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RESUMO




GUIDUCCI, R.C. Avaliacdo da microbiota subgengival por PCR, antes e ap6és a
terapia mecéanica, em pacientes com periodontite crénica: estudo da eficéacia
do tratamento. 2010. 124 f. Dissertacdo (Curso de Pés-Graduacao stricto sensu -
Mestrado em Clinica Odontoldgica) - Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora (MG).

RESUMO

A periodontite é conceituada como uma doenca infecciosa persistente, com resposta
inflamatoria dos tecidos de suporte que envolve os dentes, incluindo ligamento
periodontal, cemento e o0sso alveolar. O reflexo clinico do envolvimento das
estruturas de suporte é a formacdo de bolsas subgengivais, perda de insercéo
clinica e sangramento gengival. O objetivo deste estudo foi verificar a eficacia da
terapia periodontal mecanica como forma de tratamento da periodontite, analisando
pacientes antes e apoOs terapia para dados clinicos como profundidade de bolsa
subgengival, indice de placa e sangramento a sondagem. Foi avaliada a presenca e
ou auséncia de microrganismos subgengivais periodontopatogénicos como
Agreggatibacter actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivallis, Tannerela
forsythia, Prevotella nigrescens, Eikenella corrodens, Treponema denticola,
Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus, Prevotella intermedia nos
momentos pré e pos terapia através da Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR).
Obteve se indices de sucesso na reducao qualitativa destes patdégenos, implicando
diretamente na efetiva melhoria da reducdo da profundidade de bolsa subgengival,
reducdo do numero de pacientes com sangramento e do indice de placa encontrado
nestes pacientes ap0s terapia. Espécies como Porphyromonas gingivallis quando
reduzidas pela terapia implicam na maior média de reducédo de profundidade de
bolsa e espécies como Agreggatibacter actinomycetemcomitans e Prevotella
intermedia quando reduzidos refletem na recuperacdo de sangramento e célculo
periodontal nos doentes periodontais. Pode-se concluir que a doenca periodontal &
multifatorial existindo uma interdependéncia entre as bactérias responsaveis por sua
etiologia, e que a terapia periodontal mecanica pode reduzir estas bactérias, mas
ndo erradica-las. Ao final de 3 meses apds terapia, existe uma recolonizagédo

bacteriana, sendo preponderante a higiene bucal do paciente e sua predisposi¢cao



para novos ciclos de ativacdo da doenca periodontal. A reagdo da polimerase em
cadeia (PCR) mostrou se efetiva ferramenta para diagnostico e prognostico da

doenca periodontal.

PALAVRAS-CHAVE: Periodontopatogenos; Terapia mecanica; Reacao da Polimerase
em Cadeia (PCR).
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GUIDUCCI, R.C. Avaliacdo da microbiota subgengival por PCR, antes e ap6és a
terapia mecéanica, em pacientes com periodontite crénica: estudo da eficécia
do tratamento. 2010. 124 f. Dissertacdo (Curso de Pés-Graduacao stricto sensu -
Mestrado em Clinica Odontoldgica) - Faculdade de Odontologia, Universidade
Federal de Juiz de Fora, Juiz de Fora (MG).

ABSTRACT

Periodontitis is defined as a persistent infectious disease with inflammation of
supporting tissues surrounding the teeth, including periodontal ligament, cementum
and alveolar bone. The reflection of the clinical involvement of the supporting
structures is the formation of subgingival pockets, clinical attachment loss and
gingival bleeding. The aim of this study was to assess the effectiveness of
mechanical periodontal therapy as treatment of periodontitis by examining patients
before and after therapy to clinical data as subgingival pocket depth, plaque index
and bleeding on probing. Was evaluated and the presence or absence of subgingival
microorganisms as periodontopathogenic Agreggatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivallis, Tannerela forsythia, Prevotella nigrescens, Eikenella
corrodens, Treponema denticola, Fusobacterium nucleatum, Campylobacter rectus,
Prevotella intermedia in the moments before and after therapy by the Polymerase
Reaction chain reaction (PCR). Obtained if the success rate in reducing these
pathogens qualitative, involving directly in the effective improvement of reduced
depth of subgingival pocket, reducing the number of patients with bleeding and
plaque index found in these patients after therapy. Species such as Porphyromonas
gingivallis reduced by therapy implies the highest average reduction of pocket depth
and species as Agreggatibacter actinomycetemcomitans and Prevotella intermedia
as reflected in reduced recovery of periodontal bleeding and calculus in periodontal
patients. It can be concluded that periodontal disease is multifactorial and there is an
interdependence between the bacteria responsible for its etiology, and that
mechanical periodontal therapy may reduce these bacteria, but not eradicate them.
At the end of three months after therapy, there is a bacterial recolonization, being

predominantly oral hygiene of patients and their predisposition to new cycles of



activation of periodontal disease. The polymerase chain reaction (PCR) has proved
to be an effective tool for diagnosis and prognosis of periodontal disease.

KEYWORDS: Periodontal; Mechanical therapy; Reaction polymerase chain (PCR).
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1 INTRODUCAO

A periodontite € conceituada como uma doenca infecciosa persistente,
com resposta inflamatoria dos tecidos de suporte que envolve os dentes, incluindo
ligamento periodontal, cemento e 0sso alveolar. O reflexo clinico do envolvimento
das estruturas de suporte é a formacao de bolsas subgengivais, perda de insercéo
clinica e sangramento gengival. A maioria dos quadros de periodontites caracteriza-
se por inflamacdo crénica que podem progredir continuadamente ou atravessar
periodos de exacerbacdo intercalados por longas fases de quiescéncia (LOE e
ANERUD, 1986; SOCRANSKY et al., 1984); sua prevaléncia em seres humanos €&
aproximadamente 30%, sendo que de 10-15% destes possuem a forma severa da
doenca (OLIVER; BROWN e LOE, 1998).

O processo patogénico das doencas periodontais €, em grande parte,
resultante da resposta do hospedeiro a destruicdo tecidual induzida pelos
microorganismos. Na cavidade oral contamos com 30 géneros diferentes de
bactérias e com aproximadamente 500 diferentes espécies de microorganismos
Mesmo com este grande numero de patdégenos, destacam-se como efetivos na
etiologia para a doenca periodontal: Aggregatibacter actinomycetemcomitans
(Actinobacillus actinomycetemcomitans), Tanerella forsythia (Bacteroides forsythus e
Tanerella forsythensis), Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivallis, Prevotella intermédia, Prevotella nigrescens
(NORSKOV-LAURITSEN e KILLIAN, 2006).

A terapia periodontal, através da raspagem radicular, baseia-se na
remocdo de elementos da superficie dentaria que provocam inflamagéo (placa,
calculos, e produtos microbianos) a fim de deter a perda progressiva de insercéo,
evitando a evolucdo da doenca e a perda do elemento dental. Varios estudos
clinicos longitudinais documentaram e comprovaram o éxito desta terapia em
pacientes regularmente atendidos (AXELSSON e LINDHE, 1981; KALDAHL et al.,
1996; KNOWLES et al., 1979; PIHLSTROM et al., 1983; ROSLING et al., 2001).

Tradicionalmente no diagndstico bacteriolégico das doencas periodontais
utiliza-se microscopia, cultura microbiana, antigenemia e sorologia. Estas formas

diagnésticas podem ser limitadas pela fraca sensibilidade e também pelo
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crescimento lento ou o cultivo pouco viavel dos organismos, janelas de detec¢éo
estreitas, interpretacdes complexas, imunossupressao, terapia com antimicrobianos
e reacOes inespecificas cruzadas (CARMAN et al., 1998; MORILLO et al., 2003;
WHELAN e PERSING, 1996; WATANABE e FROMMEL, 1996).

O método da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) surgiu como opc¢ao
moderna e rapida para suprir as caréncias diagnésticas apresentadas por outras
metodologias, sendo utilizado para identificacdo direta de patdégenos periodontais
em amostras subgengivais (AVILA-CAMPOS et al., 1999; SLOTS et al., 1995) e
também para esclarecer o papel especifico de bactérias na doenca periodontal, uma
vez que possui a capacidade de detectar com precisdo, espécies especificas em
populacdes mistas.

Tendo em vista a eficiéncia desta metodologia na identificagcdo de
patbgenos bacterianos, pretende-se avaliar neste estudo, a eficicia clinica do
tratamento periodontal, utilizando a Reagédo da Polimerase em Cadeia (PCR) como
identificador de patdgenos nos periodos pré e poés-terapia periodontal e analisar
ainda a eficiéncia do tratamento através da comparacdo dos niveis clinicos da

doenca periodontal antes e ap6s tratamento.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Patégenos periodontais e classificacdes da doenca periodontal

Van Steenbergen et al. (1996) compararam uma sonda de DNA
disponivel comercialmente com a técnica de cultura convencional para a deteccao
de A. actinomycetemcomitans, P. gingivalis e P. intermedia em amostras de placa
subgengival. Foram avaliadas amostras de 20 pacientes, entre 39 e 59 anos, com
periodontite de moderada a severa, desde o diagnéstico inicial da doenca até 15
meses de tratamento. Pontas de papel foram inseridas em quatro bolsas
periodontais e enviadas para andlise pelo método sonda de DNA Omnigene, e
simultaneamente foram colhidas amostras das mesmas bolsas e enviadas para
analise por cultura. Uma concordancia relativamente baixa foi encontrada entre os
métodos, sendo que a taxa de deteccdo com sonda de DNA foi significantemente
mais alta. Nos quadros de doenca inicial obteve-se uma alta frequéncia na deteccgao
da A.actinomycetemcomitans e P.gingivallis pela técnica da sonda de DNA,
enquanto pela técnica da cultura convencional a frequéncia de deteccdo de
P.intermedia foi maior.

Ali et al. (1996) avaliaram a prevaléncia de Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Fusobacterium nucleatum, Actinobacillus
actinomvcetemcomitans, Bacteroides forsythus (Tannerella forsythia), e
Capnocytophaga na placa subgengival de 36 pacientes romenos com periodontite
do adulto através do método de cultura. Paralelo a técnica de cultura realizou se a
analise por sonda DNA para identificar P. gingivallis, A. actinomycetemcomitans e B.
forsythus em bolsas de profundidade = 6mm e intermediarias 4-5mm nos mesmos
individuos examinados pela cultura. Foram usadas pontas de papel para extrair as
amostras subgengivais. P. gingivallis foi identificado em uma alta percentagem de
pacientes (75%) e de sitios examinados (63%), seguido por P.intermedia,
F.nucleatum e A.actinomycetemcomitans, respectivamente. Capnocitophaga estava
presente em quase todas as amostras analisadas. Globalmente, a prevaléncia de
patdogenos periodontais investigados em pacientes romenos com periodontite €

semelhante ao que foi revelado em um correspondente estudo noruegués e em
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outras populacbes de pacientes ocidentais com periodontite. A microbiota
subgengival de 42 pacientes camaroneses de 20 a 62 anos de idade foi estudada
por Ali et al. (1997) através da técnica de sonda hibrida de DNA e por meio de
cultura. Estes pacientes foram divididos em dois grupos sendo 21 pacientes com
periodontite e 21 periodontalmente saudaveis. Os pacientes diagnosticados com
periodontite possuiam no minimo quatro bolsas subgengivais de 26mm, enquanto os
saudaveis periodontalmente n&o possuiam sitios com mais que 3mm de
profundidade. As amostras foram colhidas destas bolsas nos dois grupos,
demonstrando que dos 21 pacientes com periodontite 52,3% foram positivas para A.
actinomycetemcomitans quando avaliados por sonda de DNA e 28,5% quando o
método era cultura. Dos 21 pacientes periodontalmente saudaveis 9,5% tiveram A.
actinomycetemcomitans detectado por Sonda de DNA. Estes numeros demonstram
uma similaridade na microbiota subgengival da populacdo camaronesa semelhante
a de adultos do Ocidente.

Schleget Bregenzer et al. (1998) avaliaram a microflora supra e
subgengival através de métodos de cultura e sonda de DNA em 20 individuos com
idades variando entre 62 e 93 anos. Dez individuos tinham gengivite somente e 10
possuiam periodontite. Foram estudadas T.forsythia (TF), P.gingivalis (PG),
P.Intermedia (Pl), P.nigrescens (PN), A.actinomycetemcomitans (AA), T.denticola
(TD) e espiroquetas orais (PROS). No grupo com periodontite a média de
profundidade de sondagem foi de 6,7mm e de 2,2 mm no grupo com gengivite,sendo
que as médias de insercdo clinicas foram de 4,3mm e 1,7mm, respectivamente. As
amostras em cultura demonstraram P.nigrescens em 10% dos individuos com
periodontite e 50% dos portadores de gengivite. Nas amostras de placa supra
gengival obtidas de periodontite, Tannerella forsythia esteve presente em 50%,
enquanto que nas amostras de gengivite foram encontradas 60%, sendo que 0s
dados de cultura foram negativos para as duas amostras. Porphyromonas gingivallis
foi encontrada em 30% das amostras de periodontite e 50 % nas de gengivite,
enquanto que para Treponema Denticola encontrou se 70% e 30%,
respectivamente. O método da sonda de DNA demonstrou presencga subgengival de
T.forsythia (80%), P.gingivallis (80%), P.intermedia (80%), A.actinomycetemcomitans
(0%), T.denticola (50%) nos pacientes com periodontite, enquanto identificou BF
(70%), PG (40%), Pl (30%) e TD (20%) em individuos com gengivite. Espiroquetas
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orais foram encontradas em 80% das amostras de periodontite e 60% das de
gengivite. Apenas os achados de P. intermédia e T.denticola foram associados com
definicdo de doenca.

Armitage, em 1999, abordou uma Classificacdo e Condi¢cdes de Doencas
Periodontais induzidas por placa e uma nova classificagéo foi estabelecida, incluindo
sete tipos gerais de doencas periodontais induzidas por placa: 1) gengivite, 2)
periodontite crbénica, 3) periodontite agressiva, 4) periodontite como uma
manifestacdo de doencas sistémicas, 5) doencas periodontais necrosantes 6)
abscessos do periodonto, e 7) periodontite associada com lesdes endodonticas. Os
principais desvios ao sistema anterior de classificacdo séo: 1) o termo "periodontie
cronica” foi substituido por "periodontite adulta” e 2) o termo "periodontite agressiva"
foi substituida por "periodontite de inicio precoce."

Mullally et al. (2000) investigaram a prevaléncia de 8 patdégenos
periodontais em 31 pacientes femininos e 11 masculinos com média de idades de
30,3 anos. Destes pacientes 17 tinham doenca generalizada (GEOP) e 25 possuiam
periodontite de inicio localizada (LEOP). Avaliaram as diferencas microbianas entre
as formas de periodontite localizada e generalizada. Amostras de placas
subgengivais foram colhidas dos dois grupos de individuos e analisadas através da
Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) evidenciando uma prevaléncia de 78,6%
de Bacteroides forsythus (Tannerella forsythia), 88,1% para Treponema denticola,
19,0%,de Actinobacillus actinomycetemcomitans, 16,7%, de Porphyromonas
gingivalis, 40,4% para Prevotella intermédia, 61,9% Prevotella nigrescens, 42,3% de
Eikenella corrodens e 92,8% de Campylobacter rectus. Apenas 3 sitios saudaveis
portavam um ou mais destes patégenos periodontais. Sete das 8 amostras foram
positivas para A.actinomycetemcomitans em periodontite de inicio localizada
(LEOP). P. intermedia ocorreu em 58,8% de pacientes com periodontite
generalizada (GEOP) em comparagdo com 28% dos individuos com periodontite
localizada (Leop). Em 82,4% dos sitios com periodontite generalizada (GEOP), P.
nigrescens esteve presente, enquanto esta bactéria foi detectada em 52% dos sitios
com periodontite localizada (Leop). P. gingivalis foi isolada a partir de 22,6% das
fémeas, mas ndo foi isolada de individuos do sexo masculino. C. rectus foi isolada
em todos os individuos do sexo feminino em comparacdo para 72,7% do sexo

masculino. A. actinomycetemcomitans (37,5%) e C. rectus (86,5%) foram mais
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frequentemente identificados em n&do-fumantes em comparacdo com 7,6% e 68,8%
de fumantes, respectivamente. Associagbes Microbianas coincidiram com a divisdo
dos casos clinicos em doenca periodontal localizada e generalizada em 83% dos
individuos.

Sanz et al. (2000) desenvolveram um estudo para comparar a microbiota
subgengival através de cultura em 31 pacientes espanhdis e 30 holandeses, maiores
de 25 anos e com diagndstico de periodontite. O A.actinomycetemcomitans foi
significantemente mais prevalente no grupo holandés (23,3%) do que no grupo
espanhol (3,2%). A populacdo espanhola foi caracterizada por uma alta prevaléncia
de P. gingivalis e baixa de A. actinomycetemcomitans, enquanto a populacéo
holandesa foi caracterizada por uma alta prevaléncia de A. actinomycetemcomitans
e Peptostreptococcus micros.

Bong-Kyu et al. (2000) realizaram uma pesquisa com O objetivo de
descrever a prevaléncia dos maiores periodontopatdgenos putativos em pacientes
coreanos por diferentes métodos de cultura. Foram examinadas 244 amostras de
placa subgengival, removidas de 5 sitios em cada participante, os quais foram: 29
adultos com periodontite avancada (PA) e 20 individuos periodontalmente
saudaveis. As amostras de adultos com periodontite foram retirada de 4 bolsas mais
profundas (=6mm) e 1 amostra de sitios sadios (<3mm) de cada paciente. Foi
executada a Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) utilizando a 16S DNA
ribossomal das bactérias encontradas nas amostras de placa subgengival. Em todos
os sitios foram encontradas Fusobacterium sp., enquanto Porphiromonas gingivalis,
Treponema sp e Bacteroides Forsythus (Tannerella forsythia) foram detectadas em
mais de 96% dos 116 sitios doentes. Peptostreptococcus micros, Actinobacillus
actinomycetemcomitans e Prevotella intermédia estavam presentes em 82%, 74% e
71% dos sitios doentes, respectivamente. Nos individuos periodontalmente
saudaveis, Fusobacterium sp foi encontrado em maior proporgéo (58%). Treponema
sp, P.gingivallis e T.forsythia foram detectadas em 22%, 18% e 18% dos sitios
saudaveis, respectivamente.A prevaléncia de periodontopatdogenos ,com excecao de
Fusobacterium sp e T.forsythia, foi significativamente maior nos sitios sadios de
pacientes com periodontite do que em sitios sadios de pacientes periodontalmente

saudaveis.
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Takeuchi et al. (2001) realizaram um estudo com o objetivo de identificar
Treponema socranskii, Treponema denticola e Porphyromonas gingivallis pelo
meétodo da reacdo da polimerase em cadeia (PCR) e relacionar a implicacdo destes
patdogenos nos parametros clinicos da doenca periodontal. Utilizaram saliva e placa
subgengival de 123 pacientes (38 pacientes com periodontite agressiva, 65 com
periodontite cronica e 20 pacientes saudaveis). A frequéncia de identificagdo de
T.socranskii, T.denticola e P.gingivallis nas amostras de placa de periodontite
agressiva foram de 71,1%,73,7% e 84,2% respectivamente, e em periodontite
cronica de 89,2%, 93,8% e 95,3%, em pacientes saudaveis periodontalmente foram
encontrados os respectivos valores 30%, 5% e 10%. Tanto em periodontite
agressiva quanto em periodontite crbnica estas 3 espécies de bactérias foram
detectadas frequentemente em pacientes que possuiam profundidade de bolsa e
perda de insercdo clinica. A percentagem dos sitios positivos para estas bactérias
aumentou de acordo com o que aumentava os indices de pacientes cronicamente
comprometidos. T. socranskii foi frequentemente encontrada junto com T.denticola
ou P.gingivallis nos mesmos sitios, e a coexisténcia destes microorganismos foi
frequentemente observada em bolsas periodontais profundas de pacientes com
periodontite agressiva. Estes achados sugerem que T.socranskii, T.denticola e
P.gingivallis estdo associados com a severidade e destruicdo da doenca periodontal.

Avila-Campos e Velasquez-Meléndez (2002) selecionaram 100 individuos,
que foram divididos em dois grupos:Grupo 1-pacientes portadores de doenca
periodontal e Grupo 2-pacientes saudaveis periodontalmente. Todos os pacientes
portadores de doenca periodontal possuiam perda 6ssea e profundidade de bolsa
superior ou igual a 5mm. Foram colhidas placas subgengival dos pacientes dos dois
grupos e analisadas através da Cultura convencional e da Reacdo da Polimerase
em Cadeia (PCR). A deteccdo bacteriana atraves do PCR e pela cultura
convencional em individuos saudaveis e com periodontite foi de 70% e 90% para
A.actinomycetemcomitans, 92% e 96% de F.nucleatum, 66% e 78% para P.
gingivalis e, 64% e 84% para P. intermedia. Quando o método de -cultura
convencional foi utilizado para deteccéo microbiana a partir de individuos saudaveis
e doentes, observamos as seguintes taxas de isolamento: 48% e 80% para A.
actinomycetemcomitans, 60% e 70% para P. gingivalis, 64% e 64% para a E.

corrodens, 84% e 90% para F. nucleatum, 50% e 74% para P. intermedia, 46% e
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60% C.rectus, 10% e 40% para T. forsythia. Organismos detectados por PCR: A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia, C. rectus, E.corrodens, P. intermedia e T.
denticola foram significativamente associados a doenca periodontal com B. forsythus
de alto indice de OR(2,97, 95% CI 1,88 - 4,70). Bactérias isoladas por meio de
Cultura mostraram que A. actinomycetemcomitans, T. forsythus e P. intermedia,
foram associados com doenca periodontal, mas P. gingivalis, C. rectus, E. corrodens
e F. nucleatum n&o foram significativamente associados a doenca.

