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RESUMO

Objetivos: Caracterizar a microbiota de sitios residuais 6 meses apods terapia
ativa em individuos com periodontite cronica generalizada avancada e testar
sobre essa microbiota a agao in vitro de diferentes antibioticos. Metodologia:
Voluntarios diagnosticados com periodontite crénica generalizada, com idade
igual ou superior aos 35 anos, com pelo menos 15 dentes, receberam
raspagem e alisamento radicular (RAR) associada ao uso sistémico de
Metronizadol (MTZ) 400 mg e Amoxicilina (AMX) 500 mg, trés vezes ao dia por
14 dias. Acompanhamentos apos 3 e 6 meses de tratamento foram realizados.
Amostras dos biofilmes dos sitios residuais foram coletadas, biofilmes ex-vivo
foram cultivados e expostos a antibidticos de uso sistémico. Resultados:
Todos os pacientes tiveram melhoras clinicas significativas em todos os
parametros ao longo dos seis meses, no entanto todos permaneceram com
sitios periodontais residuais. Reducgéo significativa de espécies bacterianas
periodontopatogénicas foram  observadas apds trés meses de
acompanhamento e se mantiveram em seis meses. O perfil microbioldgico dos
sitios residuais foi compativel com o observado em doencga, com altos niveis de
espécies dos complexos laranja e vermelho. O efeito da Amoxicilina +
Clavulanato de Potassio (AMX+CLA) sobre os biofilmes ex vivo foi
estatisticamente significante superior que o observado com MTZ e com
MTZ+AMX. Conclusao: A microbiota de sitios residuais permaneceu
compativel com o perfil microbioldgico encontrado em periodontite ativa. A
acao antimicrobiana melhor observada sobre biofilmes cultivados a partir de

amostras de sitios residuais foi a associacdo AMX+CLA.

Palavras-chaves: Sitio residual. Metronizadol. Amoxicilina. Periodontite crénica.

Doenca periodontal.



ABSTRACT

Objectives: To characterize the microbiota of residual sites 6 months after
active therapy in individuals with advanced generalized chronic periodontitis
and to test on this microbiota the in vitro action of different antibiotics.
METHODS: Volunteers diagnosed with generalized chronic periodontitis, aged
at least 35 years, with at least 15 teeth, received scaling and root planing (SRP)
associated with the systemic use of Metronizadol (MTZ) 400 mg and Amoxicillin
(AMX) 500 mg, three times a day for 14 days. Follow-up after 3 and 6 months of
treatment was performed. Samples of biofilms from the residual sites were
collected, ex-vivo biofilms were cultured and exposed to systemic antibiotics.
RESULTS: All patients had significant clinical improvements in all parameters
over the six months, however all remained with residual periodontal sites.
Significant reduction of periodontopathogenic bacterial species was observed
after three months of follow-up and remained in six months. The microbiological
profile of the residual sites was compatible with that observed in disease, with
high levels of species of the orange and red complexes. The effect of
Amoxicillin + Potassium Clavulanate (AMX + CLA) on ex vivo biofilms was
statistically significantly higher than that observed with MTZ and MTZ + AMX.
Conclusion: The microbiota of residual sites remained compatible with the
microbiological profile found in active periodontitis. The best observed
antimicrobial action on biofilms grown from samples from residual sites was the
association AMX + CLA.

Keywords: Residual site. Metronizadol. Amoxicillin. Chronic periodontitis. Periodontal

disease.
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1. INTRODUCAO

As periodontites sdo um grupo de infec¢gées que desencadeiam um
processo inflamatério nos tecidos de protecao e sustentacdo do elemento
dentario (LINDHE, 1997) e que possuem como fator etioldgico primario as
bactérias presentes na cavidade oral, especialmente as que colonizam as
superficies dos dentes supra e subgengivalmente, organizadas em um biofilme
complexo (Socransky & Haffajee, 1994). Tém sido consideradas um problema
de saude mundial. Em diversos paises, as doencas periodontais superam o
porcentual de carie dental na populagédo (Petersen, 2003). Além dos elevados
custos para tratamento e restauracdo das sequelas deixadas apds a doenca
instalada, as infeccdes bucais podem causar efeitos sistémicos associados, por
exemplo, problemas cardiacos, partos prematuros e doengas reumatologicas
(Bahekar et al. 2007, Mealey et al. 2007, Uppal et al. 2010). Por isso a
necessidade de se elaborar politicas e programas globais de saude que
possam auxiliar na prevencao e tratamento destas doengas (Petersen &
Ogawa 2005).

Socransky et al. (1994) descreveram a técnica do checkerboard DNA-
DNA hybridization para diagndstico microbiologico utilizando sondas de acido
desoxirribonucleico (DNA). Utilizando essa técnica de diagnostico, esse grupo
de pesquisadores avaliou as associagdes entre 40 espécies bacterianas
presentes em 13.261 amostras de biofilme subgengival de 185 individuos (160
com periodontite e 25 saudaveis) (Socransky et al., 1998). Os autores
descreveram cinco complexos bacterianos principais nas amostras de biofilme
subgengival desses individuos. Um deles, denominado complexo vermelho, era
composto pelas espécies T. forsythia, Porphyromonas gingivalis e Treponema
denticola, e foi fortemente relacionado com profundidade de sondagem (PS) e
sangramento a sondagem (SS). Outro, denominado complexo laranja, que
parece preceder a colonizacdo do complexo vermelho, foi dividido em 2
subgrupos: um central, composto por Fusobacterium  nucleatum,

