais que quatro semanas)
(VAN DER WEIJEN et al., 2016). Além disso, Van der Weijen et al. (2016) reuniram
evidéncias fortes que apoiam a eficacia do CPC, demonstrando um efeito benéfico
moderado na reducdo e/ou manutencao de baixos escores de biofilme e gengivite.
Até o momento, nenhum estudo avaliou os efeitos clinicos e microbiolégicos do
enxaguatorio contendo 0,075% de CPC na fase ativa e/ou de manutencdo do
tratamento da periodontite. Um estudo in vitro recente (MIRANDA et al., 2020)
avaliou a atividade antimicrobiana do CPC e da CLX sobre um biofilme subgengival
multiespécie composto por 31 espécies bacterianas relacionadas a periodontite. Os
autores encontraram uma reducao de 60% da atividade metabdlica do biofilme para
ambos enxaguatorios e concluiram que o efeito antimicrobiano do CPC foi téo eficaz
guanto a CLX (MIRANDA et al., 2020).

No presente estudo, nenhum parametro clinico de média de boca toda
diferiu entre os grupos de avaliacdo aos 12 meses pos-terapia. Aléem disso, nao
houve diferenca para a redugdo de PS nos sitios com PS inicial =2 5mm (variavel
primaria) em nenhum periodo avaliado. Poucos trabalhos relatam o uso do CPC
durante o tratamento periodontal, mas todos eles avaliaram o CPC associado a
clorexidina, com objetivo de potencializar o efeito do controle quimico do biofilme (x).
Durante a fase ativa do tratamento, Garcia-Gargallo et al. (2017) avaliaram o uso de
uma nova formulagéo do bochecho contendo 0,12% CLX e 0,05% de CPC iniciado
imediatamente apds a primeira sessdo de raspagem e alisamento subgengival até
guatro semanas apos o tratamento. Esses autores observaram resultados favoraveis
para a nova formulacdo proposta no estudo (GARCIA-GARGALLO et al., 2017). No
entanto, ndo é possivel conhecer o efeito real do CPC nos parametros clinicos e
microbiolégicos para este estudo, porque em todos os protocolos o CPC estava
associado a CLX. Outras investigagdes também avaliaram o CPC 0,05% associado
a CLX 0,05% utilizado durante a fase de manutencéo periodontal (SANTOS et al.,
2004; QUIRYNEN et al., 2005; ESCRIBANO et al., 2010). Os trés estudos
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demostraram que tanto o indice de placa quanto as contagens totais bacterianas,
avaliadas por meio de cultura, foram mais reduzidos no grupo usando CPC+CLX em
comparagcao ao grupo controle sem principio ativo, sendo que no protocolo proposto
por SANTOS et al. (2004) os enxaguatorios foram usados por 15 dias, para
ESCRIBANO et al. (2010) por trés dias e QUIRYNEN et al. (2005) recomendou o
uso por 6 meses. Além disso, Quirynen et al. (2005) também compararam o grupo
CPC+CLX com grupo que utilizou 0,2% CLX, e concluiram que os efeitos contra o
biofilme foram semelhantes (QUIRYNEN et al., 2005).

Apesar de que neste estudo os dois principios ativos ndo foram utilizados
No mesmo enxaguatorio, o grupo que utilizou a combinacdo de CLX por dois meses
e no periodo entre dois meses e um ano utilizou o CPC obteve o maior numero de
participantes que atingiram a meta clinica (~77%) quando comparado ao grupo que
utilizou apenas o CPC (~47%), na avaliacdo final pds-tratamento (p<0,05). Somado
a isso, no grupo CLX/CPC apresentou 0 menor numero de participantes que
deixaram a meta clinica entre as avaliacdes poés-tratamento e mais individuos que
sempre a atingiram. Esse desfecho clinico é uma variavel centrada no paciente que
reflete a remissao ou o controle da doencga, e pode ser uma ferramenta para avaliar
a necessidade futura de tratamento periodontal quando individualizada para cada
paciente (FERES et al., 2020).