Van Winkelhoff et al. (2002) realizaram estudo comparando a prevaléncia
e proporgfes numéricas de bactérias periodontais em pacientes com periodontite e
pacientes controle. Selecionaram para o estudo 116 individuos com diagndstico de
periodontite de moderada a grave com média de idade de 42,4 anos, e 94 individuos
sem evidéncias radiograficas de perda 6ssea alveolar com média de idade de 40,4
anos. As condi¢des gengivais no grupo controle variaram de saude gengival a varios
graus de gengivite. Foram selecionadas as bolsas mais profundas em cada
quadrante dos pacientes para cederem amostras subgengivais. Nos individuos
controle, os sitios mesiais e distais de todos os primeiros molares foram
selecionados para amostragem. As amostras retiradas com pontas de papel de cada
pacientes foram agrupadas e levadas para cultivo anaerébico em no maximo 6horas
apos a coleta. Relacionou se as variaveis clinicas de cada paciente tais como indice
de sangramento a sondagem, profundidade de bolsa e perda de insercao clinica.
A.actinomycetemcomitans, P. gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella forsythia,
Fusobacterium nucleatum e Peptostreptococcus micros foram significativamente
mais prevalente em pacientes afetados periodontalmente do que nos controles. Os
maiores indices odds ratios foram encontrados para P. gingivalis e T. forsythia (12,3
e 10,4 respectivamente). Outro odds ratio variou de 3,1 a 7,7 para
A.actinomycetemcomitans e P. micros, respectivamente. NUmeros absolutos das
bactérias-alvo foram mais elevados em todos os pacientes periodontais, mas apenas
o percentual médio de T. forsythia foi significativamente maior nos pacientes
periodontais em comparacao aos controles. Concluiram com esta pesquisa que P.
gingivalis, A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, T. forsythia, F. nucleatum e P.
micros s&o todos importantes marcadores para doencga periodontal destrutiva em

individuos adultos. Baseada em odds ratio calculados, T. forsythus, e P. gingivalis
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sdo as bactérias mais fortemente marcadas para esta doenca e sdo
infrequentemente cultivadas a partir de individuos sem perda éssea periodontal.

Colombo et al. (2002) determinaram a microbiota subgengival em
pacientes brasileiros com periodontite cronica ndo tratada usando o método da
Técnica hibrida da Sonda de DNA. Utilizou se 25 pacientes periodontais nao
tratados com média de idade 41,2 anos e média de profundidade de bolsa de
3.3mm, e um grupo controle com 14 pacientes periodontalmente saudaveis com
média de idade de 34 anos e de profundidade de sondagem de 1.8mm; estes
pacientes foram triados no Departamento de Periodontia da Fac.de Odontologia da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Medidas de profundidade de sondagem,
sangramento a sondagem, acumulo de placa e supuracao foram tomadas de 6 sitios
(mesiovestibular, mesiolingual, distovestibular, distolingual, vestibular e lingual) em
cada dente. Amostras de placa subgengival foram colhidas em 4 sitios em cada
dente (mesial, distal, bucal e lingual) de cada paciente em ambos os grupos. A
presenca e 0s niveis de 41 espécies bacterianas subgengivais foram determinadas
em 4032 amostras de placa usando o método da sonda génomica do DNA.
T.forsythia, P.gingivallis, E.nodatum e F.nucleatum ss vincentii demonstraram uma
significante correlacéo positiva com maiores médias de profundidade de sondagem.
O grupo com doenca periodontal demonstrou altas médias de profundidade de bolsa
(3.3mm), sitios com visibilidade de placa (70%) e supuracdo (14%) em comparacgao
com o grupo controle. Encontraram alta prevaléncia de A.actinomycetemcomitans
em pacientes com periodontite (41%) e também um valor significativo nos
periodontalmente saudaveis (25%). A.actinomycetemcomitans, T.forsythia, C.rectus,
P.intermedia, P.nigrescens, P.gingivallis e T.denticola foram frequentemente mais
encontrados e em altos niveis em pacientes com periodontite ndo tratada. Os
autores concluiram que a microbiota subgengival de brasileiros com periodontite
cronica ndo tratada era complexa incluindo altas propor¢cdes de
periodontopatdégenos comumente encontrados em outras populacdes, bem como as
espécies incomuns.

Cortelli Jr. (2002) determinou em individuos com periodontite crbnica e
agressiva a prevaléncia e a frequéncia de ocorréncia de A.actinomycetemcomitans,
P. gingivalis, P. intermedia, T. forsythia e C. rectus. Foram incluidos 203 individuos,

178 com periodontite cronica (PC) e 25 com periodontite agressiva (PA). Amostras
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subgengivais, coletadas dos sitios com as maiores medidas de profundidade a
sondagem e perda de insercdo clinica, foram avaliadas por ensaio Dot Blot. A.
actinomycetemcomitans foi observado em 72% e 41%, P. gingivalis em 80% e 68%,
P. intermedia em 52% e 53%, T.forsythia em 56% e 45%, e C. rectus em 48% e 30%
respectivamente nos individuos com PA e PC. Houve diferenga estatisticamente
significativa entre a ocorréncia de A. actinomycetemcomitans e C. rectus ambas
bactérias mais prevalentes em individuos com PA. Em individuos com PC foi
observada maior frequéncia para ocorréncia simultanea de 3 dentre as 5 espécies
pesquisadas, enquanto os individuos com PA exibiram maior frequéncia para
ocorréncia de 2 bactérias. Concluiu que na populacdo estudada foi observada
prevaléncia elevada de patdgenos periodontais com ocorréncia mais frequente de 2
ou 3 espécies bacterianas de acordo com o perfil da doenca.

Speer et al. (2004) realizaram um estudo para investigar as alteracées na
flora subgengival de pacientes adultos com periodontite cronica submetidos a
tratamento com aparelho ortodontico fixo.Examinaram através de testes
padronizados (Instituto de Microbiologia Médica e Higiene da Universidade de
Freiburg, Alemanha) de cultura a presenca de patégenos anaerdbios subgengivais
em 7 pacientes adultos em diferentes fases do tratamento ortodéntico sendo T1
(antes do tratamento ser iniciado), T2 (6 semanas ap6s o inicio do tratamento) e T3
(6 semanas apds a remocao do aparelho fixo). Durante a terapia com aparelho fixo
metalico (Ni Ti® archiwires) ocorreu uma reducédo acentuada nos niveis de bactérias
subgengivais, apesar dos parametros clinicos periodontais manterem-se inalterados.
Mas com o fim do tratamento a contagem total de bactérias de alta patogenicidade
aumentou ligeiramente novamente. Atribuiram esta acentuada melhoria nos niveis
bacteriol6gicos periodontopagénicos durante o tratamento a corrosdo do metal
liberando ions, principalmente niquel, que tém um efeito toxico sobre as bactérias e,
assim, permite a regeneracdo da flora bacteriana. Em nenhum dos pacientes foi
observada deterioragdo da saude periodontal durante e apds a terapia ortodéntica.

Hui-Weng et al. (2004) compararam a prevaléncia e o nivel de
Porphyromonas gingivalis (P.gingivalis) e Tannerella forsythia (T.forsythia) em
amostras de placas subgengival de individuos sadios e com doenca periodontal,
dividindo-os em 2 grupos. Um total de 498 amostras de placas subgengival que
foram colhetadas de 407 individuos diagnosticados com doenga periodontal (186
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homens e 221 mulheres) com média de idade de 46,8 anos sendo 210
diagnosticados com periodontite do adulto (AP); 78 periodontite de progresséo
rapida (PPR), e 19 casos de periodontite refrataria (PRef.) e 91 individuos com
saude periodontal. Amostras foram retiradas com cones de papel de bolsas
periodontais com profundidade = 5mm, apds remogao da placa supragengival, e
secagem e isolamento do dente. Nos individuos periodontalmente sadios eram
removidas em bolsas com profundidade < 3mm e sem sinais de inflamacéao.
Utilizaram o método da Imunofluorescéncia Indireta usando antissoro policlonal
espécie - especifica para detectar espécies de P.gingivalis (FDC381) e espécies de
T.forsythia (FDC 335). Foram produzidas laminas com as amostras subgengivais
fixadas com uma solucdo apropriada de antisoro especifico para as espécies
pesquisadas. Estas laminas foram visualizadas através de microscopio equipado
com fluorescéncia e escopos de campo escuro. O método da imunofluorescencia
detectou alta prevaléncia de P.gingivalis de 85.7 e T.forsythia 60.7% nos grupos com
doenca periodontal (AP, PPR e P Ref) comparados com 23.1% e 39.6%,
respectivamene, nos saudaveis periodontalmente. P.gingivalis foi detectada mais
frequentemente em qualquer dos grupos com doenca periodontal, do que nos
saudaveis. O nivel médio de P.gingivalis e T.forsythia foi significativamente maior em
doentes periodontais do que nos saudaveis. Estes dados sugerem que P.gingivalis
estd estritamente associada com a patogénese da periodontite e que ndo € um
habitante normal de individuos sem doenca periodontal. T.forsythia € também
importante na patogénese da doenca periodontal, todavia, deve ser determinado se
€ causa da doenca periodontal ou se é um invasor secundario nas lesdes
periodontais.

Boutaga et al. (2005) realizaram um estudo comparativo entre Técnicas
de Cultura anaerobia quantitativa e a Reagdo da Polimerase em Cadeia (PCR) em
tempo real para diagndstico microbiolégico de 5 proeminentes patdogenos da doenca
periodontal:  Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythia, Peptostreptococcus micros e Fusobacterium spp. Estas
espécies foram investigadas em 259 amostras de placas subgengivais de pacientes
com periodontite crénica, maiores de 25 anos, com bolsas subgengivais superiores
ou igual a 5 mm e com sangramento a sondagem. As amostras foram obtidas das

bolsas subgengivais mais profundas em cada quadrante através de pontas de papel
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estéril, e divididas em dois grupos, sendo uma processada para cultivo anaerébio
em placas de Agar sangue e outra para a analise através da Extracdo automatizada
de DNA e purificacdo com o kit isolamento Magna Pura Il (Roche Molecular
Diagnostics, Almere, The Netherlands) seguindo o protocolo da Reacdo em
Polimerase em Cadeia (PCR). Todas as espécies bacterianas foram corretamente
identificadas. O limite inferior de deteccdo por PCR variou entre 1-50 unidades
formadoras de colbnias equivalentes, dependendo da espécie. Reatividades né&o
cruzada com DNA heterologa de outras espécies bacterianas foram observadas. Os
resultados da PCR e cultura foram congruentes em 90,3%, 76,8%, 90,7%, 93,8% e
97,4% das amostras para A. actinomycetemcomitans, P. intermedia, T. forsythia, P.
micros e Fusobacterium spp, respectivamente. A maior discrepancia entre cultura e
PCR foram em amostras cultura-negativa/PCR-positiva que se elevaram 7% para A.
actinomycetemcomitans, 20% para P. intermedia, 7% para T. forsythia, 6% para P.
micros, e 0,8% para a Fusobacterium spp. Resultados Cultura-positiva/PCR-negativa
foram observados em <3% dos individuos de A. actinomycetemcomitans, T.
forsythia, P. micros e Fusobacterium spp., E em 1,9% das amostras para P.
intermedia. Os resultados do PCR em tempo real demonstraram um alto grau de
concordancia com os resultados da cultura anaerdbia, tornando o PCR em tempo
real uma alternativa confidvel para diagnostico quantitativo de cultura anaerdbia de
amostras de placa subgengival.

Tachibana et al. (2006) realizaram um estudo cujo objetivo consistia em
analisar a prevaléncia de bactérias orais no dorso da lingua e ainda obter uma
relacdo entre o numero de dentes e da microflora presente no revestimento da
lingua em uma populagéo de pessoas com 85 anos de idade atendidos na prefeitura
da cidade de Fukuoka, Japdo. Foram analisados 205 individuos, sendo 89 homens e
116 mulheres da mesma area geografica. Foram pesquisadas neste estudo 5
bactérias periodontopatogénicas que sao Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia, Actinobacillus actinomycetemcomitans, Fusobacterium nucleatum e
Treponema denticola e uma bactéria cariogénica que foi o Streptococcus mutans.
Amostras da saburra lingual foram coletadas a partir da parte central do dorso da
lingua através de um rolo de algodéo determinando um peso umido. Antes da coleta
das amostras a saliva foi retirada da lingua usando um rolo de algodao esterilizado

para evitar contaminacfes. Estas amostras foram analisadas através da Reacdo da
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Polimerase em Cadeia a partir da subunidade 16rRNA das espécies pesquisadas.Os
resultados demonstraram que as bactérias periodontais estdo presentes em
propor¢cdes maiores em individuos que possuem mais dentes do que em individuos
com menor nimero ou auséncia de dentes.Entre as bactérias periodontais-positivos
e de individuos negativos, houve diferencas significativas no numero meédio de
dentes por P. gingivalis, T.denticola, F. nucleatum e T. forsythia, enquanto que néo
houve diferencgas significativas para A.actinomycetemcomitans e S.mutans. A partir
destes resultados, concluiram que uma grande variedade de espécies, incluindo
anaerobios,foi detectada em individuos com 85 anos de idade. Constataram que a
deteccdo de bactérias periodontais no revestimento da lingua aumentou com o
namero de dentes. Houve uma relacdo positiva entre o numero de dentes e
bactérias periodontopatogénicas, exceto para A. actinomycetemcomitans. Estes
resultados sugerem que os cuidados com a lingua sdo essenciais para prevenir
doencas bucais e precisa fazer parte de qualquer programa de saude bucal em
idosos.

Ximenez-Fyvie et al. (2006) executaram um estudo com objetivo de
determinar a composi¢cao microbiana da placa subgengival em individuos mexicanos
com periodontite crénica nao tratada. Utilizaram 44 pacientes com doenca
periodontal crénica (pelo menos oito sitios com perda de insergéo clinica 25mm e
com mais de 30 anos de idade) e 20 pacientes saudaveis periodontalmente (com
menos de trés sitios com perda de insergao clinica <3mm), com mais de 20 anos de
idade que fossem ndo fumantes e que néo receberam tratamento periodontal nos
ultimos meses; todos nascidos no México. Medidas clinicas foram tomadas em seis
sitios por cada dente (mésio-vestibulares, vestibular, disto-vestibular, disto-lingual,
lingual e mesio-lingual), excluindo terceiros molares. A avaliagdo clinica incluiu
presenca ou auséncia de placa, presenca ou auséncia de eritema gengival,
presenca ou auséncia de sangramento a sondagem, presenca ou auséncia de
supuracéo, profundidade de sondagem e nivel de insercéo clinica, sendo estas duas
tltimas tomadas duas vezes pelo mesmo examinador e a média destas medidas
usadas para analise. As amostras de placas subgengivais foram retiradas dos sitios
meésio vestibulares dos 28 dentes de cada individuo utilizando curetas estéreis, apos
secagem e isolamento com rolos de algoddo de cada dente. Apds a coleta da
amostra de todos os individuos foram analisados niveis, propor¢éo e prevaléncia de
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40 espécies bacterianas atravées da Técnica de hibridizacdo DNA-DNA. Os
resultados demonstraram que Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, e
Tannerella forsythia foram as Unicas espécies que apresentaram 0s niveis meédios
mais elevados em individuos com periodontite cronica. As proporcdes de P.
gingivalis, T. forsythia, e espécies do complexo vermelho (P. gingivalis, T. forsythia,
e T. denticola) como um grupo, também foram significativamente maiores nos
individuos com periodontite. Individuos periodontalmente saudaveis portavam uma
maior proporcdo significativa de espécies de Actinomyces. Nao foram detectadas
diferencas significativas nas percentagens de portadores de qualquer uma das
espécies testadas. Estes resultados revelaram que a microbiota subgengival em
individuos mexicanos portadores de periodontite cronica nédo tratada foi
caracterizada por aumento no nivel, prevaléncia e proporcdo dos patdgenos
periodontais classicos. No entanto, a prevaléncia e propor¢cdo de espécies
microbianas especificas variaram significativamente comparadas aos resultados de
outros estudos de diferentes localizac6es geograficas.

Krigar et al. (2007) compararam resultados da analise microbiolégica de
amostras de placas subgengivais através do método da Sonda de RNA. Foram
selecionados 220 pacientes da Seccdo de Periodontia do Departamento de
Odontologia do Hospital Universitario Heidelberg, portadores de periodontite
agressiva, periodontite crénica generalizada grave ou periodontite como
manifestacdo de doenca sistémica. De cada paciente selecionado foram
examinados clinicamente seis sitios em cada dente (mésio vestibular, vestibular,
disto vestibular, mésio lingual, lingual e disto lingual), onde eram medidos
profundidade de sondagem (PD) e os niveis de perda de insercdo clinica vertical
(CAL-V) utilizando sonda periodontal manual. A juncdo cemento esmalte (CEJ) foi
utilizada como referéncia para as medicbes de insercdo clinica. Ainda obtiveram
também o registro de sangramento apés 30 segundos a sondagem. As trés bolsas
de maiores profundidades em trés diferentes quadrantes foram selecionadas para
cederem as amostras. Estas amostras foram colhidas subgengivalmente apds
remocao da placa supragengival, com cones de papel estéreis inseridos nos pontos
mais profundos das bolsas por 10 segundos. Um cone de papel foi colocado em um
ponto distinto e transportado por outra via e as outras foram colocadas pontas de
papel de cada um dos dois sitios (ensaio de multiplos sitios). Desta forma obteve-se
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4 amostras de cada paciente: trés contendo uma ponta de papel cada dos trés sitios
examinados e uma contendo trés pontas de papel agrupados a partir de trés locais
amostrados (MT3). Foi utilizado para a analise, uma Sonda RNA (test kit aiming)
disponivel comercialmente para Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa),
Tannerella forsythia (Tf), Porphyromonas gingivalis (Pg), e Treponema denticola
(Td). Para a andlise, todas as contagens bacterianas foram transformadas
logaritmicamente. Duas variaveis foram analisadas para cada patdgeno periodontal:
contagens bacterianas log-transformados e prevaléncia, ou seja, a deteccdo do
patbgeno ou ndo deteccdo. Para todos os patdgenos testados e analisados para
todos os subgrupos, a média do numero de bactérias log-transformados foi maior em
amostras, em comparacdo com o valor médio das diferentes amostras. No entanto,
para Aa, Pg, e Tf, a andlise falhou em detectar diferencas estatisticamente
significativas na prevaléncia entre as amostras separadas e MT3. Apenas para T.d,
ocorreu deteccdo do microorganismo estatisticamente mais  significativa
frequentemente em MT3 comparada as amostras separadas. Estes achados foram
observados para a amostra total, bem como apds a avaliacdo separada das
subamostras. Aa foi detectado com maior frequéncia em pacientes com periodontite
agressiva em relacdo aos pacientes diagnosticados com periodontite cronica
generalizada grave. Apos uma analise separada, 15 dos 30 (50%) dos doentes com
periodontite agressiva,e apenas 27 dos 83 (33%) pacientes com periodontite cronica
foram Aa positiva. No entanto, apdés analise MT3,14 das 30 (47%) periodontite
agressiva e 36 de 83 pacientes (43%) pacientes com periodontite cronica foram Aa
positiva. O estudo permitiu evidenciar que a divisdo das amostras de placa
subgengival aumentou a contagem bacteriana por uma analise comparada com
amostras distintas,e assim, pode aumentar a probabilidade de deteccdo de
patdogenos existentes. No entanto, esta observacdo s6 foi estatisticamente
significativa para a TD. Existe notavel variabilidade entre as taxas de detec¢cdo em
amostras coletadas da mesma bolsa e ao mesmo tempo.

Aimetti, Roman e Nessi (2007) desenvolveram um estudo analisando a
microbiologia de bolsas periodontais e de placas ateromatosas de carétida em
pacientes com periodontite crénica. Neste estudo foi avaliada a presencga de cinco
patdogenos periodontais:  Actinobacillus  actinomycetemcomitans, Prevotella

intermedia, Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tannerella forsythia
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(anteriormente Tannerella forsythensis) tanto em bolsas subgengivais quanto em
placas ateromatosas. Selecionaram 33 pacientes brancos (12 mulheres e 21
homens) com periodontite cronica avancada, com idades entre 57-68 anos (média
de 63 anos) entre Janeiro e Fevereiro de 2005 no Hospital Mauriziano no
Departamento de Cirurgia Vascular; estes pacientes estavam com indicagao para
estenose carotidea exigindo endarterectomia. Pacientes com doencas sistémicas,
submetidos a terapia antibacteriana ou tratamento periodontal nos ultimos 6 meses e
gue ndo possuissem um numero minimo de 12 dentes foram excluidos do estudo.
Um completo exame periodontal, foi realizado por um Unico examinador com uma
sonda Williams, no mesmo dia da intervencao cirurgica. A avaliagdo clinica contou
com a verificacdo do indice de placa, sangramento a sondagem, profundidade de
sondagem (PD), e niveis de insercao clinica (CAL) em seis sitios para cada dente
em todos os dentes presentes. Os sitios com profundidades 26mm, e sangramento a
sondagem foram selecionados para cederem a amostra subgengival. Tais amostras
foram coletadas com pontas de papel estéreis inseridas nas bolsas selecionadas por
10 segundos e transferidas imediatamente para Eppendorfs contendo 1ml da
solucdo de Ringer. As amostras de placa ateromatosa da carétida foram colhidas
durante a endarterectomia e todo o espécime foi colocado em um frasco contendo
10 ml de solucdo salina estéril, isento de contaminagdo anterior por DNA, e
armazenadas a -20 C. Os resultados obtidos demonstraram que todas as amostras
de placa subgengival foram positivas para pelo menos um microorganismo alvo. A
prevaléncia de T. forsythia, P. gingivalis, T. denticola, P. intermedia, A.
actinomycetemcomitans foram 69,7%, 63,6%, 54,5%, 454% e 33,3%,
respectivamente. DNA bacteriano foi detectado em 31 das 33 amostras de placas de
ateroma. No entanto nenhuma das amostras testadas foi positiva para DNA de
patogenos periodontais. S&o poucos os estudos comparativos entre microbiologia e
quadro clinico envolvendo doenca periodontal e placas ateromatosas. Neste estudo,
a presenca de bactérias periodontais em placas ateromatosas nédo foi confirmada,
portanto ndo pode ser tracada correlacdo entre bactérias periodontais e
microorganismos envolvidos nas lesdes de aterosclerose.