Fusobacterium periodonticum, Prevotella intermedia, Prevotella nigrescens e



Parvimonas micra; e outro grupo periférico, formado por Eubacterium nodatum,
Campylobacter rectus, Campylobacter showae, Campylobacter gracilis e
Streptococcus constellatus. Os outros trés complexos, denominados amarelo,
verde e roxo demonstraram grande associagao entre si € menor associagéo
com os dois primeiros, e sao compostos por diversas espécies consideradas
compativeis com o hospedeiro. Esses seriam 0s colonizadores primarios da
superficie dentaria. O complexo verde €& formado por Capnocytophaga
sputigena, Capnocytophaga gingivalis, Capnocytophaga ochracea, Eikenella
corrodens e Aggregatibacter actinomycetencomitans sorotipo a. O complexo
amarelo é composto por um grupo de estreptococos: Strepfococcus mitis,
Streptococcus sanguinis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii e
Streptococcus intermedius; e 0 complexo roxo inclui Actinomyces odontolyticus
e Veillonella parvula. As espécies Selenomonas noxia e A.
actinomycetencomitans sorotipo b ndo se correlacionaram com nenhuma outra.
Posteriormente, algumas espécies de actinomicetos (Actinomyces
gerencseriae, Actinomyces israelii, Actinomyces naeslundii e Actinomyces oris)
foram agrupadas e consideradas compativeis com o hospedeiro, relacionadas
diretamente com estado de saude (Socransky & Haffajee, 2002).

2. OBJETIVO GERAL

Os objetivos desse estudo sdo: caracterizar a microbiota de sitios
periodontais que nao responderam a terapia periodontal, em individuos com
periodontite crénica generalizada avangada até 6 meses apos terapia, e testar
in vitro a acao de diferentes antibidticos sobre a microbiota que se manteve
presente nesses sitios apds 6 meses de acompanhamento.

Para alcancarmos os objetivos propostos, tracamos os objetivos
especificos delineados a seguir.



2.1 Objetivos especificos

2.1.1 Caracterizagdo da microbiota subgengival de sitios residuais 6 meses
apos a terapia por meio de cultivo de biofilmes ex vivo e pela técnica do
Checkerboard DNA-DNA hybridization.

2.1.2 Cultivar biofilmes ex vivo desses sitios residuais.
2.1.2 Testar in vitro a agao dos antimicrobianos MTZ, MTZ+AMX, AMX+CLA

sobre os biofilmes cultivados.

3. REVISAO DE LITERATURA

Evidéncias mostram que a terapia periodontal basica, incluindo
raspagem e alisamento radicular (RAR), € efetiva na maioria dos casos de
periodontite (Haffajee et al. 1997; Teles et al. 2006). Porém, varios individuos
tratados apenas com RAR nao atingem o resultado clinico esperado e se
mantém em alto risco de progressao da doenga apos o tratamento (Feres et al.
2012, Matuliene et al. 2008, 2010).

A avaliagdo de um grupo de individuos com acompanhamento com
mais de 15 anos apos terapia ativa verificou que 13% dos pacientes perderam
de 4 a 9 dentes (Hirschfeld & Wasserman, 1978). Em outro estudo, de 100
individuos tratados e acompanhados ativamente por 15 anos, pelo menos 9,8%
dos dentes foram perdidos (McFall, 1982).

Pacientes que permanecem com bolsas periodontais e sangramento a
sondagem apos o tratamento periodontal permanecem com doenga ativa.
Esses locais, que permanecem com sinais da doenca, sdo chamados de
bolsas residuais ou sitios residuais. Muitos estudos relatam casos com
diferentes nomeacodes, como periodontite persistente ou periodontite refrataria,
mas essas denominagdes estdo em desuso e alguns estudos as utilizam com
variancia de significados (Vandeketvkchove, 1997; Soder et al., 1999, Handal,
2004; Kim, 2006; Aboodi, 2010; Colombo et al., 2012; Zhang 2015).



A presenca e o percentual de bolsas residuais apds terapia periodontal
ativa comecaram a ser valorizados quando a presenca de sitios residuais
comecgou a ser considerado um dos fatores para definir o risco de progresséo
da doencga (Lang e Tonneti, 2003; Matuliene et al. 2008). Para definir o risco de
permanéncia de bolsas periodontais apds a terapia sugeriu-se avaliar também
alguns fatores como: as diferengas clinicas de individuos tratados com
sucesso; a quantidade de microbiota subgengival e niveis de patogenos
periodontais; e imunidade do hospedeiro (Colombo et al. 1998).

Diversas terapias, individualmente ou combinadas ja foram testadas
para tratamento de sitios residuais. RAR + minociclina local (Killeen et al,
2016), terapia fotodinamica + RAR (Petelin et al. 2015, Cappuyns et al 2012,
Lulic et al. 2009), diodo terapia com laser (Cappuyns et al. 2012, Kolbe et al.
2014,); AMX + MTZ (Amoxilicina + Metronidazol) sistémico (Colombo et al.
2012, Haffajee et al. 2004), Er: YAGlaser (Krohn-Dale, 2012), MTZ sistémico
(Soder et al. 1999, Winkel et al. 1997); tetraciclina local (Haffajee et al. 2004,
Vandekerckhone et al. 1997), metronidazol e clorexidina locais (Perinetti et al.
2004, Heasman et al. 2001) e tetraciclina sistémica e minociclina (Kinane &
Radvar, 1999). Os efeitos clinicos e microbiologicos dessas terapias foram
observados e nenhum alcancou diferenca significativa.

A utilizagdo da RAR juntamente com amoxicilina (AMX) e metronidazol
(MTZ) sistémicos para o tratamento inicial das periodontites tem levado a
alteragdes clinicas e microbiologicas significativamente melhores do que as
obtidas com RAR somente ( Cionca et al. 2010; Feres et al. 2012; Socransky et
al. 2013, Soares et al. 2014). Resultados semelhantes também foram
observados em terapias adicionais, anteriormente chamados de casos de
periodontite refrataria (Haffajee et al. 2004).