Outro ponto que pode ser considerado para a avaliacdo da remissao ou
controle da doenca é o perfil microbiano encontrado apés o tratamento. Este perfil
microbiano é compativel com a saude quando observa-se niveis e propor¢des mais
baixos dos complexos laranja e vermelho, e o concomitante aumento das espécies
relacionadas a satde (LOE et al., 1978; SOCRANSKY et al., 1998; SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2002, 2005; TELES; HAFFAJEE; SOCRANSKY, 2006). A partir de um
estudo anterior, foi sugerido que o resultado do tratamento pode ser considerado
instdvel quando o complexo vermelho representa mais de 10% das espécies
bacterianas do tradicional painel Checkerboard (FERES; FIGUEIREDO; SOARES;
FAVERI, 2015). Feres et al. (2020) avaliaram a proporcdo dos complexos
microbianos do biofilme subgengival, por meio do Checkerboard DNA-DNA
hibridization, de individuos que atingiram e ndo atingiram a meta clinica ap6s o
tratamento periodontal (SOCRANSKY et al., 1998). Os individuos que atingiram a
meta clinica apresentaram um perfil microbiano compativel com a saude, sendo que

o complexo vermelho estava presente entre 4-6% do total de espécies bacterianas
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avaliadas, e as proporcdes das espécies compativeis com o hospedeiro, como
Actinomyces sp, bem como V. parvula e Actinomyces odontolyticus reconhecidas
como participantes do “complexo roxo”, mostram-se em altos niveis.

Em 2009, Feres et al. realizaram um estudo que comparou os efeitos
clinicos e microbiolégicos da RAR sozinha ou combinada com controle mecénico
profissional ou quimico do biofilme supragengival no tratamento da periodontite.
Estes autores encontraram menores propor¢des do complexo vermelho no grupo
gue utilizou a CLX quando comparado aos outros grupos apos dois meses (FERES
et al., 2009). No inicio do estudo, o complexo vermelho representava 25,8% do perfil
bacteriano. Aos dois meses, reduziu para 6,5%, mas na avaliacdo de seis meses,
essa porcentagem teve um pequeno aumento numeérico (8,8%), porém sem
diferenca estatistica. No presente estudo, aos dois meses poés terapia, a proporcao
do complexo vermelho foi significativamente menor no grupo CLX/CPC. Ambos os
protocolos foram capazes de alterar a propor¢cdo do complexo vermelho apés o
tratamento em todos os sitios. Porém, vale destacar que apenas no grupo CLX/CPC,
a proporgcdo do complexo vermelho continuou reduzindo apds a avaliagdo de dois
meses até 12 meses pos-tratamento periodontal. Assim, € possivel supor que a
combinacdo de enxaguatorios CLX/CPC foi capaz de causar uma mudanca
ecologica mais profunda no biofiime (CUGINI et al.,, 2000; SOCRANSKY &
HAFFAJEE, 2002; FERES; FIGUEIREDO; SOARES; FAVERI, 2015), provavelmente
devido ao uso da clorexidina nos meses iniciais, e pelo CPC na fase de manutencéo.

Considerando a instabilidade do perfil microbiano quando a proporcéo do
complexo vermelho é superior a 10%, € importante discutir sobre este dado nos
sitios saudaveis avaliados neste estudo em pauta. Foram selecionados para coleta
sitios que apresentavam PS < 3 mm sem sangramento a sondagem. Ainda assim,
para ambos 0s grupos, as propor¢cdes do complexo vermelho foram superiores a
10% antes do tratamento. Este fato remete ao conceito cientifico de que o
tratamento deve abranger todos os locais da boca, e ndo apenas os sitios com PS
aumentada (FERES; FIGUEIREDO; SOARES; FAVERI, 2015). De fato, neste
estudo, como esperado, os sitios doentes apresentaram niveis mais elevados de
patégenos periodontais do que os sitios saudaveis (SOCRANSKY; HAFFAJEE,
2005; PEREZ-CHAPARRO et al., 2018).

E sabido que a formacdo do biofiime subgengival é influenciada pelo
biofilme supragengival (SOCRANSKY & HAFFAJEE, 2002). Sendo assim, a
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utilizacdo de controle quimico associado ao tratamento mecénico na fase ativa da
terapia periodontal pode ajudar na alteracdo ecoldgica em todas as superficies orais
gue poderiam funcionar como reservatorios de patdogenos periodontias, aléem de agir
nas espécies bacterianas em estado planctonico (MAGER et al., 2003; MARSH,
2005; FAVERI et al., 2006a). Portanto, neste estudo, foi possivel notar que o
controle quimico do biofilme supragengival adjunto ao controle mecéanico foi capaz
de potencializar e prolongar os efeitos benéficos da terapia mecanica periodontal.