Van Winkelhoff, Rijnsburger e Van der Velden (2008) verificaram a
estabilidade clonal da Porphyromonas gingivalis em uma populacéo de individuos da

Indonésia privados de prevencdo e tratamentos odontoldgicos e portadores de
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diferentes graus de periodontite crénica. Esta analise foi realizada de 1994 (158
pacientes) a 2002 (123 individuos). Neste periodo de 8 anos a P.gingivalis tem sido
isolada em diferentes momentos da periodontite sem estes pacientes terem recebido
tratamentos e terapias periodontais.Os sitios com maiores profundidades de
sondagem, sangramento e maiores niveis de perda de insercdo clinica em cada
quadrante foram selecionados para amostragem. Duas pontas de papel estéreis
foram inseridas nos sitios pré-selecionados, e ap0s coleta da amostra esta foi
imediatamente cultivada e analisada para deteccdo da presenca e niveis de
P.gingivalis. Os resultados demonstraram que 66 individuos foram positivos para a
cultura de P.gingivalis em ambos os momentos. Ainda obtiveram que em 31
individuos (47%) uma distribuicdo exata do gendtipo idéntico da P. gingivalis foi
encontrada em 1994 e 2002. Em 26 desses individuos um gendétipo, e em 8
individuos dois genétipos idénticos foram encontrados em ambos os momentos. Em
70% dos individuos pelo menos um genotipo da P. gingivalis foi detectado em 1994
e 2002, ao passo que outros gendtipos foram recentemente descobertos ou ndo
foram mais detectaveis. Estabilidade clonal em irm&o foi 39% e a transmisséo
horizontal de P.gingivalis foi encontrada apenas em 2002 e foi baixa (11%). No total
56 gendtipos P. gingivalis foram identificados em 1994 e 61 em 2002. Vinte e quatro
apareceram uma Unica vez, ao passo que outros gendtipos foram encontrados em
multiplos pacientes. A partir deste trabalho concluiu se que a estabilidade clonal de
P.gingivalis em condi¢cdes naturais é alta. Completa distribuicdo de genotipos
diferentes foi encontrada apenas em 27% dos individuos e a transmissao de
P.gingivalis ocorreu frequentemente entre irmaos, mas néo entre cdnjuges.

Mineoka et al. (2008) executaram um estudo com o objetivo de examinar
as relacbes entre Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola, e Tannerella
forsythia (anteriormente T. forsythensis), no biofilme subgengival e o relacionamento
entre a quantidade e a prevaléncia destas trés bactérias e a relacdo saude
periodontal. A populagéo deste estudo consistiu de 35 pacientes adultos (15 homens
e 20 mulheres) portadores de periodontite crébnica com média de idade de 59,2 anos
e com numero médio de dentes de 24,8. Foram excluidos pacientes que
apresentavam doencas sistémicas, gestantes e aqueles que submeteram se a
terapia periodontal nos ultimos 3 meses. Estes pacientes foram examinados

clinicamente, sempre por apenas um mesmo dentista, onde era avaliada
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profundidade de bolsa (PD) 24mm e sangramento a sondagem (BOP). Esta
informacgao foi utilizada para classificar cada amostra em um dos quatro grupos,
dependendo da presenca (+) ou auséncia (-) de PD = 4mm e BOP (+ DP / + BOP;-
PD / + BOP; DP + /-BOP e -PD/-BOP). As amostras de placas subgengival foram
coletadas aleatoriamente em sitios com maiores profundidade de sondagem(PD) em
cada sextante, inserindo uma ponta de papel estéril por 10 segundos. Estas pontas
de papel foram inseridas em 200 ml de solucdo tampao para extracdo de acidos
nucléicos. O DNA gendmico das bactérias contidas nas amostras de placas
subgengivais foi isolado e purificado utilizando um kit 4cido nucléico para extracao,
de acordo com o protocolo do fabricante e foi utilizado um modelo convencional para
a Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) em tempo real. As amostras
subgengivais analisadas neste estudo foram escolhidas aleatoriamente a partir de
210 amostras de placas coletadas de 35 individuos e constou de 105 amostras,
incluindo duas para cada quatro amostras de cada paciente. Para interpretar os
resultados as amostras de placas foram divididas em quatro grupos baseados na
presenca ou auséncia de bolsa periodontal (PD=4mm) e sangramento a sondagem
(BOP). As proporcdes de todas as trés bactérias detectadas em amostras
provenientes de sitios com doenca periodontal (com PD e BOP) foram
significativamente mais elevadas do que agueles em outros grupos amostrais. O
namero de células de P. gingivalis,T. denticola e T. forsythia nas amostras de placa
subgengival de cada sitio foram significativamente correlacionadas entre si e foram
maiores nas placas provenientes de sitios com doenca periodontal (PD =24mm e
BOP).

Perez-Chaparro et al. (2008) investigaram a relacdo clonal entre
Porhyromonas gingivalis isoladas de amostras de sangue e de placa subgengival em
pacientes com bacteremia positiva transitoria para periodontite. Foram incluidos no
estudo 16 pacientes diagnosticados com periodontite cronica (10/16) ou periodontite
agressiva (6/16) generalizadas. Estes individuos deveriam possuir pelo menos 10
bolsas subgengivais 27mm e necessitando cirurgia periodontal apos raspagem,
alisamento e polimento radicular (RAP). O exame periodontal incluiu tomadas
radiograficas de todos os pacientes, avaliacdo de profundidade de bolsa, nivel de
insercao clinica e sangramento a sondagem.Todos estes pacientes foram positivos

para P.gingivalis em amostras de placa subgengival colhidas antes da RAP. Foram
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coletadas amostras de sangue e placa subgengival para andlise. A placa
subgengival foi obtida de seis bolsas (27mm), e no dia da cirurgia uma segunda
amostra foi colhida antes do procedimento de RAP. O tempo entre a retirada da
primeira e segunda amostra variou entre 1-4 semanas. Estas amostras subgengivais
foram colhidas por meio de pontas de papel estéreis. Quatro amostras de sangue
foram coletadas a partir da veia ante cubital nos seguintes momentos: H1l-antes do
procedimento de RAP; H2- imediatamente ap0s o término do procedimento; H3-
15minutos apds o procedimento;H4- 30 minutos apos o final do procedimento. Rap
foi avaliado durante o 10° minuto (10 sitios, 1 minuto por sitio). Instruiram a todos os
pacientes a ndo tomarem o café da manhd ou escovar os dentes antes do
procedimento para evitar outra fonte de bacteremia diferente da RAP. Os seguintes
testes foram realizados para identificar e confirmar positivamente as espécies de
P.gingivalis: morfologia de  colénia  (carbobenzoxy-L-arginina-7-amino-4-
metylcoumarin, Sigma, St. Louis, MO, E.U.A.), o comercialmente disponivel sistema
ID-322 (bioMerieux, Lyon, Franca) e através da Reacdo da Polimerase em Cadeia
utilizando oligonucleotideos 16s RNA base. Apds realizados estes exames as
amostras colhidas apdés RAP de 16 pacientes, apresentaram bacteremia positiva de
P.gingivalis para 7 pacientes e 9 foram negativos.Trinta e duas cepas foram isoladas
a partir da placa subgengival e de amostras de sangue antes e durante a bacteremia
transiente induzida e a maioria dos pacientes abrigava um tipo clonal. Dois pacientes
apresentaram diferentes clones em placas e amostras de sangue 0 que sugere que
mais de um clone pode ser encontrado na placa subgengival. P.gingivalis isoladas
de pacientes com periodontite apds bacteremia transitoria imediata a RAP revelou
uma grande heterogeneidade entre os isolados. Em 6 dos 16 individuos examinados
as mesmas P.gingivalis isoladas foram encontradas no sangue e na cavidade oral. A
heterogeneidade da P.gingivalis ndo sugere nenhuma associagdo com um unico tipo
clénico de bacteremia passageira.

Kulecki et al (2008) desenvolveram um estudo para avaliar a prevaléncia
de Actinobacillus Aggregatibacter, Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia,
Prevotella intermédia, Prevotella nigrescens e Treponema denticola na saliva de
criangas com denticdo mista e gengiva saudavel. Utilizaram 41 criangas (22 meninos
e 19 meninas),entre 6 e 13 anos de idade que tiveram a salivacao estimulada por

parafina através de um chiclete sem agUcar que mascaram por 2 minutos e
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expectoraram em um tubo estéril ,sendo obtidas as as amostras. Para critério de
inclusdo as criancas deveriam conter pelo um dos primeiros molares e incisivos
permanentes e ainda molares deciduos, presenca de saude gengival com
profundidade de sondagem de ate 3mm. As bactérias testadas foram identificadas
através da analise pela Reac¢do da Polimerase em Cadeia utilizando a 16rRNA como
base.Os resultados demonstraram uma prevaléncia da espécie P. nigrescens (80%),
seguida por T.denticola (32%), A.actinomycetemcomitans (24%), e P.gingivalis
(12%). P.intermedia e T.forsythia ndo foram detectadas. P.nigrescens também se
mostrou comum em combinacdes de espécies. Combinacfes de duas bactérias e
associacfes de trés bactérias foram encontradas em 24% e 20% de todas as
criancas ,respectivamente. Com este experimento concluiram que a presenca na
saliva de P.nigrescens, T.denticola, A.actinomycetemcomitans e P. gingivalis, mas
nao P.intermedia e T.forsythia podem ocorrer na infancia,sem sinais clinicos da
doenca gengival. Assim, o possivel risco de transmissdo bacteriana através da
saliva e, a necessidade de protecdo para patdgenos periodontais devem ser
considerados antes de denticdo mista.

Ready et al. (2009) realizaram um estudo utilizando o método da Reacéo
da Polimerase em Cadeia (PCR) multiplo para detectar trés patdégenos periodontais
em placa subgengival coletada antes e em 2 e 6 meses apos o tratamento. Foram
incluidos no estudo 107 individuos portadores de periodontite cronica e excluidos os
portadores de doencas sistémicas, gestantes ou lactantes e os que receberam
terapia antibidtica ou periodontal nos ultimos 3 meses.O exame clinico periodontal
foi realizado sempre por um mesmo Periodontista calibrado e contou com a analise
de indice de placa, sangramento a sondagem, profundidade de bolsa (PPD), numero
de bolsas 25mm e niveis de insergdo clinica. As amostras subgengivais foram
recolhidas das quatro bolsas periodontais mais profundas, sendo uma de cada
guadrante por meio de curetas estéreis e em seguida armazenadas em liquido de
extracdo e transporte de DNA. As bactérias investigadas foram Tannerella forsythia,
Porphyromonas gingivallis e Actinomyces actinomycetemcomitans. A terapia
periodontal ndo cirargica resultou em um significante melhora em todos os
parametros clinicos periodontais analisados nos 2 e 6 meses pos-terapia. A média
de reducé&o de bolsas periodontais 25mm foi obtida junto com a redu¢do na media de
profundidade a sondagem, sangramento e niveis de placa nos 2 e 6 meses pos
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terapia comparados aos indices pré tratamento. A propor¢do dos pacientes que
armazenavam o0s patdgenos pré tratamento foram: Tannerella forsythia 81%,
Porphyromonas gingivallis 78% e Actinomyces actinomycetemcomitans 42%. Nas
analises bacteriologicas de 2 meses pOs terapia encontraram uma significativa
reducdo no numero de pacientes portadores destas bactérias, tal como: P.gingivalis
(46%), T.forsythia (63%) mas ndo o A. actinomycetemcomitans (50%) que
demonstrou um relativo aumento. Na analise de 6 meses pds tratamento, menos
pacientes armazenavam P. gingivalis (43%), A. actinomycetemcomitans (31%) e
T.forsythia (63%). As analises iniciais e de 2 meses p0s terapia evidenciaram que
pacientes que portavam apenas um patégeno demonstravam um quadro de doenca
periodontal mais avancado do que pacientes que possuiam dois ou trés destes
patdgenos. Estes dados sugerem que a reducdo no numero de espécies presentes

pode estar associado com um aumento na severidade da doencga periodontal.

2.2—Terapia Periodontal Mecanica: Raspagem, Alisamento e Polimento
Radicular (RAP)

Axtelius et al. (1997) realizaram um estudo cujo objetivo foi avaliar os
critérios clinicos para a classificacdo de 2 de diferentes grupos de pacientes. Estes
pacientes foram selecionados do Departamento de Periodontia no Centro de
Ciéncias da Saude Oral da Universidade de Lund, Malmo, entre os anos 1979-1993
e portadores de diferentes graus de doenca periodontal. Foram selecionados 22
pacientes,com idades entre 35-55 anos, e todos submetidos a tratamento
periodontal por cirurgides dentistas especialistas em Periodontia.Cada grupo
contava com 11 pacientes e foram divididos em: grupo respondendo bem ao
tratamento periodontal (grupo responsivo -R) e o outro grupo foi classificado como
nao respondendo bem ao tratamento (grupo nao responsivo-NR). Examinaram a
profundidade de sondagem em todos os pacientes, e selecionou 0s com
profundidades =26mm medidas em quatro superficies de cada dente durante o
tratamento, observaram ainda mobilidade dentaria e frequéncia de placa. Os
tratamentos realizados foram agrupados em: O-Informacgédo e instrucdo de higiene
oral, 1- Profilaxia profissional com taca de borracha, 2-Raspagem de um Unico

dente, 3- Raspagem de um quadrante, 4- Raspagem de dois quadrantes, 5-
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Raspagem de trés quadrantes e 6-Raspagem de quatro quadrantes. Uma avaliagao
da frequéncia dos procedimentos foi feita e também foram registradas as seguintes
variaveis: numero de dentes antes e ap0s o tratamento, nUmero de tratamentos por
més, duracdo do tratamento, nimero de extracdes durante o tratamento, e dentes
perdidos por ano. Os dois grupos de pacientes receberam tratamento a cada 2-3
meses para uma média de 5-6 anos de acompanhamento. Os resultados
comparativos entre os dois grupos (R e NR) antes e apds a terapia mecanica
evidenciam uma melhoria altamente significativa nas profundidades de bolsa 26mm
e mobilidade,sendo que na avaliagédo inicial de ambos os grupos foram bastante
homogéneos em relagéo aos sinais da doenca periodontal.

Haffajee et al. (1997) executaram um estudo cujo objetivo era procurar
diferencas clinicas e microbiologicas entre individuos que responderam bem ou mal
a Raspagem e Alisamento Radicular (RAP). Foram selecionados 57 individuos com
idade entre 23-71 anos, com minimo de 20 dentes ,com perda previa de insercao e
pelo menos 8 sitios com bolsas >4mm de profundidade e ou 8 sitios com perda de
insercdo >3mm. Gravidez, terapia periodontal previa e ou antibiético nos ultimos 3
meses e doengas sistémicas foram critérios de exclusdo. Todos os pacientes foram
examinados antes do tratamento e 3 meses apds tratamento. indice de placa,
gengivite, sangramento a sondagem, supuracdo, profundidade de sondagem e
perda de insercdo clinica foram analisadas em 6 sitios de cada dente
(mesiovestibular, vestibular, distovestibular, mesiolingual, lingual e distolingual).
Todas as medi¢Bes foram realizadas por um mesmo clinico, o qual ndo participou
dos procedimentos de terapia radicular.O tratamento consistiu de raspagem e
aplainamento radicular,sendo um quadrante tratado semanalmente sob anestesia
local, de modo que o tratamento foi concluido em 1 més. Os pacientes também
foram instruidos sobre formas de manterem a higienizagéo oral domiciliar. Foram
colhidas amostras de placa subgengival utilizando curetas Gracey na face mesial de
cada dente, na consulta inicial e 3 meses pdés terapia. Promoveram contagens de 40
especies subgengival em cada amostra de placa através da técnica de hibridizacéo
DNA-DNA. Os resultados clinicos foram avaliados e os individuos foram
enquadrados em 2 grupos com base nestes resultados. 39 individuos apresentaram
aumento de insercdo clinica pds tratamento e foram designados como Grupo

Responsivo (GR),enquanto 18 individuos demonstraram perda de insercédo clinica
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pés tratamento e foram classificados como Grupo Ndo Responsivo (GNR).O grupo
responsivo demonstrou um maior ganho de insercdo nos sitios com profundidade
inicial <4mm, 4-6mm e >6mm,com melhora mais acentuada nos sitios mais
profundos, do que os individuos do grupo ndo responsivo. Pacientes do grupo nao
responsivo com profundidade de bolsa inicial <4mm, demonstraram perda de
insercéo apos terapia. E nas bolsas com profundidades moderadas a grave, o ganho
de insercdo foi menos pronunciado do que no grupo responsivo nestes mesmos
sitios. Nao houve diferencas significativas entres os 2 grupos em porcentagem nos
sitios exibindo placa, gengivite, sangramento a sondagem e supurag¢ao. Em relacéo
as bactérias estudadas,as andlises demonstraram em ambos 0s grupos,que as
Unicas espécies que foram significativamente reduzidas como resultado da terapia
radicular foram: Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Bacteroides
forsythensis (T.forsythia) e os sitios que apresentaram taxas reduzidas destas
bactérias aumentaram em 22mm o0s niveis de insercdo pos operatoria. Os dados
deste estudo indicam que a terapia mecanica é mais eficaz em individuos e sitios
com niveis elevados de espécies subgengivais que esta terapia afeta.

Takamatsu et al. (1999) realizaram um estudo para observar o efeito da
terapia periodontal inicial na frequéncia de deteccdo de Bacteroides forsythus
(T.forsythia), Porphyromonas gingivalis e Actinobacillus actinomycetemcomitans.
Para este estudo selecionaram 26 pacientes, sendo 10 homens e 16 mulheres com
idades variando de 16 a 61 anos.Destes pacientes,11 foram diagnosticados com
periodontite crénica e 15 com periodontite precoce. O critério de selecdo foi a
presenga de uma bolsa com profundidade de sondagem = 6mm, sem tratamento
periodontal prévio nos ultimos 6 meses, e sem terapia antimicrobiana nos ultimos 3
meses. Duas semanas antes da terapia, a profundidade de sondagem foi executada
em seis sitios por dente. Um total de 104 sitios de cada quadrante foi selecionado.
Um més antes da terapia periodontal inicial, também foram avaliados critérios
clinicos como sangramento a sondagem ap0s mensuracdo de profundidade de
sondagem e nivel de insercdo clinica. O tratamento periodontal consistiu de
instrucdo de higiene oral e uma meticulosa raspagem e alisamento periodontal. A
coleta das amostras foi executada apos remocao da placa supragengival, com cones
de papel estéreis inseridos nas bolsas periodontais por 30 segundos e entao
armazenados em tubos Eppendorf e analisados através da Sonda de DNA através
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do test Kit para T.forsythia, e P.gingivalis. Para avaliacdo da
A.actinomycetemcomitans também utilizou se o método da Reacdo em Cadeia da
Polimerase (PCR). As médias de parametros clinicos foram analisadas através do
Teste de Wilcoxon e também para as frequéncias de bactérias. Os resultados
demonstraram que as médias inicias de profundidade de sondagem de 5.6mm foram
reduzidas para 3.9 mm apoés terapia. Os niveis de insercdo clinica de 5.3mm
reduziram para 4.6mm apos terapia com analise estatisticamente significante. Os
indices de sangramento a sondagem inicial eram de 76% dos sitios sondados, e
apos o tratamento periodontal reduziram para 51.9%. Os resultados bacterianos pela
sonda de DNA demonstraram que T.forsythia foi o patdgeno mais prevalente nas
analises iniciais (todos os pacientes em um total de 77.9% dos sitios) e apds a
terapia (65.4% dos pacientes em 35.6 % dos sitios). P.gingivalis foi detectada em
65.4% dos sitios examinados pré-terapia e em 22.1% dos sitios examinados pos -
terapia. A.actynomicetemcomitans foi identificada pela sonda de DNA em 1.9 % dos
sitios inicialmente, enquanto que pela técnica do PCR foi encontrada em 16.4%
inicialmente e 8.7% ap0os terapia. A frequéncia dos sitios armazenando T. forsythia e
P. gingivalis foram significativamente reduzidos ap0s a terapia periodontal. Embora
com A.actynomicetemcomitans os valores encontrados por sonda de DNA e PCR
pés terapia ndo foram estatisticamente significantes. Concluiram com este estudo
que P.gingivalis eT.forsythia podem ser reduzidos e ou eliminados com a terapia
inicial, mas ndo A.actynomicetemcomitans. Quando o0s niveis destas bactérias
diminuiram, os parametros clinicos apresentaram melhoria significativa.