Alteracdes microbiolégicas também foram observadas em locais que
respondem bem a terapia periodontal quando comparados aos locais residuais.
Um grupo de individuos com sitios periodontais residuais recebeu uma
combinacgéo de RAR, tetraciclina localmente em bolsas > 4 mm, AMX sistémica
(500 mg, por 14 dias) + MTZ sistémico (250 mg, por 14 dias) e remogao

semanal da placa supragengival por 3 meses. A monitorizacdo clinica e
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microbioldgica foi realizada a cada 3 meses apos a terapia, durante dois anos.
A combinacdo de terapias causou as reducgdes de espécies bacterianas,
incluindo espécies de Actinomyces, espécies do bem como Streptococcus ssp.,
e do "complexo laranja" de Socransky, principalmente durante os trés meses
iniciais e efeitos clinicos foram observados com variagées, mas para todos os
individuos apos os dois anos seguintes (Haffajee et al, 2004). Observou-se que
as espécies podem aumentar ou permanecer em alta frequéncia em sitios
residuais, mas foram significativamente reduzidas nos pacientes que
responderam bem ao tratamento, como P.endodontalis, P.gingivalis, Prevotella,
T .forsythia, entre outros.

A presenga de bolsas residuais esta associada a falta de estabilidade
periodontal (Lang & Tonetti 2003, Cionca et al. 2010). De acordo com Lang &
Tonetti (2003) e Matuliene et al. (2008, 2010) pacientes apresentando 29, 5-8
sitios ou <4 sitios com PS =5 milimetros no pds-tratamento sao considerados
de "alto", "moderado” ou "baixo" risco para o progressdo da doenca,
respectivamente. Por outro lado foi demonstrado que o uso adjunto de
MTZ+AMX a RAR leva aos melhores resultados clinicos e microbiologicos, e
mantem mais individuos em baixo risco para progressao por até 1 ano apds
terapia (67%), do que apenas a RAR (22%) (Feres et al. 2012, Soares et al.
2014).

O uso do clavulanato de potassio associado a amoxicilina (Clavulin®)
também foi demonstrado eficaz no tratamento periodontal, e foi indicado
particularmente para infec¢gées por A. actinomycetemcomitans (Slots & Ting
2002) e ainda com acédo sobre as espécies produtoras de [3- lactamase como
Fusobacterium ssp. e Prevotella ssp. (Kuriyama et al. 2007), consideradas
importantes na doenca periodontal.

Modelos de biofilmes in vitro e ex vivo vém sendo desenvolvidos com o
objetivo de mimetizar as condi¢gdes de crescimento presentes na cavidade oral
na tentativa de se entender melhor as interagdes e sucessdes microbianas no
desenvolvimento do biofilme, e o papel de cada espécie no processo saude-
doencga (Belibasakis & Thurnheer 2014; Soares et al. 2015, Prada-Lopez et al.

2015). A utilizacdo desses modelos de biofilme pode auxiliar no melhor
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entendimento do microbioma oral e do seu metabolismo, e consequentemente
contribuir para o desenvolvimento de estratégias preventivas e terapéuticas
mais efetivas e individualizadas. O modelo de biofilme ex vivo permite a analise
detalhada e sistematica dos biofilmes e seus produtos sem a necessidade de
multiplas interveng¢des nos voluntarios, além de testes in vitro.

Existe uma escassez na literatura sobre dados de acompanhamento apos
6 meses o término de terapia ativa em sitios residuais, sobre microbiota
presente nessas bolsas periodontais, sobre modelos de biofilmes ex vivo e

também sobre tratamentos efetivos.

4. METODOLOGIA

O trabalho foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa
da Universidade Federal do Parana, CAAE 64705317.5.0000.0102 numero
2.043.999.

a) Critérios de exclusao e inclusao:
Para a selecdo dos voluntarios, foram utilizados os seguintes critérios:

Critérios _de _inclusdo: voluntarios portadores de periodontite crbnica

generalizada avangada (Armitage, 1999), com no minimo 15 dentes, excluindo-
se os terceiros molares e os dentes indicados para extracdo, minimo de 6
dentes com pelo menos 1 sitio interproximal, ndo contiguo, com PS e NIC 25
mm ou apresentar 30% dos sitios com PS e NIC 24 mm e SS.

Critérios _de exclusdo: terapia periodontal prévia subgengival nos ultimos 6

meses; gestantes ou lactantes; fumantes e ex-fumantes ha menos de 5 anos;
pacientes com doencas sistémicas que pudessem afetar
a progressao da doencga periodontal; longo prazo de uso de
medicamentos anti-inflamatdrios ou antibioticoterapia nos ultimos seis meses; e

casos de alergia ao MTZ e/ou a penicilina.



12

b) Avaliacao clinica:

A amostra de conveniéncia foi composta por quatro individuos. As
anamneses foram todas realizadas por um mesmo operador (P.A.T.R). As
avaliacbes dos parametros clinicos foram realizados por outro operador
(G.M.S.S) através de periograma no inicio do estudo e apds 3 e 6 meses o
término na terapia ativa. O operador que realizou os periogramas foi calibrado
para PS e NIC, com Kappa de 89%. Parametros periodontais foram avaliados
em 6 sitios por dente (mésio-vestibular, vestibular, disto-vestibular, disto-
lingual/palatina, lingual/palatina e mésio-lingual/palatina) em todos os dentes,
excluindo os terceiros molares utilizando-se uma sonda periodontal tipo
Carolina do Norte (Hu- Friedy, Chicago, IL, EUA). Os parametros avaliados
foram:

e indice de Placa Visivel - (IPV): presenca (escore 1) ou auséncia
(escore 0) de placa supragengival visivel;

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

¢ Nivel de Insercao Clinica - (NIC): distancia, em milimetros, entre a
jungado cemento-esmalte e a por¢cdo mais apical sondavel do sulco/bolsa
periodontal;

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

e Supuracado - (SUP): presenga (escore 1) ou auséncia (escore 0)
de SUP espontanea ou apos 20 segundos da sondagem com a sonda

periodontal milimetrada.
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c) Avaliacao microbiolodgica:

Foram coletadas amostras de biofilme subgengival no inicio do
estudo e apds 3 e 6 meses ao término da terapia ativa, sempre pelo mesmo
operador (P.A.T.R). No inicio do estudo e aos 3 meses o0s sitios selecionados
para coleta de amostra de biofilme foram todos os sitios moderados e
profundos (PS = 4mm). Aos 6 meses foram coletadas amostras dos sitios

residuais (PS = 5mm).