A principal critica ao uso continuo de enxaguatoérios bucais no tratamento
periodontal é o possivel desenvolvimento de efeitos adversos. Na presente
avaliacdo, a frequéncia de efeitos adversos foi similar entre os grupos, sem
diferenca estatistica entre eles. Os tipos de efeitos adversos apresentados nesta
avaliacdo estdo de acordo com os reportados na literatura, sendo 0s mais
prevalentes: sensacdo de ardéncia, formacao extra de célculo, alteracdo no paladar
e a pigmentacao extrinseca dos dentes, lingua, mucosas e restauracdes, alteragdes
no tecido mole (FLOTRA et al., 1971; CUMMING & LOE, 1973; CIANCIO; MATHER;
BUNNELL, 1975; LOBENE et al., 1979; CIANCIO, 1986; KENI; ARAS; CHITRE,
2012; SLOTS, 2012; VAN DER WEIJEN et al. 2016; JAMES et al., 2017). No
entanto, os efeitos adversos associados ao uso desses enxaguatorios sdo dose-
dependentes (FLOTRA et al., 1971; CUMMING & LOE, 1973; JAMES et al., 2017).
Contudo, a apresentacdo de efeitos adversos néo teve influéncia na adesédo dos
individuos aos grupos de tratamento.

O principal ponto forte deste estudo é ser o primeiro ensaio clinico que
avaliou a eficacia de dois diferentes protocolos de controle quimico do biofilme
supragengival realizado durante a fase ativa e fase de manutencédo do tratamento
periodontal em individuos com periodontite. Estes resultados possuem aplicabilidade
clinica objetiva, pois podem beneficiar os pacientes por meio do aprimoramento dos
cuidados diarios pessoais. A ndo apresentacdo de um grupo controle que fizesse
uso apenas de bochechos com solucdo placebo poderia ser detectada como uma
possivel limitacdo deste delineamento experimental. Porém, é necessario considerar
gue a literatura cientifica ja oferece dados suficientes que demonstram o poder
antimicrobiano de diversos principios ativos encontrados em enxaguatérios bucais
(ADDY & MORAN, 1983; MARSH, 1992; ALBANDAR; GJERMO; PREUS, 1994;
EATON et al., 1997; ERNST; PROCKL; WILLERSHAUSEN, 1998; QUIRYNEN et al.,
2001; HERRERA et al., 2003; HEITZ; HEITZ-MAYFIELD; LANG, 2004; SEKINO et
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al., 2004; SANTOS et al., 2004; QUIRYNEN et al., 2005; WITT et al., 2006; HAPS et
al., 2008; FERES et al., 2009; TEITELBAUM et al., 2009; ESCRIBANO et al., 2010;
MESTNIK et al., 2010; GARCIA et al., 2011; COSTA et al., 2013; SHETTY et al.,
2013; SREENIVASAN; HARASZTHY; ZAMBON, 2013; GARCIA-GARGALLO et al.,
2017; SETHI et al., 2019) e embasam a escolha dos protocolos terapéuticos
testados neste estudo.

Apesar dos resultados promissores encontrados neste estudo, a
realizacdo de novas investigacdes podera confirmar os dados aqui demonstrados.
Além disso, outros principios ativos também poderdo ser testados em busca do

melhor protocolo terapéutico a ser oferecido aos pacientes periodontais.



64

6 CONCLUSAO

Os resultados deste estudo clinico randomizado mostraram que:
- Ambos os tratamentos levaram a uma melhora dos parametros clinicos aos 12
meses apos o tratamento.
- O uso do bochecho com CLX nos primeiros dois meses proporciona ao paciente
mais chance de atingir os melhores resultados clinicos e microbiolégicos aos 12

meses apc')s o tratamento.
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Enviar relatorio final até 15072017, via Plataforma Brasil, contemplando as guestdes relativas aocs Criténos
Eticos da pesquiza;

4) Houwe ccorréncia de fatos relevames que altsraram o curso normal do setudo?

b) Foram faitas eventusiz modificagdes ou emendas ao projsto de peaquisa?

c] A pesguiza foi concluida de acordo com o protocolo aprovadoe pelo CEP UnG 7

d) Faga um parecer acbre o relacionamento Peaguisador ¥ Participants da peeguisa durante a realizagho do
astdo.