Chaves et al. (2000) promoveram um estudo cujo objetivo era verificar a
colonizagdo bacteriana persistente de Porphyromonas gingivalis (Pg), Prevotella
intermedia (Pi) e Actinobacillus actinomycetemcomitans (Aa) em periodontite e a
associacdo destas com perda 0ssea alveolar apos 6 meses de terapia. Neste estudo
foram incluidos 40 pacientes com idade entre 30 a 70 anos (média de 47,5
anos),sendo 15 homens e 25 mulheres distribuidos segundo suas racas em 24
brancos, 12 afro americanos e 4 asiaticos.Um paciente foi excluido do estudo,sendo
entdo a amostragem de 39 pacientes.Todos em bom estado de saude geral, e que
haviam sido previamente diagnosticados e tratados para periodontite do adulto nos
altimos 2 anos, mas que ainda apresentavam de 2 a 6 dentes com bolsas
subgengivais com profundidade de sondagem =5mm. Estes sitios apresentavam
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também perda de altura 6ssea superior a 0,5mm em 2 radiografias clinicas a partir
do mesmo local, nos dltimos 2 anos ,medidas a partir da juncdo cemento esmalte.
Todos os individuos possuiam o minimo de 20 dentes, exceto terceiros molares.
Estes ndo haviam recebido terapia antibiotica periodontal nos ultimos 3 meses. Eram
excluidos individuos com histéria de alergia as tetraciclinas, diabetes,doenca
cardiaca, febre reumética ou em uso de imunossupressores. Durante o estudo, 2 de
cada 4 sitios testados em cada paciente foram monitorados ao longo de um periodo
de 6 meses. Estes sitios foram preferencialmente os com profundidade 26mm e com
sangramento a sondagem. Foram registradas medidas clinicas tais como
profundidade de bolsas, perda de insercédo clinica, sangramento a sondagem e
avaliacdo da placa supragengival e recolheu se amostras de placa subgengival em
1,3 e 6 meses apoOs tratamento. Foram também obtidas radiografias padronizadas
nos periodos pré tratamento e 6 meses pOs tratamento. Para o tratamento
periodontal todos os individuos receberam instrucbes de higiene oral, profilaxia de
boca toda e raspagem e aplainamento radicular com anestesia local em todos os
dentes. Os pacientes foram distribuidos aleatoriamente para receberem tratamentos
antibiéticos adjuvantes com Doxiciclina (200mg no 1° dia e 100mg durante 21 dias)
ou ndo receberam nenhum antibidtico ap6s a terapia radicular. A raspagem
subgengival foi executada em todos os individuos novamente apds 3 e 6 meses do
tratamento inicial. As amostras de placa subgengival foram coletadas utilizando
pontas de papel estéreis inseridas nas areas mais profundas das bolsas durante 10
segundos,imediatamente retirados e colocados em tubos e analisados no mesmo
dia através do teste ELISA modificado. Os resultados demonstraram que a presenca
de P.gingivalis na placa ap0s o tratamento foi significantemente associada com
perda 6ssea progressiva. Em contraste, a presenca de P.intermedia encontrada em
placa apds o tratamento nao foi indicativa de perda 0ssea progressiva.O numero de
sitios colonizados por P.gingivalis ou P.intermedia foi reduzido em um més apdés o
tratamento.Aos 3 meses, ocorreu a recolonizacéo de alguns sitios por P. gingivalis e
P. intermedia, e 0os niumeros continuaram a aumentar em 6 meses. Aos 6 meses, 0
teste positivo de prevaléncia de P.intermedia nos sitios aproximou se do visto no
inicio do  estudo. Em  pouquissimos  sitios tinham  provas de
A.actinomycetemcomitans para serem significativos a andlise estatistica.Diferencas

ndo significativas de perda éssea foram atribuidas a antibioticoterapia sistémica.
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Esses dados indicam que, nesta populacédo, a presenca de P. gingivalis na placa
apos o tratamento pode ser indicativo da perda 6ssea alveolar progressiva.
Doung-udomdacha et al. (2001) realizaram um estudo cujo objetivo foi
relacionar o numero de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermedia e
Actinobacillus actinomycetemcomitans com os parametros clinicos em sitios doentes
e saudaveis de pacientes analisados antes e apés a terapia peridontal ndo cirtrgica
utilizando o método sensivel quantitativo da Reacdo da Polimerase em Cadeia
(PCR).Analisaram 50 pacientes com media de idade de 47 anos,portadores de
periodontite cronica, sendo 21 destes fumantes. Vinte destes pacientes eram
tratados periodontalmente pela primeira vez e 0s outros trinta pacientes eram
tratados ndo cirurgicamente e necessitavam de nova terapia. Foram analisados 541
sitios destes pacientes e os sitios doadores foram padronizados da seguinte forma:
Sitios saudaveis foram os de profundidade de bolsa < 3mm sem sangramento
gengival a sondagem, e sitios doentes foram os com profundidade de bolsa > 3mm.
Sitios sem tratamento ou pré tratamento refere se a amostras obtidas a partir de
locais sem tratamento, embora outros quadrantes do mesmo paciente podem ter
sido tratados e pd4s tratamento remete as amostras de sitios que ja tinham recebido
tratamento. Amostras de placa subgengival foram tomadas de cada paciente pré
tratamento (apos a avaliacao inicial) e, em seguida, em 2 semanas e 4-6 semanas
apos o inicio do tratamento, bem como em 3 e 6 meses ap0s a conclusdo do
tratamento. Amostras de 3 a 4 sitios por pacientes foram selecionadas,para que pelo
menos uma de cada tivesse uma profundidade de sondagem periodontal entre 3mm,
3-5mm, e >5mm. Os mesmos sitios em cada paciente foram analisados em cada
ocasido.As amostras foram retiradas subgengivalmente com curetas estéreis
inseridas na base de cada bolsa periodontal e entdo dispersas em 700 ml de
reducdo do fluido de transporte, e submetidas ao método de processamento para
PCR. Foram realizadas medicfes clinicas como: Profundidade de bolsa (a partir da
margem gengival a base da bolsa), perda de insercdo clinica (a partir da jungao
cemento esmalte a base da bolsa) e presenca de sangramento a sondagem (sim ou
ndo).Todas as medidas clinicas foram realizadas utilizando uma Sonda de Willians
convencional. Estas medi¢cOes foram registradas antes, durante e apds a conclusao
do tratamento ndo cirlrgico e nas visitas de revisdo. Estas medi¢cdes foram

realizadas em seis sitios em cada dente (vestibular, mésio vestibular,disto vestibular,
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lingual, disto lingual e mésio lingual), e foram executadas por seis clinicos diferentes
previamente calibrados de forma padronizada. O tratamento periodontal consistiu de
instrucdes de controle de placa e higiene oral a todos os individuos,bem como
raspagem dos sitios com profundidade superior ou igual a 4mm. Anestesia local foi
empregada, sempre que necessaria. O regime de tratamento foi concluido dentro de
2-3 meses e cada paciente foi reavalido 3/6 meses apOs tratamento. Outros
tratamentos ndo cirdrgicos foram realizados ap6s 3 meses em sitios que nao tinham
respondido a terapia inicial e da mesma forma,novas instrucdes de higiene oral
foram fornecidas. Os resultados da quantificacdo das bactérias revelaram que as
contagens de P.gingivalis foram associadas com profundidade de bolsa e perda de
insergdo, entretanto, nem P.intermedia e A.actinomycetemcomitans foram
associadas com os sinais clinicos examinados. Apdés o tratamento houve uma
diminuicdo significativa do numero de todas as trés espécies em ambos 0s sitios
saudaveis e doentes (86-99%), mas nenhuma espécie foi erradicada. Associacdes
positivas foram encontradas entre quaisquer duas das trés espécies estudadas tanto
em pré e pos-terapia. Através das visitas de acompanhamento, houve uma melhoria
significativa na profundidade de sondagem, mas tais melhorias ndo ocorreram em
outros parametros clinicos. Este estudo demonstrou a utilidade do PCR quantitativo
para a enumeracdo de patdégenos periodontais putativos de espécimes clinicos e
gue o numero dos trés microorganismos em todos os sitios diminuiram com a terapia
periodontal ndo cirdrgica,comprovando a eficacia desta.

Hung e Douglass (2002) realizaram um estudo meta-analitico dos efeitos
de raspagem e alisamento radicular, tratamentos cirargicos e terapia antibiética em
profundidade de sondagem e perda de insercdo clinica.Uma meta-analise € uma
analise estatistica que combina os resultados de varios estudos para proporcionar
maior poder de identificacdo quantitativas de tendéncias .A fim de proporcionar um
melhor e mais completo entendimento, raspagem e escamacgao € primeiramente
analisado independentemente e, em seguida, em comparacdo com tratamento
cirirgico e com farmacoterapia. Assim, a presente meta-analise é apresentada em
trés partes: |- Evidéncias relacionadas com a reducédo da profundidade de sondagem
periodontal e ganho de insercdo clinica apos raspagem e alisamento radicular. Il-
Evidéncias relacionadas com a reducéo de profundidade de sondagem periodontal e
ganho de insercdo clinica apds raspagem e alisamento radicular,comparados com
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tratamento cirdrgico (Técnica do retalho de Widman modificado). IlI- Evidéncias
relacionadas com o efeito de raspagem e aplainamento radicular quando em
comparacao com ou combinado com o efeito do tratamento com terapia antibiotica
em trés locais especificos. Para as analises do Grupo |, o estudo focou em que a
raspagem e alisamento radicular foram sozinhos um dos principais bragos do
tratamento com 80% dos pacientes sendo acompanhados no primeiro ano do
estudo, o paciente e ou o quadrante tratado de cada paciente foi padronizado
randomicamente. Devido a diferencas substanciais na profundidade de sondagem
inicial elegiveis em todos os estudos, a associacao entre profundidade de sondagem
inicial e efeito do tratamento foi testada utilizando um modelo de regressdo apos o
ajuste para o tempo de seguimento e ponderacdo pelo numero de individuos em
cada estudo.Uma medicdo do resultado dos efeitos do tratamento foi escolhida a
partir de estudos que estavam mais proximos aos 2 anos de acompanhamento.Uma
associacao significativa foi encontrada entre profundidade de sondagem inicial e
reducdo da profundidade periodontal e ganho de insercdo clinica.A maioria dos
estudos estratificavam as sondagens iniciais em: profundidade rasa (1 a 3mm),
media (4 a 6mm) e profunda (>7mm). Estes dados demonstraram que raspar e
aplainar raizes em bolsas inicialmente rasas demonstrou reducdes em profundidade
de sondagem de 0,15 a 0,62mm; para bolsas inicialmente médias as reducdes foram
de 0,40- 1,70mm e bolsas de profundidade inicial altas, as reduc6es foram de 0,99-
2,80 mm. Para ganho de insercdo clinica,raspagem e alisamento radicular
resultaram em um ganho de 0,50 — 0,29mm para bolsas rasas, 0,10-1,09mm para
bolsas médias e 0,32- 2,00mm em bolsas inicialmente profundas. A meta analise
verificou também pacientes tratados cirurgicamente (Retalho de Widman Modificado)
e tratados nao cirurgicamente (raspagem e alisamento radicular) e pacientes
tratados localmente com aplicagcdes antibioticas,incluindo Tetraciclina, Metronidazol
e Minociclina e estes pacientes também foram acompanhados por um periodo
minimo maior que 6 meses. Os resultados destas trés analises demonstraram que
profundidade de sondagem e ganho de insercdo clinica n&o melhoram
significativamente apds raspagem e alisamento em pacientes com bolsa periodontal
inicial rasa. Contudo, houve cerca de 1mm de reducdo para bolsas com
profundidade inicial média e uma reducdo de 2mm para bolsa inicialmente

profundas. Do mesmo modo o ganho de inser¢do clinica foi de cerca de 0,50mm em
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perda média inicial pequena e de cerca de 1mm em niveis de insercdo mais
profundos. A terapia cirurgica para pacientes com profundidade inicial elevada
mostraram resultados melhores do que raspagem e alisamento na reducédo de
profundidade de sondagem. Quando os pacientes foram acompanhados por 3 anos
ou mais estas diferencas foram reduzidas para menos de 0,4mm. Os estudos com
terapia antibidtica mostraram resultados similares para raspagem e alisamento. No
entanto, uma melhoria significativamente consistente foi observada em profundidade
de sondagem e ganho de inser¢éo clinica demonstrado nas analises quando cirurgia
local € combinada com terapia antibiética e raspagem.

Kenny et al. (2003) realizaram um estudo cujo objetivo foi comparar as
respostas clinicas em 12 meses de tratamento periodontal mecéanico em pacientes
Chineses com periodontite cronica em sitios com e sem a presenca inicial de
Actinobacillus actynomicetemcomitans e investigar a efetividade do tratamento
periodontal mecéanico em eliminar o A. actynomicetemcomitans. Selecionou-se 19
pacientes sendo 12 homens e 7 mulheres, com idades entre 30 e 51 anos (média de
42,8 anos), que nao possuiam doencas sistémicas preexistentes,ndo foram
submetidos a terapia mecanica ou antibidtica nos ultimos 6 meses,ndo gestantes ou
lactantes e com presenca de bolsas em um dente de cada quadrante com
profundidade (PD) =5mm. Todos os dados clinicos e microbiolégicos foram
executados por um unico examinador calibrado, enquanto que a terapia mecéanica e
manutencdo seguindo os protocolos foram realizadas por outros dois operadores
que desconheciam os locais utilizados para amostragem. Todos os dentes foram
sondados em seis sitios (mesio vestibular, vestibular, disto vestibular, mesio lingual,
lingual e disto lingual) usando uma sonda manual, e foram registrados dados como:
presenca ou auséncia de placa subgengival (P1%), sangramento a sondagem (BOP),
profundidade de sondagem (PD), nivel de insercdo clinica (PAL), usando um guia
oclusal de acrilico como referencia. Mudangas em PAL e recessdo (REC) foram
calculadas usando as medi¢des de PAL e PD inicialmente, e em 3,9 e 12 meses. A
fase de terapia mecéanica contou com instrugbes de higiene oral e remocdo de
placas supragengivais nas consultas iniciais. Instrumentacdo subgengival foi
executada sob anestesia infiltrativa papilar em consultas de 45 minutos durantes 2-3
semanas. Estes pacientes retornavam ap0s 3 meses para novas instrugdes de

higiene oral e os que possuiam bolsas <5mm foram novamente tratados
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supragengivalmente, enquanto os que possuiam PD =26mm em bolsas persistentes
foram tratados cirurgicamente. Apés 9 e 12 meses estes pacientes retornavam e
novas mensuracbes eram executadas. As coletas de amostras de placas
subgengivais foram executadas através de trés pontas de papel estéreis inseridas
por 10 segundos nas bolsas mais profundas de cada quadrante. Estas amostras
foram para tubos contendo 2 ml de fluido estéril reduzido de transporte e
imediatamente transportado ate o laboratério para processamento.As amostras
foram diluidas e inoculadas em soro de bacitracina-vancomicina Agar e incubadas
em dioxido de carbono a 5% por 5 dias. As colbénias de A.actinomycetemcomitans
foram identificadas de acordo com seu formato de estrela e aspecto cremoso
amarelado usando um microscopio Optico para esta dissecacdo. Estas amostras
foram coletadas, alem de inicialmente, também com 3 e 12 meses apoés terapia. Os
resultados evidenciaram que inicialmente a A.actinomycetemcomitans foi detectada
em 13 dos 19 pacientes (68%) e em 29 dos 52 sitios foram positivos para A.
actinomycetemcomitans (56%). O A. actinomycetemcomitans n&o foi encontrado em
amostras de sitios de seis pacientes. Apdés 3 meses da terapia mecéanica nao
cirdrgica o A. actinomycetemcomitans ndo foi identificado em 5 dos sitios
originalmente positivos para esta bactéria,e no fim dos 12 meses , trés dos sitios
originalmente positivos para A. actinomycetemcomitans, ele ndo foi identificado,
enguanto em apenas um pacientes que o A. actinomycetemcomitans ndo havia sido
inicialmente identificado,ele foi encontrado no final dos 12 meses. Os modelos de
analises de multi varidancia demonstraram que nao foi estatisticamente significante a
diferenca entre todos o0s parametros clinicos entre pacientes A.
actinomycetemcomitans positivos e negativos. Nos sitios inicialmente positivos para
A. actinomycetemcomitans, a média de profundidade de sondagem (PD) foi reduzida
de 7.6mm £1.6mm para 3.2 mm £1.8mm, e a média de ganho de insercao clinica
(PAL) foi de 1.4 £2.0mm e a média de recesséo foi de 3.0 £2.3mm. Concluiram que
respostas clinicas favoraveis ap0s terapia mecanica ocorreu em pacientes chineses
com periodontite crénica em sitios infectados com A. actinomycetemcomitans. A
mera deteccdo de A. actinomycetemcomitans subgengival nao implica
necessariamente como resultados de um tratamento inferior para os pacientes com

periodontite cronica.
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Cadosch et al. (2003) realizaram um estudo relacionando as associacdes
entre o numero de raspagens radiculares padronizadas e o nivel de reducédo das
endotoxinas sobre as superficies radiculares. Foi feito um estudo in vitro em 24
dentes humanos extraidos, livres de caries e com uma unica raiz, e com pelo menos
5mm de perda de insercdo devido a periodontite crénica. A regiao de interesse (ROI)
contendo célculo subgengival na superficiel interproximal da raiz de cada dente.
Dentes com caries e ou tratados endodonticamente foram excluidos. Estes dentes
apos extraidos eram imediatamente colocados em tubo de ensaio contendo agua
natural e armazenados por ate 2 semanas a 4°C. Foi aplicada uma instrumentagao
utilizando uma cureta com forga vigorosa padronizada, e ativada por um dispositivo
paralelo, convertendo se milivolt em newtons (N) e registrando se as forcas
aplicadas a cada dente. Utilizou-se cinquenta pacientes que sofreram acidente
vascular cerebral, avaliando-se a presenca de calculo através dos detridos obtidos
com a raspagem e avaliou se 0s niveis de concentracdo de endotoxina nestes
raspados. Utilizaram se protocolos padronizados para mensuracdo das
concentracfes de toxinas através do Limulus amebocyte Lysat (LAL-Coatest ®). Os
resultados apontam que nas raspagens terapéuticas de 1/5 estes demonstraram
valores estatisticamente mais significativos que em todos os outros tempos de
intervalos. As concentra¢gfes de endotoxina atingiram valores minimos de 0,03-0,306
EU/ml apds a remocédo completa do célculo. Estes achados permitem concluir que a
remocao completa do calculo coincide com niveis de endotoxina associados com
dentes clinicamente saudaveis.

Carvalho et al. (2005) realizaram um estudo em que observaram
raspagem e alisamento radicular, uso de metronidazol sistémico e remoc¢ao de placa
profissional no tratamento de uma populacdo brasileira com periodontite crbénica e
seus resultados microbiologicos. Este estudo comparou 39 espécies bacterianas em
amostras de placas subgengivais ap0s a raspagem e alisamento radicular
unicamente ou em combinacdo com Metronidazol sistémico e ou comparando com
limpeza profissional. O estudo contou com 44 individuos adultos com idade média
de 45-46 anos, diagnosticados com periodontite, possuindo pelo menos 15 dentes e
com no minimo 8 dentes com um sitio de profundidade de bolsa (PB) e perda de
insercéo clinica entre 6 e 10mm e trés sitios com profundidade de bolsa e perda de

insercdo clinica menor que 4mm. Utilizaram gravidez, doencas sistémicas pré
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existentes e cobertura antibidtica em procedimentos odontolégicos previamente
realizados e alérgicos ao Metronidazol como critério de exclusédo. Este estudo foi
randomizado, duplo cego, e controlado com placebo. Inicialmente todos os pacientes
receberam instru¢cdes de higiene oral e informacfes para higienizacdo domiciliar. O
tratamento para todos os pacientes envolvidos na pesquisa consistiu de Raspagem
e Alisamento radicular de boca inteira sob anestesia local. Esta terapia mecénica foi
concluida em no maximo seis faces de cerca de lhora cada. O tratamento de toda
cavidade oral foi concluido em 14 dias. Posteriormente, 0s sujeitos foram
aleatoriamente agrupados em um dos seguintes grupos terapéuticos: Grupo
Controle (C) — Terapia mecanica e placebo; Grupo Teste 1 (T1) — Terapia mecanica
e Metronidazol administrado sistemicamente; Grupo Teste 2 (T2)- Terapia mecanica
e limpeza profissional semanalmente e placebo; Grupo Teste 3 (T3)- Terapia
mecanica,associado a Metronidazol sistémico e limpeza profissional semanal.Os
individuos que receberam Metronidazol ,foram medicados com 400mg da droga
ministrada 3 vezes por dia durante 10 dias. E os individuos do grupo placebo,
receberam este no mesmo esquema de prescricdo da terapia com Metronidazol. As
amostras de placa subgengival foram coletadas inicialmente (pré tratamento) e em
90 dias apds a terapia ,a partir de sete sitios por individuo,sendo 4 sitios com
profundidade de sondagem e insercao clinica entre 6 e 10mm, e trés sitios com
profundidade de sondagem e insercao clinica menor que 4mm. Amostras de 39
espécies bacterianas foram analisadas através de amostras de DNA utilizando a
técnica de Hibridizacdo do DNA (Socransky et al. 1994). Estas amostras
subgengivais eram recolhidas com curetas Gracey estéreis e foram colocadas
separadamente em tubos Eppendorf contendo 0,15ml de TE (10mM Tris-HCI, 1 mM
EDTA, pH 7,6). 0,15 ml de 0,5M NaOH foi adicionado a cada tubo e as amostras
foram dispersas utilizando um misturador vortex e em seguida todo o protocolo da
técnica de hibridizacdo do DNA foi executado. Os resultados demonstraram que a
contagem média da maioria das espécies foram reduzidas nas amostras dos 4
grupos poés tratamento. Contagens de Porphyromonas gingivalis, Tannerella
forsythia e Treponema denticola foram significativamente reduzidos nos grupos T2 e
T3. Espécies benéficas, como algumas espécies Actinomyces, Veillonella parvula,
Streptococcus sanguis, Streptococcus oralis e Streptococcus gordonii foram

afetadas em niveis minimamente significativos quando a terapia combinada foi
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aplicada (T3). Proporcbes de espécies do complexo vermelho diminuiram de 18,4%
na amostra inicial para 3% em 90 dias pds terapia no Grupo T3 e de 25,8% para
2,3% no Grupo T2, a partir de 17,7% para 5,6% no Grupo T2 e de 19,4% para 8,8%
no Grupo C. Proporcdes de patdgenos periodontais suspeitos do complexo laranja
também foram acentuadamente reduzidos nos grupos T2 e T3. Com este estudo
verificou se que todos os tratamentos reduziram contagens e propor¢cbes das
espécies do Complexo Vermelho e que as terapias adjuvantes pareciam ter um
efeito maior nas espécies membros do Complexo laranja.