Coleta das amostras:

Apos a remocao do biofilme supragengival, as amostras de biofilme
subgengival foram retiradas com curetas Gracey do tipo minifive 11-12
esterilizadas, posicionadas na por¢cado mais apical dos sitios € em um uUnico
golpe de raspagem no sentido apico-coronal. As amostras foram
imediatamente depositadas em tubos plasticos individuais e identificadas,
contendo 150uL de solugdo tampao TE (10 mM Tris-HCL (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad, CA, EUA), 1 mM EDTA (Labsynth Produtos para
Laboratérios Ltda, Diadema, SP, Brasil), pH 7,6, e a estas foi acrescentado
100uL de NaOH (Labsynth) a 0,5M para que o DNA bacteriano permanecesse
viavel por um longo periodo de tempo. Esses tubos plasticos foram
previamente identificados com o cddigo do individuo, data e sitio, e apds a
coleta foram armazenados sob refrigeracdo a -20°C até as amostras serem
analisadas por meio da técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization para
40 cepas bacterianas no Laboratorio de Pesquisa em Odontologia Il da
Universidade Guarulhos.

d) Protocolo de tratamento periodontal:

Todo o tratamento periodontal foi realizado por um mesmo operador
(P.A.T.R) em todos os pacientes. Inicialmente foi realizada adequagao do
meio bucal, com fechamento das cavidades com iondmero de vidro restaurador

e extragdes de raizes residuais. Em seguida, orientagao de higiene bucal com
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escovacao com técnica de Bass Modificada, uso do fio dental, e indicacdo de
escova interdental em caso de necessidade do paciente. Entao, terapia ativa
com raspagem subgengival e alisamento radicular (RAR) sob anestesia local,
gue foi realizada em atendimentos de aproximadamente duas horas, dentro do
periodo de 14 dias, com o uso de curetas periodontais do tipo Gracey modelos
5/6, 7/8, 11/12 e 13/14 (Hu-Friedy) em todas as faces dentarias. Todos os
pacientes realizaram as RAR por quadrantes, com intervalos de 3 a 4 dias
entre os atendimentos. Polimento com tacas de borracha e pasta profilatica e
aplicagao topica de fluor (fluoreto de sédio 2%) em casos de exposi¢oes
radiculares. Foi orientado aos pacientes que nao usassem nenhum tipo de
colutério. Além disso, durante todo o periodo de terapia ativa, houve a
cobertura da administragéo sistémica de MTZ 400 mg (Flagyl®, Sanofi-Aventis)
e AMX 500 mg(Amoxicilina®, Prati-Donaduzzi), trés vezes ao dia, por 14 dias.
Cada paciente recebeu a prescricdo da medicacao e orientacao sobre a forma
de uso antes do inicio do tratamento e orientacéo para iniciar a utilizagao no
mesmo dia apos o inicio da RAR. A medicacao foi conferida durante e apds o
término dos 14 dias para certificacdo do uso completo dos medicamentos,
através de mensagens e liga¢oes, além do pedido a cada consulta para se
mostrar a cartela de medicag¢ao. Finalmente, foi realizada uma reavaliacéo
apos um més do término da terapia ativa e manutencao periodontal 3 e 6
meses apds o término da terapia ativa, que consistiu em debridamento de
todos os sitios, profilaxia com escova de Robson e pasta profilatica, nova
instru¢do de higiene e quando necessario raspagem supra e subgengival com
curetas periodontais. A RAR foi considerada necessaria em sitios que se

mantinham com PS> 3mm e SS.

e) Checkerboard DNA-DNA hybridization:

Cepas bacterianas e condicoes de crescimento:

As cepas bacterianas utilizadas para a realizacdo da técnica fazem
parte da biblioteca de bactérias da Universidade Guarulhos. As espécies
bacterianas foram cultivadas em agar-triptose de soja (Difco) contendo 5% de



15

sangue desfibrinado de ovelha (BBL, Baltimore Biological Laboratories,
Cockeysville, MD, EUA) a 35°C sob condi¢do de anaerobiose (80% N2, 10%
CO2, 10% H2). Algumas bactérias necessitam de meios de cultura
enriquecidos de forma a suprir suas necessidades nutricionais. 7. forsythia, por
exemplo, foi cultivada em agar-triptose de soja com 5% de sangue desfibrilado
de ovelha e 10 ug/mL de acido N-acetil muramico (NAM) (Sigma Chemical Co,
St. Louis, MO, EUA); enquanto P. gingivalis cresceu em um meio similar,
suplementado com 5% de sangue desfibrilado de ovelha, 0,3 pg/mL de
menadiona (Sigma) e 5 yg/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
bug/mL de isobutirato de sodio (ICN, Costa Mesa, CA, EUA), 1 mg/mL de L-
cisteina (Sigma), 5 yg/mL de tiamina pirofosfato (Sigma) e 0,5% de soro
bovino (Laborclin, S&do José dos Pinhais, PR, Brasil). Apds o cultivo das
espécies, 0 DNA de cada uma foi isolado e purificado como descrito por Smith
et al. (1989). As sondas gendmicas foram preparadas para cada uma das 40
espécies pela marcagao de 1 uyg 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
associagcoes com diferentes tipos de doengas ou saude periodontal (Socransky
e Haffajee, 1998; Socransky e Haffajee, 2013).

Preparo das amostras:

As amostras foram fervidas em banho-maria por 10 minutos,
neutralizadas pela adigcado de 0,8 ml de acetato de amébnia a 5M, depositadas
nas canaletas do Minislot 30 (Immunetics, Cambridge, MA, EUA) e transferidas
para a membrana de nylon com carga positiva.

O DNA foifixado a 120°C por 20 min. Em seguida a membrana foi
posicionada no Miniblotter 45 (Immunetics) com as linhas contendo o DNA das

amostras e dos controles posicionadas perpendicularmente as canaletas do



16

aparato. Em cada canaleta do Miniblotter 45 foi adicionada uma sonda de DNA
marcada com digoxigenina, especifica para 40
espécies bacterianas (Socransky et al. 1998). (Fig. 1).