GUARULHOS, 03 de Junho de 2015

Azzinado por:
Hagina de Dliveira Morass Arruda
{Coordanador)
Endoroga: Praga Tereza Cristina, 223
Bairra: Canirg CEP: g7.023-07T0

uF: 5P Municipio: GUARULHOS
Telefona:  {11)2464-1778 Fax:  (11)2454-1187 E-mail: combe.efca@ung.br
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ANEXO B — Questionario de salde e anamnese.

PROTOCOLO N° CRO-2015-02-MW-PERIO-BZ-BS

DADOS PESSOAIS

Nome: Data:

Data de nascimento: Raca: Fumante: ( ) Sim () N&o

HISTORIA MEDICA

Nome do médico: Telefone#:

Data da ultima visita:

Contato em caso de Emergéncia? Nome:

Telefone #:

Seu estado de saude atual é: Bom Médio Ruim

Vocé ja foi submetido a algum procedimento cirtrgico? [ 1Sim [ ]Nao
Se SIM, qual?:
Vocé esta sob cuidados de algum médico? [ 1Sim [ ]N&o

Se SIM, qual?:
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Por favor, circule se vocé tem ou teve alguma destas doencas:

Sangramento anormal  Anemia Desordens sanguineas Transfuséo
sanguinea

Hemofilia AIDS Artrite Asma
Céancer/Tumor Quimio/radioterapia  Doenca renal/hepética

Ulcera/ Colite Diabetes ou agucar no sangue anormal Glaucoma
Hepatite/Ictericia Enfisema Problemas pulmonares/respiratérios
Problemas cardiacos Presséo sanguinea alta/baixa Febre reumética
Uso de drogas Epilepsia Problemas de pele

Por favor, descreva se tem algum outro problema/condi¢cdo médica:

Vocé tem histéria de alergia a produtos de higiene oral, de cuidados pessoais ou a algum

ingrediente desses produtos?

Se sim, por favor, explique quais?

Vocé toma algum tipo de medicacédo? Se sim, descreva quais:

Liste qualquer prescricao de medicamento que vocé esteja fazendo uso

Nome do medicamento | Quantidade Frequéncia | Motivo
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HISTORIA ODONTOLOGICA

Nome do seu dentista: Telefone:

Com qual frequiéncia vocé visita o dentista:

Data da sua Ultima visita:

APENAS MULHERES

Por favor, responda o que segue:

Vocé estd gravida? S N Se sim, de quantos meses :

Vocé estd amamentando? S N

Eu entendo que as informacdes que eu forneci hoje séo verdadeiras e correspondem ao melhor
do meu conhecimento. Eu também entendo que essas informagdes sao confidenciais e é minha
responsabilidade informar qualquer alteracdo no meu estado de saude. Eu entendo que minha

participacdo no estudo € voluntaria e que eu posso sair do estudo a qualquer momento.

Assinatura Data



PROTOCOLO N° CRO-2015-02-MW-PERIO-BZ-BS

FORMULARIO INICIAL DE RECRUTAMENTO

Numero do sujeito Data
Sexo Masculino Feminino
Data de /
Nascimento Dia Més Ano
______Caucasiano
__ Negro
Raca __ Espénico
_____ Asiético
__ Outra, por favor, especifique:
Fumante Sim Nao
Vocé tem o habito de consumir essas bebidas abaixo?
__Sim __ Nao COLA
__Sim ___N&o CAFE
__Sim __Nao CHA
1. O individuo possuiidade entre 30-70 anos de idade? Sim Nao
2. O individuo assinou o termo de consentimento (TCLE)? Sim N&ao
3. Oindividuo esta disponivel para a duracdo do estudo? Sim N&o
5. O individuo possui no minimo 15 dentes? Sim__ Néao_
6. O individuo esta em boas condi¢des de saude sistémica? Sim Nao

80



81

Se alguma das respostas anteriores (1-6) foi NAO, o individuo ndo se enquadra no
estudo. Se o individuo se classifica para o estudo, as questbes 7-22 devem ser

respondidas:

7. O individuo apresenta condicdo médica que medicacdo profildtica? Sim___ Nao__

10. O individuo apresenta periodontite crénica moderada? Sim__ Nao

11. O individuo possui alguma lesdo em tecido mole ou duro naboca? Sim___ Nao

12. O individuo possui mais de 30% dos sitios com sangramento a Sim___ Néao
Sondagem?

13. O individuo apresenta pelo menos 4 sitios com profundidade Sim__ Nao_

de sondagem (PS) e nivel clinico de insercédo (NCI) > 5 mm

14. O individuo usa aparelho ortoddntico? Sim___ Nao
15. O individuo fez uso de antibiéticos nos Ultimos seis meses? Sim__ Néao_
16. Uso de medicacado que interfira com os resultados? Sim___ Nado__
17. Esta gravida ou amamentando? Sim__ Néo__

18. Participacdo em algum outro estudo clinico no més anterior
ao inicio deste estudo? Sim N&o
19. Resposta imune comprometida? Sim N&o

20. O individuo tem historia de alergia a produtos de higiene

oral/pessoal ou aos seus ingredientes? Sim___ Nao__
21. Alguma prescricéo que interfira com os resultados do estudo? Sim___ Néo
22. Alguma condi¢cdo médica que proiba a participagdo no estudo? Sim__ Néo
23. Uso de alcool, habito de fumar ou uso abusivo de drogas? Sim__ Néo_

Se alguma das questdes 7-22 for SIM, o individuo ndo se enquadra no estudo. O

individuo deve ser dispensado e a questao 23 completada.

23. O INDIVIDUO SE CLASSIFICA PARA O ESTUDO? SIM___ NAO

Examinador Responséavel Data



ANEXO D - Avaliagao dos tecidos orais moles e duros.

PROTOCOLO N° CRO-2015-02-MW-PERIO-BZ-BS

INDIVIDUO NUMERO

AREA

1. Palato mole

N

Palato duro

3. Tecido gengival
4. Mucosa bucal
5. Tecido mucoso

6. Lingua

~

AVALIACAO

. Areas sublingual e submandibular

8. Glandulas salivares

©

Se alguma das questdes 1-9 foi NAO, por favor explique:

. Areas tonsilares e faringeas

AVALIACAO DOS TECIDOS ORAIS MOLES E DUROS

DATA
NORMAL
Sim___ Naéo__
Sm__ Nao_
Sim_ Nao_
Sm__ Nao__
Sm__ Nao__
Sm___ Nado__
Sim_ Nao_
Sm___ Nao_
Sim Nao

Data

Examinador Responsavel




ANEXO E - Formulario de visita pés-tratamento.

83

PROTOCOLO N° CRO-2015-02-MW-PERIO-BZ-BS

FORMULARIO DA VISITA POS-TRATAMENTO

Numero do sujeito Iniciais do nome Data
O individuo faz uso constante de alguma medicacéo (incluindo OTC)? SIM NAO
Se SIM, por favor, liste todos os medicamentos abaixo:

Medicacao Dose diaria Data de Data de término Indicacao

total inicio (Circule C se continua)
1. Ocorreu alguma reagéo inesperada ou séria desde o Ultimo exame? SIM  NAO
2. Existe algum tratamento prescrito para estas alteracdes? SIM  NAO
Se SIM, descreva qual:

3. Foi realizado algum tratamento odontoldgico desde o ultimo exame? SIM  NAO

Se SIM, descreva qual:

4. Voceé esta tomando algum medicamento novo desde a consulta inicial? SIM ~ NAO

Se sim, qual a dose, duracdo e o motivo:

()

(o2}

. Para mulheres: Vocé esta gravida ou amamentando?

individuo da analise estatistica?

Se sim, explique:

. Alguma resposta as questdes 1-5 justifica a exclusdo dos dados do

NAO SABE

~

. O individuo podera continuar participando do estudo?

SIM  NAO
SIM  NAO
SIM  NAO

Se aresposta da questdo 7 for NAO, por favor responda a questéo 8

(o]

Se nao, explique:

. O individuo completou o estudo?

SIM  NAO

Examinador Responsavel

Data
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