Chambrone e Chambrone (2006) executaram um estudo retrospectivo
com o objetivo de avaliar as razbes para a perda dentaria em uma amostra de
pacientes submetidos a terapia periodontal de suporte e a terapéutica peridontal
(TSC), na prética privada em clinicas brasileiras. Selecionaram uma amostra de 120
individuos (47 homens e 73 mulheres) que foram tratados pelos métodos de
raspagem, e alisamento radicular em clinicas privadas de S&o Paulo.Os critérios de
inclusdo para a pesquisa foram os seguintes: 1) idade 220 anos; 2) regime de
manutencdo de tratamento de 6-12 meses com periodontistas; 3) Terapia
periodontal de suporte de pelo menos 10 anos; 4) Diagnosticados com periodontite
cronica generalizada.Individuos com doencas sistémicas cronicas, periodontite
refrataria ou ma higiene oral nos periodos de manutencédo da terapia periodontal
foram excluidos do estudo. Os niveis clinicos foram tomados no primeiro exame dos
pacientes, tais como: profundidade de sondagem medidos em seis faces de cada
dente, mobilidade dentaria, envolvimento de furca, indice de placa e também
medicdes radiograficas em torno de todos os dentes verificando o nivel 6sseo do
alvéolo. Todos os pacientes seguiram um protocolo de tratamento semelhante: (1)
instrucdes de higiene oral; (2) raspagem e aplainamento radicular; (3) polimento
dental; (4) re-avaliacdo e (5) cirurgia periodontal quando indicado. Cuidados de
suporte periodontal foram executados periodicamente e radiografias periapicais
individuais foram tomadas quando necessarias. O numero e o tipo de dentes
perdidos, incluindo os terceiros molares, foram avaliados a partir de registros de
dados gravados na maioria dos exames recentes de cada paciente. Durante as
consultas de suporte periodontal, as decisdes de extrair um dente foram baseadas
em condi¢cdes clinicas e radiograficas. Os motivos de perda dental foram

categorizados como envolvimento avancado de furca, aumento de mobilidade, perda
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0ssea avancada, extensdo e gravidade da destruicdo periodontal, caries (condi¢cdes
nao restauraveis), motivos endodénticos, fraturas de raiz. Dentes perdidos como
parte inicial da terapéutica ndo foram contabilizados como sendo perdidos durante o
periodo de manutencdo periodontal. Os resultados demonstraram que dos 2927
dentes presentes na realizacdo do tratamento periodontal ativo, 53 (1,8%) foram
perdidos devido a doenca periodontal, 16 (0,5%) foram devido a fraturas de raiz,
6(0,2%) devido a Cérie, 5 (0,2%) por razbes endodonticas e 31 (1,0%) foram
terceiros molares retidos e com indicacbes de extracdo. A analise de regresséo
logistica foi realizada para investigar a associacdo entre varidveis independentes
com cinco dentes perdidos devido a periodontite. Somente a idade (> 60 anos) e
tabagismo foram estatisticamente significativos. As conclus@es deste estudo foram
consistentes com estudos anteriores. Pacientes com idades mais avancadas e
fumantes foram mais sensiveis a perda dentaria periodontal. Além disso, pacientes
portadores de periodontite crénica generalizada foram tratados e mantidos por
periodos de longo prazo com baixas taxas de perda dentaria.

Haffajee, Torres e Socranscky (2007) realizaram um estudo de
acompanhamento de 1 ano, observando as alteragbes clinicas apds quatro
diferentes terapias periodontais para o tratamento da periodontite cronica. Este
estudo comparou pacientes tratados unicamente com raspagem,alisamento e
polimento radicular (RAP) e ou RAP associado com azitromicina administrada
sistematicamente, com metronidazol ou uma sub dose de doxiciclina. Noventa e dois
individuos com periodontite cronica foram selecionados para este estudo. Todos
maiores de 20 anos de idade, em bom estado de saude geral, com minimo de 20
dentes naturais, pelo menos 1 molar em cada quadrante e com oito sitios com
profundidade de sondagem (PD) >4mm. Os individuos eram excluidos quando
possuiam alergias para os antimicrobianos testados, ou se tivessem recebido terapia
periodontal nos 3 meses anteriores, gestantes, ou portadores de doencas
sistémicas. Estes individuos incluidos na pesquisa possuiam idade média de 46
anos (22-77 anos), sendo 36% do sexo feminino, 63% brancos, 26% afro
americanos, 7% hispanicos e 4% asiaticos. Os individuos foram agrupados em
grupos de 4 individuos para um das 4 opc¢des de tratamento,que consistiram em
RAP isoladamente, RAP combinada com Azitromicina em 500mg ao dia durante 3
dias, ou sistematicamente administrado em doses de 250mg por 14 dias ou ainda
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20mg de Doxiciclina (SDD, Periostat®) por 12 semanas. RAP foi executada em um
guadrante por consulta sob anestesia local e com intervalos semanais. As terapias
antimicrobianas foram iniciadas em associacdo com a primeira consulta de RAP. Os
pacientes foram clinicamente monitorados no inicio do estudo (antes do tratamento),
e em 3,6 e 12 meses apos terapia. Além disso, todos os individuos receberam
visitas de manutencdo e RAP complementar apos terapia. Em todas as visitas de
acompanhamento foram registrado niveis de gengivite (0 / 1), sangramento a
sondagem (0 / 1), supuracao (0 /1), profundidade de sondagem (0 / 1), e nivel de
insercédo clinica foram medidos em seis sitios por dente (mesiovestibular, vestibular,
distovestibular, distolingual, lingual e mesiolingual). A profundidade de sondagem e o
nivel de inserc¢éo clinica foram tomadas em cada visita através da sonda periodontal
Hu-Friedy e as médias dos pares destas medidas foram utilizadas para determinar
as alteracdes nestes parametros, e todas as medidas foram feitas por um mesmo
examinador. Os tratamentos dos pacientes foram executados por outros clinicos
independentes dos que fizeram as sondagens clinicas perfazendo um total de 4
clinicos entre os que executaram o tratamento e os que realizaram os exames. Os
resultados demonstraram que todos os grupos apresentaram melhora clinica apés
12meses, e nos pacientes que receberam terapia associada aos antimicrobianos
mostrando uma resposta ligeiramente melhor. Sitios com profundidade de bolsa
iniciais >6 mm mostraram significativamente maior reducdo da bolsa e ganho de
insercdo nos individuos que receberam metronidazol ou azitromicina do que nos
individuos dos outros grupos. Alguns individuos apresentaram perda de insercéao
aos 12 meses em cada grupo, variando de 15% para 39% dos individuos tratados
com Doxiciclina e os tratados somente com RAP respectivamente. Os autores
concluiram com base nos resultados deste estudo, que a terapia periodontal prevé
beneficios clinicos e que o0s antibidticos proporcionam um aumento destes
beneficios clinicos quando comparado com o tratamento através de RAP
isoladamente, particularmente em bolsas periodontais inicialmente mais profundas.
Matuliene et al. (2008) promoveram um estudo com o objetivo de
investigar a influéncia de bolsas residuais PPD =25mm e sangramento a sondagem
(SS) apobs a terapia periodontal ativa (APT) sobre a progressao da periodontite e
perda dentaria. Este estudo consistiu de uma analise retrospectiva de pacientes com
doenca periodontal tratados pelos alunos da disciplina de Periodontia da
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Universidade de Berna, durante o periodo de 1978-2002, foram acompanhados 172
pacientes, sendo 95(55,2%) do sexo feminino e 77 (44,8%) do sexo masculino, entre
14-69 anos de idade (média de 45,11anos) no exame inicial. Nas consultas iniciais
(TO), foram realizados exames clinicos e radiograficos completos. Foram registrados
nameros de dentes e implantes, bem como indices de recessao gengival e PPD em
seis sitios por dente para calcular o nivel clinico de penhora (CAL). Sangramento a
sondagem (BOP) foram medidos em quatro sitios por dente e ou sangramento em
boca toda (FMBS) também foram registrados. Mobilidade dentaria e envolvimentos
da furca foram avaliados. Raios X periapical de boca toda foram executados para
avaliar perda Ossea. Estes exames radiograficos foram novamente executados ao
fim da terapia ativa (T1), e no momento da reavaliacdo (T2). Em T2 o exame
radiografico foi por meio da imagem radiografica panoramica. Utilizando os
parametros periodontais do exame inicial (TO), todos os pacientes foram
classificados como sendo de nivel 1 ou 2 de acordo com o Workshop Europeu
(2005) para classificacdo de doenca periodontal: Nivel 1- pacientes com perda de
insercao proximal 23mm em =2 dentes nao adjacentes e Nivel 2- presenca de perda
de insercdo 25mm em 230% dos dentes presentes. Todos os pacientes foram
tratados de acordo com o protocolo padrédo de terapia periodontal (raspagem e
alisamento radicular), e todos recebiam instru¢des de higiene oral na primeira
consulta. Apdés a avaliacdo dos resultados da terapia inicial, procedimentos
cirirgicos eram realizados se indicado. Ainda foram realizadas terapias com
implantes dentarios ou préteses fixas dento suportadas no final do tratamento. Apés
a concluséo do tratamento periodontal, estes pacientes participaram do programa de
manutencao periodontal (SPT) nas Clinicas da Universidade de Berna. O momento
de re avaliacéo (T2) foi ap6s uma média de 11,3 £4,9 anos (intervalo de 3-27 anos),
apos a conclusdo da terapia periodontal. A média de idade dos pacientes no
momento da reavaliagdo era de 56,11 anos. Através de um questionario foram
avaliados tabagismo,estado de saude e frequéncia de visitas de manutengcdo de
tratamento,durante os estagios TO e T2. Ficou definido como progresséo da doenca
periodontal, pacientes que apresentaram pelo menos dois dentes com perda de
insercdo proximal 23mm entre o final da terapia (T1) e a reavaliacdo (T2). A
associacao de fatores de risco, com perda dentéria e progresséo da periodontite foi

investigada usando andlise de regressao logistica multinivel, o que permitiu obter
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como resultados que o numero de PPD residual aumentou durante a terapia de
suporte. Profundidades de sondagens (PPD) <3 mm comparadas com PPD = 5mm
representam um fator de risco para a perda dental respectivamente em niveis locais.
Os correspondentes odds ratio para PPD = 6 mm foram 9,3 e 11,0 e para PPD 27
mm foi de 37,9 e 64,2 respectivamente. Os pacientes identificados inicialmente
como grandes fumantes, com longa duragdo da terapia de suporte periodontal e
PPD =6 mm e BOP 230% representaram um significativo risco para perda dentéria.
Os autores concluiram a partir deste estudo retrospectivo que bolsas residuais =6
mm representam um tratamento incompleto da terapia periodontal e exigem novas
acOes terapéuticas.

Del Peloso Ribeiro et al. (2008) realizaram um estudo cujo obijetivo foi
caracterizar clinicamente, microbiologicamente e imunologicamente a terapia de
raspagem e debridamento radicular como uma abordagem terapéutica para a
periodontite cronica severa. Foi um estudo concebido como de carater paralelo,
randomizado e duplo cego controlado, onde foram selecionados e distribuidos
aleatoriamente 25 pacientes apresentando pelo menos oito dentes com uma
profundidade de bolsa a sondagem (PPD) do 25 mm e sangramento a sondagem
(SS) e evidéncias radiogréficas de perda 6ssea devido a periodontite crénica. Os
individuos deviam possuir ainda pelo menos 2 bolsas subgengivais com
profundidades =27mm, e excluiu-se individuos portadores de doencas sistémicas que
tornassem imperativo o uso de antibidticos pré operatorio,gestantes,os que
submeteram se a tratamento periodontal nos ultimos 6 meses, fumantes e usuarios
de aparelhos ortoddnticos. Estes pacientes receberam previamente instrucdes sobre
higienizacdo oral caseira. Os pacientes foram divididos em 2 grupos,recebendo o
grupo 1: tratamento periodontal convencional com intervalo de uma semana entre 0s
atendimentos e os pacientes do grupo 2 receberam a raspagem, alisamento e
polimento radicular em uma uUnica sesséao de boca toda em intervalo maximo de 45
minutos. Apenas um clinico foi responsavel pela execugéo da terapia mecanica nos
dois grupos, sendo este diferente dos examinadores calibrados, responséaveis pela
sondagem. Os seguintes desfechos clinicos avaliados foram: indice de placa,
sangramento a sondagem (BOP), posicdo da margem gengival, nivel de insercao
relativa (RAL) e profundidade de bolsa a sondagem (PPD). Foram coletadas
amostras de raspados subgengivais nas bolsas com profundidades de 5mm e 7mm,
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nos periodos pré operatério, e no 3° e 6° més apos a terapia. A PCR em tempo real
foi utilizada para andlise quantitativa de Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Porphyromonas gingivalis e Tannerella forsythia. O método ELISA utilizando kits
comerciais para a deteccdo de IL-1, Prostaglandina E2, Interferon gama (INF- Y) e
interleucina 10 (IL-10).Este método permitiu a detec¢éo de IL-1b, prostaglandina E2,
INF-g e IL-10 no fluido crevicular gengival (GCF). Todos os parametros foram
avaliados no momento inicial, e em 3 e 6 meses apos o tratamento. A analise de
variancia (ANOVA) foi utilizada para o registro da diferenca entre os grupos. E o
teste Friedman foi utilizado para observar a diferenca entre os grupos nas médias de
profundidade de bolsa a sondagem, insercao relativa, sangramento a sondagem,
posicdo da margem gengival,contagem bacteriana e mensurar 0s hiveis de
citocinas. Os resultados obtidos foram que ambos os grupos apresentaram médias
semelhantes de reducao de profundidade de sondagem e ganho de fixagdo ao longo
do tempo. Além de uma reducdo significativa do nivel bacteriano apés o tratamento
em ambos os grupos, ja a analise microbiolégica falhou em demonstrar a existéncia
de diferencas significativas entre os dois grupos. Por ultimo, ndo houve diferenca
entre os grupos com relacdo aos niveis de mediadores inflamatérios no GCF.
Concluiram que debridamento periodontal em uma Unica sessédo obteve resultados
clinicos semelhantes em niveis clinicos, microbiolégicos e imunoldgicos quando
comparados com terapia periodontal convencional, sendo, portanto, uma abordagem
viavel para tratar periodontites cronicas graves.

Lorentz et al. (2009) realizaram um estudo prospectivo em individuos em
fase de terapia de manutencdo periodontal através de analises de parametros
clinicos periodontais, fatores preditores de risco e de progressado da periodontite. O
objetivo do estudo foi avaliar a progressao da periodontite e a influencia de variaveis
de risco nos individuos em fase de manutencdo que frequentavam o ambiente
académico. Selecionaram um total de 250 individuos tratados na Clinica de
Periodontia da Universidade Federal de Minas Gerais, no periodo de Junho de 2004
a Marco de 2006. Estes individuos foram convidados a participar do estudo e foram
entdo enquadrados em: A- cooperadores, quando se apresentaram em 100% das
visitas; B- cooperadores irregulares, quando perderam algumas das visitas
agendadas e apresentaram frequéncias irregulares e, C- ndo cooperadores, que

foram os que nao se apresentaram em qualquer das visitas de manutencdo. Durante
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0os 12 meses de acompanhamento, o periodo trimestral das visitas variou de 105 a
132 dias (média de 108,9 dias). A partir desta classificacdo, a frequéncia dos
individuos ficou sendo de 150 de cooperadores (60%), 38 individuos como
cooperadores irregulares (15,2%), e 62 (24,8%) foram ndo cooperadores, ficando a
amostra selecionada apenas com o0s cooperadores (n=150). Estes participantes
foram monitorizados em quatro visitas subsequentes, registradas como PMT1,
PMT2, PMT3 e PMT4. Os critérios de inclusdo foram: individuos com boa saude
geral submetidos a terapia periodontal inicial ndo cirdrgica, diagnosticados com
periodontite cronica moderada ou avancada antes do tratamento peridontal ativo,
com pelo menos quatro sitios com profundidade de sondagem =24mm(PD), perda de
insercao clinica 23mm (CAL), e sangramento a sondagem (+/-) e evidéncia
radiografica de perda 6ssea, que realizaram terapia periodontal ativa em menos de 4
meses antes de entrar no programa e com pelo menos 14 dentes na cavidade oral.
Coletou-se dados relacionados com as seguintes caracteristicas: sexo, idade, renda
familiar, escolaridade, indice de placa, numero de dentes presentes, tabagismo e
presenca de Diabetes (valores de glicemia >110 mg registrados em PMT1 e
repetidas em PMT4). E importante salientar que ndo houve intencéo de caracterizar
a amostra de acordo com a etnia, devido as dificuldades na determinacéo de raca na
populacdo do Brasil. Os exames clinicos para registro de dados como PD, CAL,
sangramento a songadem (+/-) e supuracao (SU), foram registrados por um unico
periodontista. Imagens radiogréficas foram registradas no periodo da terapia
periodontal ativa e em PMT4. A entrevista para registro dos dados socioecondmicos
dos pacientes também foram executadas em quatro momentos, e qualquer mudanca
no perfil social do individuo foi registrado. Sitios como PD =4mm e CAL =23mm e
sangramento a sondagem e ou supuracdo foram determinados como necessarios
retratamento, sendo executadas novas terapias periodontais. O efeito das variaveis
de interesse sobre as condicbes do estado periodontal e a progressdo da
periodontite foi testado por analises logisticas univariadas e multivariadas. Os
resultados demonstraram que um total de 130 individuos (86,7%) mostraram se
estaveis quanto a saude periodontal, enquanto 20 individuos (13,3%) apresentaram
progressado da periodontite. Vinte e oito individuos (18,66%) apresentaram perda
dentaria, o que resultou em um total de 47 dentes perdidos (1,38%). Diabetes néo foi

associada com a progressdo da periodontite. O tabagismo foi significativamente
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associado com uma maior progressdo da periodontite. A partir dos resultados,
concluiu-se que programas de manutencdo periodontal em ambientes académicos
podem estabilizar a condicdo periodontal obtida apds a terapia periodontal ativa,
bem como controlar a acdo das variaveis de risco para a progressao da periodontite.

Moene et al. (2010) realizaram um estudo cujo objetivo era comparar um
dispositivo com ar pressurizado,agua e amino&cido glicina na remocédo de biofilme
radicular em bolsas subgengivais maiores que 5mm em relacdo a raspagem e
alisamento radicular convencional.Foram selecionados 50 pacientes em fase de
manutencdo periodontal de 3 a 24 meses pOs terapia e que possuiam bolsas
subgengivais residuais maiores que 5mm em ao menos dois quadrantes diferentes.
Todos os individuos receberam instrucbes de higiene bucal e foram tratados com
raspagem e alisamento radicular profunda em bolsas de um quadrante, sem
anestesia e nas bolsas subgengivais do outro quadrante foi aplicado o dispositivo de
ar comprimido por 5 segundos. Amostras microbiolégicas foram coletadas de sitios
tratados e de sitios controles em 2 dias antes e 7 dias ap0s o tratamento através de
cones de papel estéreis inseridos nas bolsas subgengivais por 10 segundos. Os
seguintes parametros clinicos foram registrados em seis sitios de cada dente, nos
dois quadrantes do estudo: indice de placa (Pl), sangramento a sondagem (SS)
recessdo, e (REC; positivo se a margem gengival fosse localizada apical a juncao
cemento-esmalte, negativo se for coronal situado a jun¢do cemento-esmalte). Foram
analisados o0s seguintes microrganismos periodontopatogénicos: Aggregatibacter
actinomycetemcomitans (Actinobacillus actinomycetemcomitans; Aa), Fusobacterium
nucleatum spp. (Fn), Porphyromonasgingivalis (Pg), Prevotella intermedia (Pi),
Treponema denticola (Td), e Tannerella forsythia através do método da reacdo da
polimerase em cadeia em tempo real. Resultados demonstraram que nenhum
evento adverso foi observado em qualquer individuo para o tratamento teste ou o
tratamento controle. Utilizando uma escala analdgica visual, para a percep¢ao dos
pacientes no tratamento de teste para ser significativamente menos dolorosa /
desconfortavel do que a instrumentagdo manual (P <0,001). Significativamente
menos tempo foi usado pelo operador para o procedimento de teste (P <0,001). A
reducdo do sangramento a sondagem foi significativa para os locais tratados no
teste e quadrantes controle (P = 0,019 e P <0,001) respectivamente. Os pacientes
do grupo teste (tratados com ar comprimido) apresentaram taxas iniciais e pés 7 dias
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de terapia de Aa em 14% e 10% com reducgéo de 43%,Fn 64% e 56% e reducéo de
32%, Pg em 44% e 36% com reducédo de 18%, Pi 32% e 28% e reducéo de 19%, Td
56% e 48% com reducdo de 15%, e Tf 60% e 56% com reducdo de 13%. Para os
individuos tratados com terapia periodontal mecéanica convencional os valores de
patégenos encontrados inicialmente e apds 7 dias foram de : Aa 12% e 14% , Fn
60% e 60%, Pg 44% e 36%,Pi 24% e 20%,Td 58% e 42% e Tf em 68% e 52%.
Concluiram que o polimento subgengival com ar torna se um novo dispositivo de
tratamento periodontal seguro, sendo mais aceitavel pelo paciente e realizado em
menor tempo, embora a nivel microbiolégico ndo foi superior a terapia mecéanica

convencional.