Apos o periodo de hibridizagdo a membrana foi lavada numa solugéo
adstringente. As sondas foram detectadas por anticorpos anti-
dioxigenina conjugados com fosfatase alcalina e revelados por
quimiluminescéncia. Os sinais foram convertidos em contagens absolutas por

meio da comparagao com os controles de 10° e 10° de cada membrana.

Figura 1 — Checkerboard DNA-DNA hybridization
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f) Desenvolvimento dos biofilmes ex vivo:

As amostras coletadas dos sitios residuais que se mantiveram com
PS =5mm 6 meses apos a terapia ativa foram preparadas para cultivo de
biofilmes ex vivo. As amostras foram depositadas em tubos contendo 100uL
de meio de cultura. Dispositivos de Biofiime de Calgari (DBC) (Fig. 2)
foram individualmente preparados para cada individuo, 45 uL de meio de
cultivo (BHI (Brain heart infusion) + 1% hemina + 5% sangue de ovelha) foram
dispensados por po¢o. Em seguida, 5 uL de amostra de biofilme foi adicionada
a cada poco. Cada placa recebeuuma tampa decobertura com 96
pinos (NUNC TSP system) (Thermo Scientific. Roskilde, Denmark). Os DBC

foram fechados e encubados em anaerobiose usando o) sistema
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BD GasPakTM EZ (BectoDickinson, Sparks, MD) a 37°C em estufa por 10 dias.
No quarto e no sétimo dias de cultivos a tampa do DBC contendo os biofilmes
foram transferidos para uma nova placa de 96 pocos contendo meio de cultura
fresco. No décimo dia de cultivo foram coletados quatro pinos contendo os
biofilmes para determinacdao do conteudo microbiano através da técnica
do checkerboard DNA-DNA hybridization para 40 cepas bacterianas. Os

demais biofilmes foram encaminhados para testes antimicrobianos.

Figura 2 - Dispositivos de Biofilme de Calgari(DBC) formado por uma tampa

contendo 96 pinos e uma placa com 96 poc¢os, que se encaixam.

g) Processamento dos biofilmes ex vivo:

Os pinos contendo biofilmes extraidos do DBC e analisados
por checkerboard DNA-DNA hybridization foram lavados duas vezes em
solucdo 1% PBS e em seguida depositados em tubos plasticos individuais
contendo 100uL de solu¢do tampao TE (10uM Tris-HCL, 1 mM EDTA
e 100 yL de NaOH 0,5 M foi adicionado). De cada paciente foram selecionados

0s 4 sitios mais profundos.
h) Exposicao aos antimicrobianos:
Os biofilmes com 10 dias de crescimento foram expostos aos

antimicrobianos comprados comercialmente e diluidos em BHI. A exposicéo foi
de MTZ (MP Biomedicals LLC 155710), AMX+clavulanato de potassio(clavulin)
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e MTZ+AMX(MP Biomedicals, LLC 190145) por 36 horas na mesma condi¢céo
atmosférica onde foram crescidos, também a 37°C. Cada antibiotico usado na
concentracao observada em fluido gengival crevicular quando
usados sistemicamente: 10 ug/ml de MTZ (Pahkla et al. 2005), 4 ug/ml de
AMX, e 0.4 pg/ml de clavulanato de potassio (Tenenbaum et al. 1997). Em
condicao foi realizada em quadruplicata. Apds exposi¢ao os pinos contendo os
biofilmes foram extraidos do DBC e o conteudo bacteriano foi estabelecido pela
técnica do checkerboard DNA-DNA hybridization).

i) Andlise estatistica:

Dados clinicos:

A analise de cada parametro clinico foi realizada por individuo.
Alteracées em PS e NIC em sitios inicialmente com PS 4-6mm e 27mm ou a
média/percentual de sitios com PS =25mm, 26mm, 27mm e 28mm foram
calculados separadamente dentro de cada categoria de PS por individuo e

entre os individuos.

Dados microbioldgicos:

Nas amostras processadas por checkerboard DNA-
DNA hybridization os  sinais obtidos foram convertidos para contagens
absolutas de acordo com os controles de 10° e 10° células. Esses dados foram
expressos em contagens (niveis) das sondas de DNA . Os niveis (x 10%)
foram computados por individuo em cada tempo do estudo. As diferencas
significativas ao longo do tempo foram determinadas pelo teste Friedman e
entre os individuos, em cada tempo, pelo teste Kruskall-Wallis.

ApoOs os testes antimicrobianos a composicdo de cada biofilme foi
determinada em contagens (niveis), como realizado com as amostras colhidas
dos pacientes. As diferencas significativas entre os grupos foram determinadas
pelo teste Kruskal-Wallis.

A significancia estatistica foi estabelecida em 5% (p<0,05). Todas as

analises foram realizadas utilizando ajustes para comparagdes multiplas. Foi
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aplicada a féormula 0,05 = 1- (1-K) 40, onde k & o valor equivalente ao p<0,05
quando ajustado para a comparagao de 40 bactérias. Desta forma, as
diferengas detectadas no presente estudo foram consideradas significativas
quando p < 0,00125 (p < 0,05), como proposto por Socransky et al. (1991).

5. RESULTADOS

Adesao dos pacientes ao tratamento e efeitos adversos

O estudo foi conduzido entre julho de 2017 e janeiro de 2018. Quatro
pacientes foram incluidos de acordo com os critérios de inclusdo e exclusao.
Nenhum efeito adverso em relacdo ao tratamento foi relatado ou observado
pelos pacientes durante a terapia ativa e uso dos antibidticos sistémicos, e néo
foi relatado dificuldade para uso da medicacao.

As caracteristicas  socio-demograficas dos  individuos  estdo
apresentadas na tabela 1. Dos quatro participantes trés eram do sexo
masculino e um do sexo feminino, com idade média de 51+ 35 anos anos de
idade.

Tabela 1. Distribui¢ao de frequéncia das variaveis demograficas

Paciente Idade Sexo (M/F) Raga Educagdo
1 35 M Leucoderma Primaria
2 39 F Parda Primaria
3 42 M Leucoderma Primaria
4 51 M Leucoderma Primaria

Resultados Clinicos

A Tabela 2 apresenta a média dos parametros clinicos no inicio do
tratamento e 3 e 6 meses apds o término da terapia ativa. Nenhuma diferenca
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significativa foi observada entre os individuos no inicio do estudo. Os quatro
pacientes alcancaram melhoras significativas em todos os parametros apds 3

meses que se mantiveram ao longo dos seis meses.

Tabela 2. Média ou proporgcao (%) : erro padrao dos parametros clinicos nos
tempos de acompanhamento.

Tempo Variavel
IP (%) PS (mm) NIC (mm) SS (%)
0 70,3 :0,002a 3,62: 0,08a 3,64:0,09a 47 :0,01a
1 34,4:0,02b 2,58: 0,04b 3,16: 0,06b 5:0,00b
2 32,1:0,02b 2,61: 0,04b 3,21: 0,07b 4:0,00b

IP: indice de placa, PS: profundidade de sondagem, NIC: nivel de insergdo clinica, SS:
sangramento a sondagem, O: inicial, 1: 3 meses, 2: 6 meses. Letras diferentes significam

diferengas estatisticas significantes entre os tempos (p<0,05).

O risco de progressdo da doencga periodontal apos o término do
tratamento foi avaliado de acordo com a quantidade de sitios residuais (Lang &
Tonetti, 2003; Matuliene et al. 2008). Dos quatro pacientes tratados todos
reduziram a quantidade de sitios residuais. Sendo que um paciente
permaneceu com alto de risco de progressédo de perda de insercédo e
progressao da doenga periodontal, com mais de 9 sitios com profundidade de
sondagem = 5mm e trés pacientes alcangaram moderado risco de progresséo

da doenca, com 6 sitios com PS= 5mm.

Tabela 3. Numero de sitios totais e em diferentes PS no inicio e apds 6 meses

do termino da terapia ativa.

Paciente 1 Paciente 2 Paciente 3 Paciente 4
Inicio 6 meses Inicio 6 meses Inicio 6 meses Inicio 6 meses
Total de
i 162 132 168 120
sitios
PS>5 25 12* 66 6* 41 11* 26 11*
PS>6 19 9% 44 1* 25 4%* 11 4%*
PS>7 14 6* 20 o* 15 1* 5 3

PS>8 12 1* 6 0* 6 0* 2 2
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PS: Profundidade de sondagem. * Indica diferenca estatistica significativa, p<0,05, obtidas entre os

tempos.

Resultados Microbiologicos

O perfil microbiolégico dos sitios que permaneceram residuais apos
a terapia periodontal esta demonstrado na figura 4. A média de contagem
(x10%) de cada espécie bacteriana foi analisada nos tempos inicial e 6 meses
apos a terapia ativa. No inicio do estudo foi observado um perfil compativel
com doencga, com altos niveis de espécies dos complexos laranja e vermelho
(Socransky et al. 1998). Aos 6 meses apos a terapia ativa observou-se reducao
da maioria das espécies. A média (x10%) de espécies compativeis com saude
como Actinomyces e as do complexo verde (Socransky et al. 1998)
aumentaram em contagem, ja periodontopatdogenos como P. gingivalis e T.

denticola tiveram suas contagens reduzidas.

A figura 5 apresenta o perfil microbiano dos biofilmes cultivados antes e
apos os testes antimicrobianos. A partir das amostras dos biofilme subgengival
coletadas dos sitios residuais 384 biofilmes ex vivo foram cultivados. Biofilmes
com 10 dias de cultivo foram coletados para a definicao da microbiota cultivada
e todas as espécies bacterianas observadas nos biofilmes subgengivais foram
mantidas nos biofilmes ex vivo. Os testes antimicrobianos alteraram a
microbiota dos biofilmes, MTZ e MTZ+AMX permitiram o aumento da média de
contagem da maioria das espécies avaliadas e a associagao AMX+CLA causou
uma reducao estatisticamente significante maior do que o MTZ e o MTZ+AMX.

Na figura 6 é demonstrado as diferencas da média de contagem (x10%)
das espécies dos Actinomyces, entre os tempos. A média de todas as
amostras coletadas, sendo incluidas entre 10 a 12 sitios rasos, moderados e
profundos do inicio e apds 6 meses terapia ativa. Ja nas amostras dos sitios
residuais coletados apds 6 meses de terapia ativa e cultivados ex vivo observa-
se nos biofilmes (BL) e apds os testes antimicrobianos, sendo que a agédo com
reducao estatisticamente significante maior foi observada com a exposi¢ao dos
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biofilmes a AMX+CLA quando comparados com os biofiimes expostos ao
MTZ+AMX e ao MTZ.

As figuras 7 e 8 apresentam as diferengas da média de contagem
(x10%) das espécies do complexo vermelho e laranja (Socransky et al. 1998)
respectivamente, entre os tempos e nos biofilmes ex vivo. Essas espécies
bacterianas foram estatisticamente mais reduzidas quando os biofilmes foram
expostos a AMX + CLA quando comparados aos expostos ao MTZ ou
MTZ+AMX.
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Figura 4 - Média de contagem (x10%) de cada espécie bacteriana nos sitios
e 6 meses apos a terapia ativa.
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Figura 5 - Média de contagem (x10%) de cada espécie bacteriana nos sitios
residuais analisada no biofilme em baseline e apos testes microbianos com
MTZ, MTZ+AMX e AMX+CLA.
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Figura 6 - Média (x10* ) e erro padrdao da contagem dos Actinomyces nos
diferentes tempos e nos biofiimes ex vivo. Composi¢cdo nas amostras de
biofilme coletadas os tempos inicial e 6 meses e composicdo nos biofilmes
cultivados in vitro durante 10 (baseline) dias e apos os testes antimicrobianos.
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*diferenca estatisticamente significante.
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Figura 7 - Média (x10*) e erro padrao da contagem das bactérias do complexo
vermelho nos diferentes tempos e nos biofilmes ex vivo. Composicao nas
amostras de biofilme coletadas os tempos inicial € 6 meses e composiciao nos
biofilmes cultivados in vitro durante 10 (baseline) dias e apds os testes
antimicrobianos.
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Figura 8 - Média (x10*) e erro padrao da contagem das bactérias do complexo
laranja (Socransky et al. 1998) nos diferentes tempos e nos biofilmes ex vivo.
Composigao nas amostras de biofilme coletadas os tempos inicial e 6 meses e
composicao nos biofilmes cultivados in vitro durante 10 (baseline) dias e apos
os testes antimicrobianos.
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6. DISCUSSAO