2.3 Reagédo da Polimerase em Cadeia

Ashimoto et al. (1996) realizaram um estudo envolvendo a Reacdo em
Cadeia da Polimerase (PCR) para a deteccdo de 8 patdgenos periodontais putativos
em placa subgengival de gengivite e de lesbes avancadas de periodontite.O estudo
utilizou um método da reacdo em cadeia da polimerase através da 16S rRNA
especifico para a deteccao e prevaléncia de Actinobacillus actinomycetemcomitans,
Tannerella forsythia, Campylobacter rectus, Eikenella corrodens, Porphyromonas
gingivalis, Prevotella intermédia, Prevotella nigrescens e Treponema denticola em
50 pacientes com periodontite avancada, 50 adultos com gengivite e 50 pacientes
pediatricos com gengivite. As amostras foram obtidas de &areas com maiores
profundidades de bolsas em cada quadrante de cada paciente, e removidas atraves
de pontas de papel estéreis inseridas e mantidas durante 10 segundos nestas
bolsas. Foram determinados primers especificos para cada espécie estudada.
Resultados demonstraram prevaléncia de periodontite avancada, gengivite de
adultos e pediatrica de 30%, 14% e 14% para A. actinomycetemcomitans, 86%, 18%
e 8% para o T. forsythia, 74%, 52% e 78% para C. rectus , 80%, 70% e 66% para a
E. corrodens, 70%, 10% e 14% para P. gingivalis, 58%, 12% e 18% para P.
intermedia, 52%, 20% e 22% para P. nigrescens, e 54%, 16% e 16% para T.
denticola, respectivamente. A prevaléncia foi maior no grupo com periodontite
avancada do que em ambos adultos e portadores pediatricos de gengivite para A.
actinomycetemcomitans, T. forsythia, P. gingivalis, P. intermedia, P. nigrescens e T.
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denticola em p <0,01, e para a E. corrodens em p <0,05. A prevaléncia de C. rectus
foi significativamente maior na periodontite avancada do que no grupo de adultos
com gengivite em P <0,01. Correspondéncia entre os resultados da PCR e cultura
ocorreu em 28% (T. forsythia) e em 71% para (A. actinomycetemcomitans) das
amostras, a maior discrepancia ocorreu na categoria PCR-positivo/cultura-negativa.
Correspondéncia entre os resultados da PCR e métodos de sonda de DNA foram
encontrados em 84% dos individuos (T. forsythia) e 70% (P. gingivalis). Em
conclusdo, este estudo demonstrou a utilidade de uma base de 16S rRNA do
método de PCR para identificar importantes microorganismos subgengivais. Os
resultados indicaram uma forte associacdo entre as espécies estudadas e
periodontite. Véarias relacfes simbidticas anteriormente ndo declaradas foram
encontradas entre as 8 espécies testadas.

Albandar et al. (1996) realizaram um estudo cujo objetivo foi executar
reacdo de PCR especifica para 0 gene da bactéria Actinobacillus
actinomycetemcomitans. Foi também um dos objetivos deste estudo desenvolver
primers de PCR especificos para os genes da A.actinomycetemcomitans. Dois
conjuntos de primers foram desenvolvidos com base nas sequéncias genéticas de
16s RNA de vérios microorganismos. O primeiro conjunto amplifica uma grande
parte das pequenas subunidades dos genes 16S rRNA de vérias estirpes de
bactérias comumente encontradas na bolsa periodontal. Para desenvolver estes
primers foram utilizadas sete linhagens de A. actinomycetemcomitans; estes foram
ATCC 33384, SUNY 75, SUNY 366, FDC Y4, FDC 511, FDC 2097 e FDC 2112.
Além disso, uma cepa de Haemophilus aphrophilus (ATCC 33389) e de uma estirpe
de Escherichia coli K12 (Sigma Chemical Co., St. Louis, MO, E.U.A.), e uma cepa
Bacillus cereus ATCC 10987 foram também utilizados. Obteve-se 0s seguintes
resultados: O par U1/U2, que foi utilizado como cartilha para um controle positivo,
em uma grande por¢cao da Subunidade menor do RNA ribossomal 16S de A.
actinomycetemcomitans foram amplificados com sucesso. H. aphrophilus e E. coli
foram espécies empregadas neste estudo e gerou, como esperado, uma 1306 pb de
longo fragmento de DNA nos tubos da reacdo compreendendo essas linhagens.
Tubos de Reacdo contendo B. cereus e do DNA humano, porém, ndo geraram
amplificagdo dos produtos. A identidade desse produto foi posteriormente
confirmada pela hibridiza¢éo da técnica do DNA, usando a sonda 24-marcadora do



61

A. actinomvcetemcomitans oligonucleotideo — especifica. Esta sonda hibridizada
para produtos de reacdes de PCR em que A. actinomycetemcomitans foi utilizado
como um modelo, que ndo ocorreu hibridizagdo com produtos PCR em que H.
aphrophilus e E. coli foram utilizadas. A segunda reacdo de PCR utilizou os primers
Ul / S e foi otimizada para amplificar uma base de 449 regidao longas de cepas
apenas de Actinomycetemcomitans. O primer especifico (S) hibridizado com
sucesso a sua regido complementar dentro da 16S rRNA do gene da A.
actinomycetemcomitans. Isto ficou evidente pela geracdo de 449 pb longo quando o
produto da PCR de um par primer Ul / S foi utilizado em reac¢des contendo cada um
dos sete estirpes As actinomycetemco- mitans que nao foram detectados em
produtos da reagcdo PCR ,em tubos contendo H. aphrophilus, E. coli, B. cereus e do
modelo de DNA humano A sonda do oligonucleotideo 21-marcador que foi
sintetizado para orientar a 449 pb longo produto PCR, hibridizado aos produtos
originarios de todas as sete linhagens de A. actinomycetemcomitans, o que indica
gue os segmentos amplificados pertencem ao 16S subunidades do rRNA deste
organismo. A PCR especifica da A. actinomycetemcomitans descrita no presente
relatério com sucesso, foi diferenciada entre estes dois microorganismos e pode ser
atil na identificacdo de A. actinomycetemcomitans em amostras clinica e na
confirmagdo da identidade dos microrganismos cultivados em laboratério. As
vantagens do atual método em comparacao com métodos reportados anteriormente
€ gue este permite obter uma regido altamente conservada do material genético, e
com a aparente auséncia de falsos resultados positivos com o acolhimento e néo
acolhimento de agentes contaminantes.

Doung-udomdacha et al. (2000) realizaram um estudo com um método de
Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) de forma quantitativa para enumerar
Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia e Actinobacillus
actinomycetemcomitans. O objetivo principal do estudo foi elaborar um método
especifico e simples para enumerar tais patdbgenos. As amostras bacterianas foram
obtidas de placas subgengivais coletadas com curetas inseridas nos fundos das
bolsas subgengivais e armazenadas em tubo estéril contendo 700pl de solugéo de
transporte. O método depende da inclusdo de Brometo de Etidio no tubo fechado de
PCR e a medicao de amplicons resultantes para quantificar a fluorescéncia gerada
guando luz UV é transmitida através das paredes do tubo. Para isso, tanto o PCR e
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sua deteccdo sao realizadas no mesmo tubo. Para quantificar o numero total de
bactérias presentes nas amostras, a quantidade de placa entre produtos do PCR
obtidos a partir das amostras foi comparada com a obtida a partir de estirpes de
E.coli em intervalo semelhantes utilizando como referéncia uma curva padrao serial
calibrada de 10 diluicdes seriadas do numero conhecido de E.coli, sendo o niamero
de bactérias de cada amostra computadorizada. A técnica foi também comparada
com um método quantitativo-PCR e um PCR colorimétrico comercial quantitativo e
revelou se, pelo menos, tdo sensivel, especifico e confiavel para enumeracdo das
bactérias alvo. No entanto, a sua velocidade e conveniéncia tornam se
particularmente til para analises de grande escala em estudos clinicos e
epidemioldgicos.

Morillo et al. (2003) realizaram um estudo aplicando PCR quantitativo em
tempo real com base em uma Unica sequéncia de gene para deteccdo de
Actinobacillus actinomycetemcomitans e Porphyromonas gingivalis obtidos de
amostras de placa subgengival. As cepas bacterianas de A.actinomycetemcomitans
ATCC 33384 e P.gingivalis ATCC 33277 foram obtidas através de técnicas de
culturas em placas de Agar. Espécies de Prevotella intermedia, Prevotella
nigrescens, T. forsythia, Peptostreptococcus micros e Fusobacterium nucleatum
utilizadas para a andlise de especificidade foram obtidos a partir de isolados clinicos
(Faculdade de Odontologia da Universidade Complutense de Madrid). As col6nias
obtidas a partir da cultura foram retiradas com um instrumento descartavel e
inseridas em tubo com agua destilada estéril. As células bacterianas foram
enumeradas através da visualizagdo em uma camara de Petroff-Hausser. Os
primers  definivos da reacdo foram:  A.actinomycetemcomitans  5-
ACGCAGACGATTGACTGAATTTAA-3 (posicoes 736-759), e
A.actinomycetemcomitans 5-GATCTTCACAGCTATATGGCAGCTA -3 (788-812),
para a P.gingivalis 5- CCTACGTGTACGGACAGAGCTATA - 3(1308-1332) e
P.gingivalis 5-AGGATCGCTCAGCGTAGCATT -3 ( 1358-1379). Os processos de
otimizacdo das concentragbes de primers para o0 método da PCR em tempo real
foram especificos na formacado de primers e dimeros. PCR convencionais foram
feitos em termociclador com as seguintes sequencias: 2 minutos a 50°C, 10 minutos
a 95°C e 40 ciclos de 15 a 95°C e 1 minuto a 60°C. Os produtos da PCR foram
visualizados por eletroforese em gel de agarose a 3% e brometo de etidio. Para o
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PCR em tempo real, a cartilha seguida recomendou utilizar 0,1uM para ambas as
espécies. Quantidades conhecidas de DNA especificos das bactérias foram
utilizadas para determinar uma curva padrdo. O parametro utilizado para avaliar a
reprodutibilidade deste ensaio foi ciclo limiar, CT. Este ciclo € o nUmero em que a
reacdo comeca a ser exponencial. A reacdo de cada concentracdo de DNA foi
repetida cinco vezes. As médias e desvios-padrdo foram obtidos para calcular o
coeficiente de variacdo (CV) para cada concentracdo de DNA. Os resultados
apontaram uma boa sensibilidade e especificidade para ambas as espécies, embora
o rendimento era melhor para A. actinomycetemcomitans. Um bom ciclo limiar de
repetibilidade foi encontrado, para coeficiente de variacao inferior a 6% em cada
copia do numero inicial. Concluiram que um novo método para quantificacdo de
A.actinomycetemcomitans e P.gingivalis baseado no PCR em tempo real foi
realizado. Apresentou boa sensibilidade e repetibilidade e sua aplicacdo permite a
andlise fidedigna de amostras de placas subgengivais.

Boutaga et al. (2005) executaram um estudo cujo objetivo foi comparar a
PCR em tempo real com a cultura quantitativa anaerébia para deteccdo e
quantificacdo de 5 proeminentes patdégenos periodontais. Foram investigados os
genes dos patégenos Actinobacillus actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia,
Tannerella forsythia, Peptostreptococcus micros e Fusobacterium spp. Estas
amostras foram colhidas de 259 pacientes adultos diagnositicados com periodontite
cronica. Estas amostras eram retiradas das bolsas subgengivais mais profundas de
cada quadrante através de pontas de papel estéril e colocadas em 1.5ml de fluido
reduzido de transporte e processados para cultivo anaerébio em no maximo 4horas
apos a coleta. P.intermedia, P.micros e Fusobacterium spp foram identificados com
base na morfologia da colénia (microscopio estéreo 4-6x), pigmentos negros,
coloragbes Gram, crescimento anaerobio, incapacidade de fermentar a
glicose,producéo de inddlicos e ainda a producao de conjunto especifico de enzimas
metabdlicas. T. forsythensis foi identificada com base em testes bioquimicos para
atividades e  produgdo de  d-glicosidase, B-glucosidase, sialidase.
A.actinomycetemcomitans foi cultivada em placas de soja tripticase-soro-bacitracina-
vancomicina (TSBV) e incubadas a 37° C em + 5% de CO2 do ar por 3 dias .A
identificacdo de A.actinomycetemcomitans foi baseada em sua caracteristica de

morfologia da colGnia, pela catalase apresentando uma reagéo positiva, com 3% de
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peroxido de hidrogénio. O numero total de unidades formadoras de colénias (UFC)
por amostra foi determinada. As seguintes cepas foram utilizadas como referencia
na amostra cultivada para o PCR: P.gingivalis (W83), T.forsythia (isolado clinico), A.
actinomycetemcomitans (NCTC 9710), P.intermedia (ATCC 25611), P.nigrescens
(isolado clinico), P.micros (isolado clinico), Streptococcus sanguinis (isolado clinico),
Bacteroides fragilis (ATCC 25285), Prevotella melaninogenica (ATCC 25845),
Prevotella denticola (isolado clinico), Prevotella nigrescens (NCTC 9338),
Porphyromonas endodontalis (isolado clinico), Bacteroides asaccharolyticus (isolado
clinico), Prevotella oralis (isolado clinico), Haemophilus influenzae (isolado clinico),
Haemophilus aphrophilus (isolado clinico), Haemophilus parainfluenzae (isolado
clinico), Haemophilus paraphrophilus (isolado clinico), Fusobacterium nucleatum
(isolado clinico), Fusobacterium polymorphum (FDC 397) e 5 isolados clinicos
adicionais de Fusobacterium spp. A partir destas amostras de placa e das culturas
bacterianas diluicbes de 100ul foram utilizadas para a extracdo automatizada de
DNA e purificadas com Kit Isolamento de DNA Magna Pura 1l (Roche Molecular
Diagnostics, Almere, Holanda). Os resultados do PCR e da cultura foram
congruentes em 90,3%; 76,8%; 90,7% 93,8% e 97,4% das amostras para
A.actinomycetemcomitans, P.intermedia, T.forsythia, P.micros e Fusobacterium spp.,
respectivamente. As principais diferencas entre cultura e PCR foram das amostras
cultura-negativa/PCR-positivo que se elevaram 7% para A. actinomycetemcomitans,
20% para P. intermedia, 7% para T. forsythia, 6% para P. micros, e 0,8% para a
Fusobacterium spp. Resultados cultura-positiva/PCR-negativo foram observados em
<3% dos individuos de A.actinomycetemcomitans, T.forsythia, P.micros;
Fusobacterium spp, e em 1,9% das amostras para P.intermedia. Com base nestes
resultados, pode-se concluir que todas as espécies bacterianas foram corretamente
identificadas. O limite inferior de deteccdo por PCR variou entre 1-50 unidades
formadoras de colbnias equivalentes, dependendo da espécie. [Os resultados do
PCR em tempo real mostraram um alto grau de concordancia com os resultados da
cultura anaerébia. O PCR em tempo real € uma alternativa confiavel para o
diagnéstico quantitativo anaerobio em amostras de placas subgengival.

Verner et al. (2006) fizeram um estudo comparativo entre a Reacdo da
Polimerase em Cadeia em tempo real versus Cultura anaerdbia para identificacdo de

patdogenos periodontais, que sao eles: Actinobacillus actinomycetemcomitans,
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Porphyromonas  gingivalis, Prevotella intermedia, Tannerella  forsythia,
Fusobacterium nucleatum e Treponema denticola. As amostras foram recolhidas de
18 pacientes portadores de periodontite agressiva diagnosticada através de exames
clinicos e radiologicos. Estas amostras foram colhidas através de pontas de papel
estéreis em pelo menos 4 bolsas com 25mm de cada paciente mantidas durante 20
segundos no interior das bolsas. Para os procedimentos de cultura anaerdbia utilizou
se 0 meio de transporte de Moller VGMA-IIl. As bactérias foram cultivadas em
diferentes meios de cultura, sendo seletivos e nédo seletivos.Utilizou se apos este
cultivo, meios de identificagdo rapida em diluicbes apropriadas para permitir o
crescimento especifico e isolamento de A.actinomycetemcomitans (TSBV médio) e
F.nucleatum (CVE médio). Para os procedimentos do PCR em tempo real
guantitativo foram avaliados os DNAs dos seguintes periopatogenos:
A.actinomycetemcomitans, P.gingivalis, P.intermedia, T.forsythia, F. nucleatum e T.
denticola. Para esta determinacdo, o total de carga bacteriana foi avaliado nas
amostras. As amostras de placas foram enviadas para um laboratério molecular
especializado (Carpegen, Munster, Alemanha). A sensibilidade deste método é
maior do que o método de cultura. O limite de deteccdo bacteriana é de 100
bacterias com um coeficiente de variacdo de 15%. Dois dias apds a data da coleta,
receberam um relatério da andlise indicando o numero de microorganismos
detectados e os totais de carga bacteriana. Os resultados obtidos com PCR em
tempo real foram diferentes daqueles obtidos com cultura bacteriana. As diferencas
de deteccao foram de 3% para A.actinomycetemcomitans, 8,33% para P.intermedia
e 12,5% para F.nucleatum. No entanto, as diferencas de P. gingivalis e T.forsythia
foram de 51,39 % e 36,11% respectivamente. Nao foi possivel a comparacdo para
T.denticola, porque nao puderam ser identificados na cultura. As variagdes
encontradas foram o resultado da melhor detec¢cdo nos niveis patogénicos atraves
da sonda de PCR. Diferentemente da cultura bacteriana, a PCR permite a deteccao
de T.denticola, que ndo fazem colbnias de oxigénio e é sensivel para este patdogeno.
Para F. nucleatum, T. forsythia e P. gingivalis, a técnica do PCR em tempo real foi
mais sensivel que a cultura. A conclusdo deste estudo demonstrou que bons
resultados foram obtidos com a técnica da PCR em tempo real para os seis
patdbgenos periodontais. Este método parece ser indicado por sua simplicidade,
rapidez e reprodutibilidade, mas nédo podem analisar os dados para susceptibilidade
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antibiotica. O periodontista deve, portanto, escolher um destes dois métodos, de
acordo com sua necessidade especifica.

Morikawa et al. (2007) realizaram uma analise comparativa das bactérias
periodontopatogénicas putativas subgengivais através da Reacao da Polimerase em
Cadeia mudltipla, objetivando desenvolver uma técnica baseada em PCR mais
aplicavel para utilizagdo clinica. As bactérias periodontopatogénicas selecionadas
para este experimento foram: Treponema denticola, Porphyromonas gingivalis,
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermedia e Tannerella
forsythia e duas espécies nao periodontopatogénicas, que sdo: Streptococcus
sanguinis e Streptococcus salivarius. As amostras foram obtidas de 85 pacientes
gue se submeteram a tratamento ativo de periodontite e se encontravam em fase de
manutencdo apos terapia e em 4 individuos saudaveis periodontalmente. Estas
amostras foram retiradas com pontas de papeéis estéreis inseridos nas bolsas de
maiores profundidades e entdo armazenados em tubos Eppendorf contendo 20ul de
solucéo salina e armazenados a -20°C. Em todos os individuos foram registrados
parametros clinicos como profundidade de bolsa, perda de insercéo clinica, indices
de placa e sangramento a sondagem, e entdo estes dados foram armazenados para
utilizacdo nas analises estatisticas. Para detectar as bactérias individualmente pelo
PCR, utilizaram um conjunto de primers especificos para cada bactéria, sendo:
Quimiotripsina- protease para T.denticola; Arg-Gingipain para P.gingivalis;
Leucotoxina A para A.actinomycetemcomitans; Fosfatase acida para P.intermedia;
regides intergenicas ribossomais para T.forsythia; Glicosiltransferase para o
S.sanguinis; e Dextranase para S.salivalius. Este experimento também confirmou a
amplificacdo especifica das bactérias selecionadas aleatoriamente em amostras de
placas nas analises das sequéncias. A frequéncia de deteccdo das bactérias foi
calculada a partir dos dados das amostras das placas de PCR e obtida com a
percentagem de bactérias positivas utilizando a analise de variancias fatoriais
multiplas. De forma sucinta, os resultados demonstraram que entre as bactérias
periodontais putativas, a frequéncia de deteccdo foi elevada para T.denticola e
P.gingivalis, em regides com maiores profundidades de bolsas e perda de insercéao
clinica. A deteccédo de qualquer uma das cinco bactérias periodontais pesquisadas
aumentou significativamente as chances de odds ratio maior quando examinadas

em pacientes com elevada profundidade de sondagem, perda de insercao clinica e
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sangramento a sondagem. Baseado nestes resultados, concluiram que o sistema da
reacdo em polimerase cadeia (PCR) multiplo, desenvolvida neste estudo permitiu a
deteccado de todas as bactérias contidas em um mesmo tubo em uma Unica reacéao,
dispendendo menos trabalho intensivo que da forma convencional do PCR. Estes
resultados suportam o potencial uso clinico da PCR mudltipla para a detec¢do de
bactérias periodontopatogénicas e assim utilizar estas reacbes para tracar
estratégias terapéuticas e prognosticas para cada paciente.

Gomes (2008) realizou um trabalho para comparar o efeito do controle da
placa supragengival na microbiota subgengival em fumantes e ndo fumantes
avaliados através da Reacdo da Polimerase em Cadeia. O estudo contou com um
grupo de 45 pacientes, portadores de periodontite crénica, sendo 25 ndo fumantes e
21 fumantes ativos. Os pacientes incluidos na pesquisa deveriam possuir no minimo
4 dentes com profundidade de sondagem(PPD) variando de 3 a 5 mm e mais 4
dentes com profundidade de sondagem de 6 a 10 mm, com placa supragengival,
sangramento a sondagem(SS) e perda de insercéo clinica (CAL). O exame inicial foi
realizado em uma semana apos a triagem e o estudo como um todo foi realizado em
um periodo de 6 meses, realizando controle e intervencéo e visitas semanais para
instrucdes sobre higiene oral, e 0s exames microbiolégicos foram colhidos em 30, 90
e 180 dias em quatro sitios por paciente (dois sitios com 305mm de PPD e dois
sitios com =6mm). Todos os pacientes foram tratados com terapia periodontal
manual através de curetas Gracey e retornaram para consultas de manutencdo do
tratamento. Os resultados demonstraram que a carga bacteriana total reduziu
significativamente ao longo dos 6 meses do periodo experimental, sendo que a
maior diminuicdo ocorreu nos primeiros 30 dias apds o controle da placa
supragengival. As espécies de P.gingivalis, D. pneumosintes e P.micra
apresentaram um padrédo semelhante de diminuicdo das bactérias. As contagens de
A.actinomycetemcomitans foram reduzidas no inicio do estudo e diminuiu
ligeiramente ao longo do tempo. Aos 180 dias a média de contagens das bactérias
foram relativamente baixas para todas as espécies estudadas. Uma reducdo nos
niveis de profundidade de sondagem foi significativa ao longo do tempo em
fumantes e ndo fumantes. Independentemente do tabagismo, sitios com elevadas
profundidades de sondagem portavam maiores quantidades de bactérias totais em
todo o estudo. Concluiu com este estudo que o controle da placa subgengival
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promove reducdes significativas na carga microbiologica, independentemente da
intensidade do processo inflamatério e independentemente do individuo ser fumante

ou nao fumante.
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3 PROPOSICAO

Os objetivos deste trabalho foram:

Avaliar a dindmica populacional dos seguintes patdégenos
periodontais  putativos:  A.actinomycetemcomitans, T.forsythia,
P.gingivalis, P.intermedia, C.rectus, T.denticola, F.nucleatum,
E.corrodens e P.nigrescens antes e apds a terapia mecanica em
pacientes portadores de periodontite cronica.

Avaliar os indices de profundidade de bolsas subgengivais, a
presenca ou auséncia de sangramento e indices de placas antes e
apos a terapia mecanica.

Correlacionar indices clinicos e indices microbioldgicos nos

pacientes pré e apds tratamento mecanico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

1- Tubos Eppendorf

2-  Agua destilada

3- Solugéo de Ringer

4-  Sondas milimetrada tipo Williams (Hu-Friedy®)

5- Curetas Gracey (Trinity®,Sao Paulo,Brasil)

6- Anestésico Lidocaina 2% (DFL)

7- Primers especificos para reacao de PCR

8- Oligonucleotideos

9- Kit de extracdo de DNA (Instagene Matrix®,Bio—Rad©,Hercules,CA,USA).
10- Gel de agarose

11- Brometo de Etidio

12- Transiluminador UV.

13- Termociclador (Techne© TC-412 Thermal Cycler).

4.2 Métodos

4.2.1 Selecao dos pacientes

Foram incluidos neste estudo 20 individuos de ambos o0s géneros,
maiores de 18 anos, previamente diagnosticados com periodontite crénica nao
tratada, através de tomadas radiograficas de todos os elementos e parametros
clinicos como profundidade de bolsa, sangramento a sondagem e indice de placa.
Estes pacientes foram selecionados nas Clinicas de Graduacdo de Periodontia |,
Semiologia Il e Clinica de Pés Graduagdo em Periodontia da Faculdade de
Odontologia da Universidade Federal de Juiz de Fora. Foram excluidos os
individuos portadores de doencas sistémicas que necessitariam profilaxia antibiotica
para a realizacdo da terapia periodontal, gestantes e lactantes, assim como

individuos nao normorreativos. Excluiu-se ainda individuos submetidos a
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antibioticoterapia nos ultimos trés meses, 0s que receberam tratamento periodontal
nos 12 meses antecedentes ao inicio do estudo, assim como 0s pacientes
submetidos ao tratamento proposto pelo estudo, mas que fizeram uso de
antibioticoterapia durante os 90 dias apds o tratamento. Todos 0s participantes
foram informados quanto ao objetivo do estudo e assinaram o Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Universidade Federal de Juiz de Fora sob o n® 459/2007. Os pacientes que nao
concordaram em participar do estudo, ndo deixaram de receber o tratamento

adequado.

4.2.2 Critérios de diagndsticos clinicos

Para o estabelecimento do diagndstico clinico, realizou-se exame clinico
periodontal com espelho plano n® 5 e sonda periodontal milimetrada tipo Williams
(Hu Friedy® manufacturing Inc., Chicago. IL,USA). A sondagem clinica periodontal
foi realizada em 6 pontos por dente (Figs.1A ,B e C), sendo trés por vestibular
(mésio-vestibular, vestibular e disto-vestibular) e trés por lingual ou palatina (mésio-
lingual ou mésio-palatina, palatina ou lingual, disto-lingual ou disto palatina)
(Armitage 2004). Esta profundidade de sondagem foi determinada inicialmente em
todos os dentes e registrada em um formulario (Anexo 1) juntamente com os dados
principais do paciente: nome, idade, sexo e data do exame. Esta sondagem inicial
era executada pelo pesquisador responsavel, juntamente com registros através do
método dicotdbmico de auséncia ou presenca de sangramento a sondagem (0/1) e
indice de placa (0/1) (TAKAMATSU et al.,, 1999). A partir de entdo, foram
selecionados quatro sitios com bolsas periodontais com profundidade superior a
4mm em cada individuo, perfazendo um total de oitenta sitios analisados. Terceiros
molares ndo foram incluidos no estudo.

Também foram executadas tomadas radiogréaficas periapicais através da
técnica do paralelismo em todos os pacientes para evidenciacdo de perda éssea

horizontal, caracteristica de doenca periodontal cronica (CARRANZA et al., 2006).
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Figurasl A, B e C. Sondagem de profundidade de bolsas pré tratamento

4.2.3 Coleta e Armazenagem das amostras de placa

Amostras de placa bacteriana subgengival foram obtidas dos sitios
selecionados de todos os individuos, previamente a terapia mecanica. Os dentes
selecionados foram isolados com roletes de gaze e a placa bacteriana supragengival
foi removida com algodao esterilizado. A placa bacteriana subgengival foi coletada
(Fig. 2A) juntamente com o célculo subgengival com auxilio de cureta Gracey
(Trinity®, Sao Paulo, Brasil) estéril e armazenada em um recipiente estéril contendo
0,5ml de agua destilada (Fig. 2B) no qual constava uma etiqueta com identificacéo
do paciente e data da coleta (HAFFAJJE et al., 2007).

Figuras 2 A e B- Coleta de raspado subgengival pré-operatério e armazenamento em
Eppendorf

Os recipientes com as amostras coletadas foram armazenados sob
refrigeracao a -20°C para posterior analise microbioldgica.
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Apébs 90 dias da realizagcdo da terapia mecéanica, uma nova amostra da placa
subgengival foi obtida dos mesmos sitios coletados inicialmente (Fig. 3A e 3B). Esta
segunda coleta da placa subgengival, era obtida com quatro pontas de papel
absorvente n° 35-50 (Maillefer, Dentsply, Oklahoma, EUA), esterilizada, que foram
inseridas na por¢cdo mais apical da bolsa periodontal, com auxilio de pin¢as clinicas
e mantidas no local por 20 segundos (HUI-WEN YANG, 2004). Estas pontas de
papel foram colocadas em um recipiente com a identificacdo do paciente e data da
coleta, contendo 0,5ml de agua destilada (Fig. 3C) e foram armazenados a -20°C até
o momento da andlise no Laboratério de Microbiologia da Universidade Federal de
Juiz de Fora, onde eram processadas juntamente com as amostras da primeira
coleta. As bactérias encontradas foram assinaladas em uma tabela, que constava os
microrganismos encontrados tanto no periodo que antecedeu ao tratamento quanto
apo6s 90 dias (Anexo 2).

E importante destacar que a primeira coleta foi removida juntamente com o
calculo, e, portanto pode ser armazenada sob refrigeracdo por tempo indeterminado.
A segunda coleta foi realizada apés a terapia mecéanica e, por isso, foi coletada com
cones de papel estéril, pois esperava se que ndo houvesse presenca de calculo
subgengival.

No ato da segunda coleta, também executou se uma nova sondagem da
profundidade das bolsas periodontais, por um outro periodontista previamente
calibrado com o pesquisador responsavel que executou a primeira sondagem. O
periodontista responsavel pela segunda sondagem, em momento algum, obteve
acesso aos valores de sondagem do primeiro exame, e registrou estes valores em
uma segunda tabela do formulario (Anexo 1) para posterior comparacdo com a

primeira sondagem.

Figuras 3 A ,B e C: Coleta de amostra 90 dias ap0s terapia mecéanica atravées
de cones de papel.
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4.2.4 Terapia Mecénica

Todos os pacientes que participaram do estudo receberam tratamento,
gue se constituiu de anestesia infiltrativa papilar (Fig. 4A) seguida de acurada
raspagem, alisamento e polimento radicular (Fig. 4B) executados pelo pesquisador
responsavel. Estes procedimentos foram realizados em todos os elementos dentais,
divididos por sextante (18-14, 13-23, 24-28, 38-34, 33-43, 44-48) ou de acordo com
as necessidades individuais (Haffajee 1997). Este tratamento ndo ultrapassou o
periodo maximo de 4 semanas, sendo cada hemi arco dental tratado semanalmente.
Para tal procedimento foram utilizadas curetas do tipo Gracey n°s 5-6, 7-8, 11-12,
13-14 (Trinity®, Sao Paulo, Brasil). Estes pacientes receberam instrucfes sobre
higiene oral para controle de placa e receberam também ao final do tratamento 2
escovas dentais de cerdas macias,de tamanho médias (Colgate Professional Extra
Clean®,Sao Paulo, Brasil) sendo instruidos a utilizar cada uma das escovas por 45
dias e foram ainda chamados para consultas de revisdo. Qualquer alteracdo no
estado de saude bucal do paciente foi considerada e se necessario, novas

raspagens e polimentos radiculares foram realizados.

i
i
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-

Figuras 4 A e B: Fases da terapia mecanica.

4.2.5 Andalise microbiolégica dos espécimes coletados

A Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) foi realizada em condi¢des

previamente padronizadas para os diferentes grupos microbianos a serem
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pesquisados, a saber: A. actinomycetemcomitans, Porphyromonas gingivalis,
Prevotella intermedia, Tannerella forsythia, Campylobacter rectus, Fusobacterium
nucleatum, Eikenella corrodens, utilizando-se oligonucleotideos iniciadores ja

descritos na literatura.

4.2.6 Obtencao do DNA bacteriano

As amostras de raspados subgengivais e cones de papel com fluido
subgengival foram homogeneizados no agitador Vortex por 30s e as pontas de papel
removidas de todas as amostras. Em seguida as amostras foram centrifugadas a
10.000 x g a 4°C durante 5 minutos em uma microcentrifuga refrigerada (Heraeus
Biofuge 15R, Heraus Equipment Ltd., Brentwood, Uk). O DNA foi extraido usando-se
o Kit InstaGene Matrix© (Bio-Rad Laboratories, Inc., Hercules, CA, EUA), de acordo
com as instru¢bes do fabricante. Em sintese, o sedimento resultante foi lavado 3
vezes em 500ul de soro fisiolégico para cada amostra e suspenso em 150ul da
solucéo de lise fornecida pelo kit. Em seguida, esta solucéo foi transferida para um
tubo de microcentrifuga incubado a 56°C por 30 minutos. As amostras foram
novamente homogeneizadas e fervidas (100°C) durante 10 minutos para obtencao
de DNA. Apos nova centrifugac@o (10.000x g por 3 minutos) para remover células
nao lisadas e restos celulares, 145ul do sobrenadante foram pipetados para um
novo tubo de microcentrifuga estéril e armazenados em freezer a -20°C para
posterior analise (GHIZONI, 2007).

4.2.7 Deteccédo de DNA bacteriano nos extratos obtidos (PCR Universal)

Como controle positivo para obtencdo de DNA bacteriano, foi realizada
uma reacdo de PCR inicial a partir dos extratos obtidos utilizando-se os iniciadores
universais para DNA codificador para RNA 16S bacteriano 341F e 1391F
(KULECKCI et al., 2008). As reagfes foram montadas usando-se 1lpl de cada
iniciador em reacées de 25ul contendo 2 X PCR master mix (Promega Corporation®,
USA) (50mM KCI, 10mM Tris-HCI (pH 8,3), 1,5mM MgCI2, 200uM de dATP, dTTP,
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dCTP, e dGTP, Taqg DNA polimerase) e 2ul de DNA molde nas reagdes com extrato
de DNA obtido de raspado e 4ul de DNA molde na reagdes com extrato obtido de
amostra coletada com cone de papel apds a terapia mecanica. A quantidade de
DNA utilizada nas reacfes foi considerada apds quantificacdo espectrofotométrica
dos extratos. As condigbes de amplificacdo foram: desnaturagéo inicial a 94°C por
5minutos, 30 ciclos de 94°C por 1 minuto, 55°C a 1 minuto, e 72°C por 2 minutos,
seguidos de um ciclo final de 72°C a 10 minutos. As reacfOes foram feitas em
termociclador (Techne© TC-412 Thermal Cycler), com as condi¢cbes de amplificacédo
anteriormente citadas.

Os produtos da PCR foram visualizados ap0s eletroforese em gel de
agarose (120 v, 1h) e coloracdo com brometo de etidio, sobre transluminador de luz

ultravioleta (figura 5).

Figura 5 Imagem Eletroforética de bandas contendo DNAs bacterianos universais

4.2.8 Deteccéo de patdogenos periodontais bacterianos

Todos o0s oligonucleotideos iniciadores utilizados nesta etapa para
deteccdo qualitativa de patégenos periodontais bacterianos nos espécimes
coletados dos pacientes antes e apo0s o tratamento periodontal mecanico, estao

descritos na tabela 1.
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Para deteccdo de Porphyromonas gingivalis, Prevotella intermédia e
Tannerella forsythia, as reacfes foram executadas de acordo como sugerido por
(KULEKCI et al.,2008) em reacdo de PCR multiplex, considerando-se as amostras
de raspado e cone de papel. Foram utilizados igualitariamente 1,25ul de cada
iniciador, e as reagdes foram montadas como descrito anteriormente. As condi¢cdes
de amplificagdo foram: desnaturacao inicial a 94°C por 2 minutos, 35 ciclos a 94°C
por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C
por 10 minutos.

Considerando-se Prevotella nigrescens, Treponema denticola e
Aggregatibacter actynomicetemcomitans, as reacfes foram executadas de acordo
com (KULEKCI et al., 2008) em reacdo de PCR multiplex, considerando-se as
amostras de raspado e cone de papel. Foram utilizados 1,25ul de cada iniciador
especifico para cada bactéria, e as reacbes foram montadas como descrito
anteriormente. As condicbes de amplificacdo foram: Desnaturacéo inicial de 94°C
por 2 minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 55°C por 30 segundos e 72°C por
1 minuto,e extensao final a 72°C por 10 minutos.

Para deteccédo de Eikenella corrodens e Fusobacterium nucleatum foram
realizadas duas reagOes distintas utilizando-se os iniciadores Ecl e Ec2 para
Eikenella corrodens (KULEKCI et al., 2008); Fnl e Fn2 para Fusobacterium
nucleatum (TACHIBANA et al., 2006). As reacdes foram montadas como descrito
anteriormente utilizando-se 1,40 pl de Ecl e 1,40 ul de Ec2 dos iniciadores na
reacao para E. corrodens e 1,5ul de Fnl e 1,45ul de Fn2 dos iniciadores para F.
nucleatum. Para deteccdo de F. nucleatum as condicbes de amplificacdo foram:
95°C por 2 minutos para desnaturacao inicial, 40 ciclos a 95°C por 30 segundos,
60°C por 30 segundos e 72°C por 1 minuto e extensao final a 72°C por 10 minutos.
Para deteccédo de E. corrodens as condicbes de amplificagdo foram 94°C por 2
minutos, 35 ciclos a 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos e 72°C por 1
minuto, e extensao final a 72°C por 10 minutos.

Apés todas as reacbes de PCR, os produtos amplificados foram
visualizados apoés eletroforese em gel de agarose (1,5% em tampdao tris-borato-
EDTA — TBE 0,5X, por 1 hora a 120 v) e coloracdo com brometo de etidio, sobre

transluminador de luz ultravioleta.
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QUADRO 1- Primers para a analise de PCR

Patogenos periodontais Sequéncia de Primers Tamanho Referéncia

C. albicans 5'-GCC GGT GAC GAC GCT CCA AGA GCT G-3' 158 bp Yuan et al 2001
5-CCG TGT TCA ATT GGG TAT CTC AAG GTC-3'

P. gingivalis 5'-AGG CAG CTT GCC ATACTG CG-3' 404 bp Kulekci et al 2008
5-ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT-3'

T. forsythia 5'-GCG TAT GTA ACC TGC CCG CA-3' 641 bp Kulekci et al 2008
5-TGC TTC AGT GTC AGT TAT ACC T-3'

T.denticola 5-TAATAC ATG TGC TCATTT ACA T-3' 316 bp Kulekci et al 2008
5'-TCA AAG CAT TCC CTC TTC TCC TTA-3'

F. nucleatum 5'-AGA GTT TGA TCC TGG CTC AG-3' 360 bp Tachibana et 2006
5-GTC ATC GTG CAC ACA GAATTG CTG-3'

P.intermedia 5-TTT GTT GGG GAG TAA AGC GGG-3' 575 bp Kulekci et al 2008
5-TCA ACATCT CTG TAT CCT GCG T-3'

P.nigrescens 5'-ATG AAA CAA AGG TTT TCC GGT AAG-3' 804 bp Kulekci et al 2008
5'-CCC ACG TCT CTG TGG GCT GCG A-3'

E. corrodens 5-CGA TTAGCT GTT GGG CAACTT- 3 410 bp Yuan et al 2001
5'-ACC CTC TGT ACC GAC CAT TGT AT-3'

A. actinomycetemcomitans ~ 5-AAA CCC ATC TCT GAG TTC TTC TTC-3' 557 bp Kulekci et al 2008
5'-ATG CCA ACT TGA CGT TAA AT-3'

4.2.9 Analise estatistica

Os resultados foram submetidos a avaliacdo estatistica pelo McNemar Test,
através do programa SPSS 13.0 for Windows, com indice de significancia de 5%
(p<0,05).
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5 RESULTADOS

No presente estudo foram analisados 20 pacientes previamente
diagnosticados com doenca periodontal crénica, sendo 12 homens (60%) e 8
mulheres (40%), com idades variando de 19 a 58 anos, com média de idade de
+37,8 anos.

Todas as espécies bacterianas pesquisadas apareceram pelo menos em
um dos pacientes pré-tratamento.

A espécie A.actinomycetemcomitans foi encontrada em 6 individuos pré-
terapia e apés o tratamento ela foi encontrada em um dos pacientes, embora este
paciente ndo fosse positivo para A.a na andlise inicial. Foi o patdgeno menos
encontrado nos individuos com doenca periodontal cronica. O sucesso de reducao
deste patdégeno apés a terapia foi de 100%, uma vez que todos os individuos que a
apresentavam na analise pré-terapia tornaram se negativos apés a terapia.

Para a espécie Porphyromonas gingivalis obteve-se antes do tratamento
13 pacientes portadores desta, e na analise de 90 dias ap0s a terapia, 0 nUmero de
pacientes portadores da P.gingivalis reduziu para 11. O sucesso de reducdo desta
bactéria foi de 15% através da terapia periodontal mecénica.

Analisando a Prevotella intermédia encontrou se 10 individuos positivos
para esta espécie no exame inicial, e no exame apods tratamento apenas 2
individuos permaneceram positivos para esta bactéria, o que demonstra uma
expressiva reducéo de 80% desta espécie nos individuos positivos, evidenciando um
alto valor de sucesso da terapia mecanica como forma de tratamento para este
patdgeno.

Para a Tannerella forsythia inicialmente tinhamos 10 pacientes positivos e
10 negativos para esta espécie, sendo que apos o tratamento dos pacientes
positivos para a T.forsythia, 3 tornaram se negativos, mas entre 0s que ndo a
possuiam 6 tornaram positivos nos 3 meses apos a terapia. Na analise final, o indice
de sucesso de reducéo desta bactéria apos terapia periodontal foi de 30%.

Na analise do Campylobacter rectus foram identificados 19 pacientes

positivos para este patdgeno antes da terapia mecanica, e que permaneceram
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positivos na segunda coleta no prazo de 90 dias apds a terapia. Os mesmos valores
e resultados foram encontrados para a Fusobacterium nucleatum quando analisada
antes e apods a terapia. Para este patdogeno o sucesso de reducado foi de apenas
5,3%,uma vez que um individuo que era positivo para o F.n tornou se negativo ap6s
0 tratamento e outro paciente que era negativo na primeira analise ,tornou se
positivo no exame apos tratamento.

A espécie Eikennela corrodens foi identificada em 18 pacientes no exame
inicial, e na andlise apds tratamento ela foi encontrada em 15 pacientes,
representando um indice de sucesso de 22% para o tratamento deste patégeno
através da terapia mecanica.

Analisando a espécie Prevotella nigrescens, o quadro inicial era de 11
pacientes positivos para esta espécie antes da terapia mecanica e 9 pacientes
negativos, ao analisarmos ap0s a terapia, constatamos que dos inicialmente
positivos, 6 tornaram-se negativos e dos 9 inicialmente negativos 3 tornaram-se
positivos. Estes valores representam estatisticamente uma significativa reducéo de
54,5% desta espécie apods a terapia mecanica.

A espécie Treponema denticola foi encontrada em 13 individuos antes do
tratamento radicular e na andlise de 90 dias apds a terapia, apenas 5 destes 13
individuos permaneceram positivos para esta bactéria. Estes dados representam
uma taxa de sucesso de 61,5% na reducdo deste patdgeno com a terapia mecanica.
Juntamente com a P.intermedia foram as espécies de maiores indices de efetividade
da terapia mecanica como forma de erradicacao destas.