O presente estudo definiu o perfil microbiologico de sitios residuais de
pacientes portadores de periodontite cronica generalizada avangada (Armitage,
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1999) que foram submetidos a terapia periodontal ativa com RAR associada
com uso sistémico de MTZ (400mg) + AMX (500mg) (Figura 4). A escolha da
terapia ativa utilizada esta de acordo com a literatura, que relata que pacientes
portadores de periodontite crbnica avancada generalizada (Armitage, 1999)
nao alcancam efeitos clinicos tao satisfatérios quanto em casos de periodontite
moderada ou leve (Armitage et al. 1999), permanecendo com quantidade de
sitios residuais que os colocam em risco para a progressdo da doencga (Teles
et al. 2006, Feres et al. 2012, Soares est al. 2014) e portanto, muitas vezes
entram em um grupo de pacientes que precisam de novas terapias ativas
(Feres et al. 2012). O uso de medicagao sistémica adjunta a RAR tem se
mostrado a melhor opcao para a reducdo da presenca de sitios residuais
(Feres et al. 2015, Feres et al. 2012, Colombo et al., 2012, Haffajee et al.,
2004, Soder et al., 1999, Winkel et al., 1997). A terapia periodontal realizada
promoveu melhoras clinicas significantes estatisticamente em todos os
pacientes. Nenhum paciente apresentou complica¢gdes ou efeitos adversos. No
entanto, corroborando com a literatura, mesmo associando medicacao
sistémica alguns pacientes permanecem em moderado ou elevado risco de
continuar apresentando perda de inser¢ao periodontal (Tabela 3) (Feres et al.
2012, Soares et al. 2014).

O perfil microbioldgico subgengival dos pacientes no inicio do estudo foi
compativel com o perfil microbiolégico de doenca sugerido na literatura, com
altos indices de espécies dos complexos laranja e vermelho (Teles et al. 2006).
E, ao término do tratamento, espécies periodontopatogénicas foram reduzidas
em contagem (Figura 4). Ao mesmo tempo, espécies bacterianas compativeis
com saude, como Actinomyces e as do complexo verde (Socransky et al. 1998)
aumentaram em contagem apos 6 meses de terapia ativa, estando de acordo a
literatura que tem demonstrado essa alteracdo de perfil microbioldgico
associada a melhora clinica da doenca periodontal (Soares et al. 2014). No
entanto, ao nosso conhecimento o perfil microbiano de sitios residuais esta
sendo apresentado pela primeira vez.

A partir das amostras de biofilmes coletadas dos sitios residuais

biofilmes ex vivo foram cultivados. Quarenta espécies bacterianas foram
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identificadas nos biofilmes cultivados. O cultivo de biofilmes in vitro tem sido um
dos grandes desafios para o entendimento da microbiota subgengival (Teles et
al. 2006). No presente estudo todas as espécies bacterianas observadas nos
biofilmes subgengivais foram cultivadas ex vivo. Um resultado muito positivo
frente as importantes necessidades nutricionais e atmosférica de algumas
cepas, como nos casos da T. denticola e T. forsythia. O entendimento
aprofundado sobre os efeitos clinicos e microbiolégicos da terapia periodontal
ainda é incompleto na literatura, principalmente nos casos mais avancados,
como em sitios periodontais mais profundos (Teles et al. 2006). Tem se
demonstrado que além das diferencas na reacdo de cada individuos, ou seja,
na resposta do hospedeiro, a microbiota também tem suas especificidades
(Socransky & Haffajee, 2013).

O controle mecanico do biofilme supragengival €& considerado fator
fundamental para o tratamento periodontal, ha décadas o controle pelo
paciente para manter baixos indices de biofilme supragengival é fator basico,
primario e essencial para o tratamento das periodontites (Haffajee et al. 2003).
No entanto ao longo do tempo de acompanhamento muitos individuos perdem
a motivagao e reduzem os cuidados de higiene oral, como o demonstrado no
presente estudo onde um dos individuos chegou ha 6 meses de
acompanhamento com IPV de aproximadamente 36% (Tabela 2). A continua
manutencado e motivacdo dos pacientes tratados sdo fundamentais para a
permanéncia da saude periodontal (Matuliene et al. 2008, 2010). Individuos
que permanecem com sitios residuais ao longo do tempo precisam ser
acompanhados de forma diferente dos pacientes que respondem bem a terapia
periodontal e entram em fase manuteng¢ao periodontal, visto que pacientes com
sitios com PS = 5mm apresentam maior dificuldade controle de biofilme
nessas regides, ja que a alteracdo no biofilme supragengival, através da
higiene oral diaria, ndo altera profundamente esses sitios. Os cuidados diarios
precisam ser mais efetivos para dificultar o estabelecimento de um biofilme
compativel com doenca. Dessa forma esses pacientes precisam de
acompanhamento e manutencdo mais frequentemente do que os que ficam

livres de sitios residuais.
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Os testes antimicrobianos realizados sobre os biofilmes ex vivo
analisaram os efeitos antimicrobianos sobre essa microbiota de sitios
periodontais que permanecem ativos mesmo apos a terapia ativa e periodos de
manutencdo. Alteragdes no perfil microbioldégico dos biofilmes foram
claramente observadas. Sendo que a exposicdo a AMX+CLA foi a condicao
que causou maior reducdo em contagem dos biofilmes, com diferenca
significativa em relagdo aos outros antimicrobianos (Figura 5). Slots e Ting
(2002) e Kuriyama et al. (2007) observaram a acdo dessa associacdo
antimicrobiana sobre espécies bacterianas consideradas possiveis patogenos,
0 mesmo foi observado no presente estudo (Figuras 7 e 8) quando redugdes
estatisticamente significantes foram observadas tanto em espécies do
complexo laranja, quanto do vermelho. Por outro lado, em estudos anteriores
(Feres et al. 2012, Soares et al. 2014, Soares et al. 2015) foram observados
tanto in vivo quanto in vitro o efeito antimicrobiano do MTZ e MTZ+AMX,
diferentemente do presente estudo, que embora tenha observado aumento em
contagem dos Actinomyces, como nesses estudos anteriores, pequena acao
antimicrobiana foi observada sobre espécies do complexo laranja e nenhuma,
sobre o complexo vermelho. Embora metodologia diferentes tenham sido
utilizadas, como o uso de biofilmes ex vivo no presente estudo e in vitro no
estudo de Soares et al. (2015), podemos considerar um ponto fraco do
presente estudo a falta de um grupo controle com biofilmes ex vivo cultivados a
partir de amostras de biofilmes de pacientes que nao tivessem recebido terapia
antibiotica associada a RAR, com o objetivo de observar se o efeito de uma
primeira exposicado dos biofilmes aos antibidticos pode ser diferente de
repetidas exposicoes; além de um controle negativo, somente com placebo
sobre os biofilmes cultivados.

Bactérias que apresentam a capacidade de producgao de betalactamase
sdo naturalmente resistentes a amoxicilina, pois possuem um anel
betalactamico em sua formula e a betalactamase quebra esse anel. Com o
clavulanato de potassio essas bactérias sao impedidas de quebrar essa

molécula e com isso perdem a capacidade de resisténcia. Dessa forma o0 uso
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do CLA tem a capacidade de acao sobre um numero maior de bactérias do que
a AMX sozinha (Andersen, 1990; Rotondo et al. 2017).

7. CONSIDERAGOES FINAIS

A microbiota de sitios residuais se mostrou compativel com perfil
microbiolégico encontrado em periodontite, com alta prevaléncia de
periodontopatdégenos.

O uso do MTZ e MTZ+AMX sobre os biofilmes cultivados a partir de
biofilmes ex vivo dos sitios residuais favoreceu o aumento em contagens de
espécies bacterianas compativeis com saude, mas nao foram efetivos em
reduzir periodontopatogenos, ja a associagao de AMX+CLA causou as maiores
reducoes em contagem de todas as espécies cultivadas.
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ANEXO 2 — MODELO DA FICHA USADA NA COLETA DE DADOS

UFPR

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO PARANA
SETOR DE CIENCIAS DA SAUDE
DEPARTAMENTO DE ESTOMATOLOGIA
DISCIPLINA DE PERIODONTIA

Aluno: Data: / /i
DADOS PESSOAIS
Nome: Prontuario:
Endereco:
Cidade: Estado: CEP: Fone:
Data de nasc.: Idade: Sexo: Raga:
Fone/Recado: Estado civil: l Profissdo:
ANAMNESE — HISTORIA MEDICA

Estd ou esteve recentemente sob cuidados médicos? | Motivo:
Faz uso de medicamento: Quais: Hé gto tempo:
Alergia a anestésicos: Alergia a antibidticos: Alergia a outros medicamentos:
Alteragdes cardiovasculares: Dor no peito: Fadiga ao menor esforgo:
Dificuldade para respirar quando deitado: I Valvula cardiaca: ITosse seca noturna:
Hipertensdo: Cefaléia: | Tontura: I PA.:
Diabetes mellitus: Urina vérias/x dia: | Alimenta-se vdrias x/dia: l Obesidade:
Alteragdes hepdticas: Urina escura: Pele ou olhos amarelos:
AlteragGes renais: Edema facial: Fraqueza:
Alteragdes hematoldgicas: lAnemia: I Leucemia: I Hemofilia:

Sangramento anormal associado a procedimentos cirtrgicos ou extragdes:

DSTs-AIDS: I Sifilis: Gonorréia:

Esteve hospitalizado: mﬁvo: Transfusdo sanguinea:
Febre sem causa aparente: Sudorese noturna: Perda de peso:
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Ex-fumante: H& quanto tempo: Qtos cigarros/dia:

Uso de drogas:

Exames de laboratério:

Qbserva;ﬁes:

Assinatura do Paciente:
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ANAMNESE — HISTORIA ODONTOLOGICA

Motivo principal da consulta:

Sabia que tem doenga gengival: | Tratou alguma vez: I Tipo:

A sua gengiva sangra com facilidade: ] Espontaneo: [ Durante a escovagao:
Tem dentes moles: l Mau hélito: |Sente mau gosto na boca:
Caracteristicas da escova:

Técnica de escovacdo: Numero de vezes ao dia:
Uso de fio dental: | NUmero de vezes ao dia: Outros agentes auxiliares:
Realiza(ou) tratamento ortodéntico: | Respirador Bucal:

ANAMNESE — HISTORIA ODONTOLOGICA

Respiragdo Bucal: Mast. Unilateral:

Dor na ATM: Estalido na ATM:

Aspecto da mucosa oral: Higieneoral: ( )Boa ( )Regular ( )Ruim
Carie: Presenca de célculo:

M3 posigdo dentéria: Migragdes dentais:

Excesso marginais de restauragdes: Contato prematuro:

Impactagdo alimentar: Presenca de prétese:

Observagoes:

ANAMNESE — HISTORIA ODONTOLOGICA

Técnica de escovagdo indicada paciente:

Indicagdo de escova unitufo e/ou interdental:

Indicagdo de fio dental:

Indicacdo de outros agentes auxiliares:

Observagoes:

Assinatura do Paciente:
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TRATAMENTO EXECUTADO

DATA

REGIAO PROCEDIMENTO OPERATORIO

VISTO

Assinatura do Paciente:
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