Para o calculo de significancia (diferenca pré e pds-tratamento) foi
utilizado o McNemar Test. Observamos que nas espécies A.a, P.g, Tf, C.r, F.n, E.ce
P.n esta diferenciagdo ndo foi comprovada estatisticamente pré e pos tratamento
(Tabela 1), embora clinicamente conseguisse evidenciar o sucesso da terapia

mecanica nos pacientes periodontalmente comprometidos (Grafico 1).
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TABELA 1
Numero de pacientes positivos para cada bactéria

Bactéria Pré Pos Sucesso (%) Valor P

Aa 6 1 100 0,125
Pg 13 11 15 0,5

Pi 10 2 80 0,008
Tf 10 13 30 0,508
Cr 19 19 53 -

Fn 19 19 0 -

Ec 18 15 22 0,375
Pn 11 8 54,5 0,508
Td 13 5 61,5 0,008

20

Individuos

18
16
14

12
10

WPré

W Pos

QO N B O @
T R N R

Aa Pg Pi Tf Cr Fn Ec Pn Td

Gréfico 1. Andlise de reducdo bacteriana pré e pés terapia por nimero de pacientes

As tabelas completas dos resultados descritos no item 5.1 encontra se no anexo 3.

Foi analisado as profundidades de bolsa de 6 faces de cada dente em
todos os individuos nos momentos iniciais (pré terapia) e 90 dias apds o tratamento
totalizando 2561 faces analisadas (Tabela 2). Obteve se uma média de profundidade
inicial de 3,0bmm e apds a terapia esta meédia foi reduzida para 2,68mm
demonstrando uma reducéao de 0,37mm de profundidade de bolsa ap0s terapia (p<
0,001). Na analise especifica de cada face, as que apresentaram maior média de
profundidade pré terapia foi a face Disto Palatina com 3,43mm com reducgdo para
3,05 mm apos o tratamento. As faces vestibulares foram as de menores médias de

profundidade de sondagem pré-terapia, com 2,30mm e reduzindo para 2,03mm apos
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tratamento. As faces Disto Vestibulares foram as que apresentaram as maiores
médias de reducédo de profundidade apos o tratamento com 0,56mm de reducéo nas

analises pré e pos-terapia.

TABELA 2
Médias aritméticas de profundidades de bolsa pré X apds terapia e significancia clinica (P)

Face Pré Pés Valor P
Vv 2,302 2,032 <0,001
MV 3,07 2,684 <0,001
DV 3,308 2,743 <0,001
P 2,861 2,556 <0,001
MP 3,333 3,009 <0,001
DP 3,434 3,058 <0,001

3,5 -

2,5

W Pré

L5 M Pés

0,5 -

~Faces

Graéfico 2. Valores de média aritmética em mm de profundidade
de bolsas subgengivais antes e apos terapia

Na analise dos 20 pacientes para sangramento espontaneo ou provocado
pela sondagem pré-terapia, 19 foram positivos para este sintoma. Passados os 90

dias ap0s a terapia mecénica, 15 pacientes tornaram-se ndo sangrantes quando da
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execucao da sondagem, representando um indice estatisticamente significativo de
73,7% de efetividade da terapia mecanica na reducao de sangramento (p<0,001).

Em 20 pacientes periodontais crénicos analisados neste estudo, 16
possuiam calculo antes da terapia e na analise apoOs terapia apenas 8
permaneceram positivos para este sintoma (p<0,08). A terapia mecénica mostrou
uma efetividade de 50% de sucesso na reducdo de calculo pos tratamento (Tab. 3 e
Grafico 3).

TABELA 3
Valores de frequéncia absoluta de sintomas clinicos pré e pds terapia

Pré Pés Sucesso (%) Valor P
Calculo 16 8 50 <0,08
Sangramento 19 4 73,7 <0,001
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Pré Pos Sucesso (%)

Gréfico 3. Valores de frequéncia absoluta de sintomas
clinicos pré e pos terapia

Na analise pré-terapia, possuiamos 14 pacientes negativos para A.a, com
media de profundidade/ desvio padrdao de 2,997 #0,737. Enquanto que o0s 6
pacientes positivos apresentaram bolsas / desvio padrdo 3,17 +0,820. Na anélise
pds tratamento, observamos que 19 pacientes estavam negativos para A.a com
média de profundidade / desvio padrao de 2,706 +0,639 e 1 paciente estava positivo

para esta espécie, com meédia de profundidade de 2,195 e sem desvio padrao.



87

Obtivemos a partir destes dados que quando reduz se a presenca de bactéria nos
individuos reduz-se também a profundidade de bolsas subgengivais destes.
Particurlarmente, quando analisamos pacientes que eram positivos para este
microrganismo e ap0s a terapia negativaram, obtivemos uma reducdo média de
0,39mm de profundidade de bolsa.

Analisando a bactéria P.g nos pacientes antes da terapia, tinhamos 7
pacientes negativos para esta espécie com média de profundidade de bolsa / desvio
padrdao de 3,063 0,664, e tinhamos 13 pacientes positivos para esta bactéria com
média de profundidade de bolsa / desvio padrao 3,041 +0,810. Na andlise apos
terapia, obtivemos 9 pacientes negativos para a P.g com média de profundidade de
bolsa / desvio padrédo de 2,736 +0,498 e 11 pacientes positivos para esta bactéria
com média de profundidade de bolsa / desvio padrdo 2,635 +0,747. Com estes
dados, concluimos que a terapia mecéanica reduziu em aproximadamente 0,58 mm a
profundidade de bolsa quando este patégeno é reduzido nos pacientes que o
possuiam antes da terapia.

Quando comparamos os resultados da Prevotella intermédia antes e apos
o tratamento, encontramos 10 pacientes negativos para esta espécie na analise pré
terapia com media de profundidade de bolsa / desvio padrdo de 3,354 +0,692 e
ainda 10 pacientes positivos para este microrganismo com média de profundidade
de bolsa / desvio padrdo de 2,744 +0,695. Na analise apOs terapia, restaram 2
pacientes com positividade para Prevotella intermédia com média de profundidade
de bolsa / desvio padrédo de 1,919 +0,496. Para os 18 pacientes negativos para
P.intermedia apds a terapia, encontramos média de profundidade de bolsa / desvio
padrao de 2,765 +0,598. A partir destes dados, obtivemos uma reducdo de
aproximadamente 0,7mm de profundidade de bolsa quando reduzimos a presenca
de Prevotella intermédia subgengivalmente nos portadores de peridontite cronica.

Para a espécie bacteriana Tannerella forsythia, antes do tratamento
possuiamos 10 pacientes negativos para esta espécie com média de profundidade
de bolsa / desvio padrdo de 2,740 +0,727. Na mesma analise pré tratamento,
contdvamos com 10 pacientes positivos para T.forsythia com média de profundidade
de bolsa / desvio padréo de 3,357 +0,656. Ao analisarmos estes pacientes apos o
tratamento, verificamos a existéncia de 7 pacientes negativos para este

microrganismo com média de profundidade de bolsa / desvio padrdao de 2,876
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10,492, e de 13 pacientes positivos para esta espécie, com media de profundidade
de bolsa / desvio padrédo de 2,575 +0,691. Apesar de termos um aumento no nimero
de pacientes positivos para T.forsythia apds a terapia mecéanica, obtivemos uma
significativa melhora clinica nestes pacientes, evidenciado pela reducdo de
aproximadamente 0,06 mm de profundidade de bolsa subgengival.

Ao analisarmos Campilobacter rectus, encontramos 1 paciente negativo
na analise pré terapia com média de profundidade de bolsa de 2,806+ e sem desvio
padrdo. E tinhamos 19 pacientes positivos para esta bactéria com meédia de
profundidade de bolsa / desvio padrao de 3,062 +0,762. Os resultados apos
tratamento, apontam para 1 paciente ainda negativo para o C.rectus com média de
profundidade de bolsa de 1,568 e sem desvio padrdo, e tinhamos 19 pacientes
positivos para C.rectus com média de profundidade de bolsa / desvio padrdo de
2,739 £0,592. O Campilobacter rectus € um patégeno comumente encontrado na
flora bacteriana, mesmo em pacientes ndo portadores de periodontite cronica,
embora quando portadores de doenca periodontal, a prevaléncia deste
microrganismo esteja aumentada. Embora ndo tenhamos conseguido reduzir
namero de pacientes positivos para este patdégeno, conseguimos obter uma reducéo
de aproximadamente 0,86mm nas médias de profundidade de bolsa subgengival, o
gue demonstra que a terapia mecanica foi efetiva na melhoria da sintomatologia da
doenca periodontal, apesar do C.rectus néo ter sido efetivamente reduzido.

No estudo com o Fusobacterium nucleatum, verificamos pré terapia a
existéncia de 1 paciente negativo para este patégeno com média de profundidade de
bolsa de 4,644mm. Encontramos 19 pacientes positivos para F.nucleatum com
meédia de profundidade de bolsa / desvio padrdao de 2,965 +0,660. Na analise pés
terapia, obtivemos ainda 1 paciente negativo para F.nucleatum com meédia de
profundidade de bolsa de 4,289 e 19 pacientes positivos para este microrganismo
com meédia de profundidade de bolsa / desvio padrdo de 2,596 +0,521. Como nao
tivemos reducéo da presenca deste patdgenos nas amostras pos terapia, ndo temos
valores de reducdo de profundidade de bolsa associados a reducdo destes
microrganismos.

Ao analisarmos a espécie Eikenella corrodens, verificamos pré terapia 2
pacientes negativos para esta espécie com média de profundidade de bolsa / desvio
padrdo de 3,326 +1,865 e 18 pacientes positivos para esta bactéria com média de
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profundidade de bolsa / desvio padrao de 3,01 +0,636. Na andlise apds o tratamento
obtivemos 5 pacientes negativos para a E.corrodens com média de profundidade de
bolsa / desvio padrdao de 2,951 +0,888 e 15 pacientes positivos com média de
profundidade de bolsa / desvio padrdo de 2,590 +0,532. A média de reducéo de
profundidade de bolsa subgengival foi de aproximadamente 0,12mm ap0s a terapia
para os pacientes que também reduziram a presenca da E.corrodens.

Para a Prevotella nigrescens encontramos na analise pré tratamento 9
pacientes negativos para esta espécie com média de profundidade de bolsa / desvio
padrdo de 2,992 +0,718 e 11 pacientes positivos para este patbgeno com média de
profundidade de bolsa / desvio padrdo de 3,095 #0,797. Na andlise apos o
tratamento, verificamos a existéncia de 12 pacientes negativos para a P.nigrescens
com média de profundidade de bolsa / desvio padréo de 2,694 +0,483 e 8 pacientes
positivos com média de profundidade de bolsa / desvio padrao de 2,659 +0,848.
Concluimos que apés a terapia periodontal mecanica os valores de reducdo de
profundidade de bolsa subgengival foram de aproximadamente 0,28mm para 0s
pacientes que também tiveram a presenca de P.nigrescens reduzida.

Para a espécie Treponema denticola, obtivemos 7 pacientes negativos na
analise pré terapia com média de profundidade de bolsa / desvio padréo de 3,121
10,907 e 13 pacientes positivos para esta espécie com média de profundidade de
bolsa / desvio padrdo de 3,010 +0,679. Na andlise apés o tratamento, verificamos
que 15 pacientes estavam negativos para T.denticola e com média de profundidade
de bolsa / desvio padrdo de 2,614 +0,651 e 5 eram positivos com média de
profundidade de bolsa / desvio padrédo de 2,878 +0,595. Ao final do tratamento,
observamos que apds a terapia mecanica, 0os pacientes que apresentaram reducao
do microrganismo estudado também apresentaram uma média de reducdo de
profundidade de bolsa de aproximadamente 0,36mm.

Na tabela 4 e no grafico 4 observamos os valores de reducéo de bolsas
para pacientes positivos para cada espécie bacteriana, antes do tratamento e que se

tornaram negativos apos a terapia:



TABELA 4
Reducéo de bactéria e profundidade de bolsa apds tratamento

Bactéria Reducao de bolsa apds terapia
Aa 0,39
Pg 0,58
Pi 0,07
Tf 0,06
Cr 0,86
Fn 0
Ec 0,12
Pn 0,28
Td 0,36
1 7 mm
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Gréfico 4. Reducéo de bactéria e profundidade de bolsa apds tratamento em mm.
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Na analise comparativa de pacientes positivos para cada espécie

bacteriana e positivos para sangramento antes da terapia e que se tornaram

negativos para ambos os fatores, obtivemos a tabela e gréfico 5, descritivos:



TABELA 5
Pacientes positivos para bactérias e sangramento X negativos apés tratamento

Bactéria Pré Pés
Aa 5 14
Pg 12 7
Pi 9 14
Tf 10 6
Cr 18 1
Fn 18 0
Ec 17 2
Pn 10 11
Td 12 11

20
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Gréfico 5. Pacientes positivos pré terapia para bactéria e sangramento X
pacientes negativos pds terapia para bactéria e sangramento.
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Na andlise comparativa de pacientes positivos para cada espécie

bacteriana e positivos para calculo antes da terapia e que se tornaram negativos

para ambos os fatores, obtivemos a seguinte tabela e grafico 6 descritivos:



TABELA 6
Comparativa entre bactérias e calculos positivos pré terapia X bactéria
e calculo negativo pdés terapia

Pré Bact x Célculo
Aa 4 11
Pg 10 4
Pi 7 10
Tf 8 3
Cr 15 1
Fn 15 0
Ec 15 3
Pn 8 7
Td 11 9

16 1

MW Pré

M Bact x Célculo

Aa Pg Pi T C Fn Ec Pn Td

Gréfico 6. Comparativo entre bactérias e célculo pré tratamento
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6 DISCUSSAO

A terapia periodontal através da raspagem radicular baseia-se na
remocdo de elementos da superficie dentaria que provocam inflamacao (biofilme
bacteriano e produtos originados deste biofilme) a fim de deter a perda progressiva
de insercao, evitar uma nova evolucdo da doenca e a perda do elemento dental.
(KNOWLES et al., 1979; AXELSSON e LINDHE, 1981; PIHLSTROM et al., 1983;
KALDAHL et al., 1996; ROSLING et al., 2001). A maioria dos estudos estratificavam
as sondagens iniciais em: profundidade rasa (1la 3mm), média (4 a 6mm) e profunda
( >7mm). Estes dados justificam que raspar e aplainar raizes em bolsas inicialmente
rasas demonstrou reducdes em profundidade de sondagem de 0,15 a 0,62mm; para
bolsas inicialmente médias as reducdes foram de 0,40; -1,70mm e bolsas de
profundidade inicial altas, as redu¢des foram de 0,99- 2,80mm (Hung e Douglass,
2002). Na pesquisa de loannou et al. (2009), encontraram valores de média de
reducdo de 0,88mm, com uma recuperacdo mais pronunciada nas bolsa de
profundidade média. Neste estudo foram obtidas médias de profundidades de bolsas
pré terapia de 3,05mm e apOs o tratamento estas bolsas foram reduzidas para em
média 2,68mm, representando uma reduc¢éo de 0,37mm (p<0,01), dados que estédo
em concordancia com a literatura mundial e que demonstram a eficacia da terapia
mecanica. Analisando seis faces de cada dente (V, MV, DV, P, MP e DP), as faces
disto palatinas foram as de maiores médias iniciais de profundidades com 3,43mm,
sugerindo que por serem areas de maior dificuldade de higienizagdo por parte do
paciente sdo mais propensas aos efeitos deletérios da doenca periodontal sobre as
estruturas de suporte do elemento dental. As faces disto vestibulares foram as que
tiveram maiores médias de reducdo de profundidade e efetividade de tratamento
com 0,56mm de redugéo (p<0,01).

Schleget Bregenzer et al. (1998) analisaram individuos com doenca
periodontal e altas médias de profundidade de sondagem (6.7mm), enquanto
Colombo et al. (2002) obtiveram médias de 3,3mm de profundidade de bolsa e sitios
com visibilidade de placa (70%) e supuragcdo (14%). Em 29 individuos com
periodontite cronica analisados demonstraram médias iniciais de bolsa de 5.6mm

com reducao para 3.9mm (p <0.01).
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Os indices de sangramento gengival eram de 76% dos sitios pré terapia e
reduziram para 51,9% apdés o tratamento (p<0,05) para Takamatsu et al 1999. Nesta
pesquisa inicialmente 95% dos pacientes eram positivos para sangramento e apos a
terapia obtivemos uma reducao de 73,7% dos individuos sangrantes (p<0,01).

Na analise da presenca de célculo 80% dos pacientes eram positivos para
a presenca de calculo, e ap0s a terapia tivemos uma reducao de 50% nos indices de
presenca de calculo (p <0,08). Sédo valores estatisticamente significativos que
justificam a terapia mecanica como forma terapéutica eficaz na reducao do processo
inflamatério periodontal.

Apesar das limitagdes, a cultura microbiologica tem sido muito utilizada
para isolamento e identificacdo dos patdgenos periodontais. Posteriormente a
reacdo da polimerase em cadeia (PCR) surgiu como tecnologia de diagndstico
rapida e moderna, suprindo limitacbes de métodos baseados em cultura e sorologia,
sobretudo, em detrimento ao crescimento de microrganismos fastidiosos ou que
exigem atmosferas e nutrientes especiais para crescimento in vitro. Atualmente, os
métodos moleculares tém sido amplamente utilizados na identificacdo de patdgenos
periodontais (AVILA-CAMPOS et al., 1999; SLOTS et al., 1995).

De acordo com a literatura, e os avancos clinicos e microbiolégicos sobre
as doencas periodontais, as espécies bacterianas mais frequentemente pesquisadas
sao: Aggregatibacter actinomycetencomitans (Actinomyces actinomycetencomitans),
Porphyromonas  gingivallis, Prevotella intermédia, Tannerella  forsythia
(T.forsythensis), Eikenella corrodens, Campylobacter rectus, Fusobacterium
nucleatum e Treponema denticola. Em estudos conduzidos por Ali et al (1996, 1997)
em sitios com profundidade >6mm e entre 4-5mm em 75% dos pacientes foram
encontrados os microrganismos P.gingivallis em maior frequéncia, seguido por
P.intermedia, F.nucleatum e A.actinomycetencomitans; além disso em 51% dos
pacientes com periodontite cronica foi observada a presenca de
A.actinomycetencomitans enquanto apenas 9,5% de pacientes saudaveis possuiam
esta bactéria. Mullaly et al. (2000) encontraram taxas de 19% de
A.actinomycetemcomitans, enquanto Avilla-Campos e Velasquez-Melendez (2002)
encontraram taxas de 90% de A.actinomycetemcomitans em pacientes
comprometidos periodontalmente. Taxas idénticas de 33% foram encontrados por
Aimetti, Roman e Nessi (2007) e por Krigar et al (2007) e 42% por Ready et al 2009.
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No nosso estudo, A.actinomycetencomitans foi detectados em 30% dos pacientes
portadores de periodontite crénica em momento clinico pré-terapia.

Em relacdo a reducdo destes microrganismos apoés terapia periodontal
mecanica, a literatura aponta estudos que confirmam a reducdo microbiana,
entretanto alguns autores nao observam alteracdo: Takamatsu (1999) avaliando
pacientes com periodontite crénica submetidos a tratamento e acompanhamento
periodontal, observou taxas de 16,4% de A.a no momento pré-terapia e reducao
para 8,7% na deteccdo destes microrganismos no momento pés terapia, também
utilizando metodologia molecular de PCR. Doung-udomdacha et al (2001) avaliando
50 pacientes periodontais cronicos ndo observou valores significativos de reducao
da espécie A.actinomycetemcomitans. De acordo com as observacdes de Tong et al
(2003) a deteccao de A.actinomycetencomitans foi reduzida de 68% para 56% ap0s
o tratamento periodontal, sendo que 3 meses apds a terapia mecéanica o
microrganismo nao foi identificado em 5 dos sitios originalmente positivos e ainda no
fim de 12 meses, 3 dos sitios inicialmente positivos para Aa também ja né&o
possuiam mais este patégeno.Segundo estes autores houve ainda um paciente que
originalmente era negativo para A.a e apds 12 meses apresentou positividade para
este microrganismo. Para loannou et al 2009, a erradicacdo de A.a através da
terapia mecanica é dificil, uma vez que este patdgeno possui uma caracteristica de
se alojar nos tecidos moles,sendo necessario a terapéutica medicamentosa
antibiotica associada a terapia mecanica para seu combate. Neste estudo ao
avaliarmos 20 pacientes periodontalmente comprometidos e ao considerar-se a
deteccdo de A.actinomycetencomitans inicial (30%) todos estes pacientes foram
negativos para tal microrganismo ao final do periodo de tratamento. Entretanto,
apenas um paciente que inicialmente era negativo tornou se positivo apds a terapia,
dado semelhante ao encontrado por Tong et al (2003). Obtivemos um indice de
sucesso de 100% da terapia no combate deste microrganismo, valor superior aos
encontrados na literatura de referéncia. Ao cruzarmos os dados de reducdo desta
espécie com reducgdo de profundidade de bolsa subgengival, obtivemos uma média
de 0,39 mm de reducdo de bolsas quando da eliminacdo da
A.actinomycetemcomitans. Com base nestes dados e de acordo com valores obtidos
a partir da literatura mundial, observamos uma efetiva reducdo do A.a através da

terapia mecénica em pacientes periodontais crénicos, mesmo sendo este patdégeno
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predominantemente de periodontites agressivas do adulto jovem. Justifica-se o
emprego de raspagem e aplainamento radicular no combate a este microrganismo.
Nas pesquisas de Chaves et al. (2000) e Doung-udomdacha et al. (2001)
a presenca de Porphyromonas gingivalis apds a terapia estd significativamente
associado com a perda 6ssea progressiva, com aumento da profundidade de bolsa e
perda de insercdo, mas para estes mesmos autores, ap0s a terapia mecanica
encontramos indices de 86% de reduc&do numérica deste patégeno. Takamatsu et al.
(1999) obtiveram P.gingivalis em 65,4% dos sitios pré terapia e ap6s o tratamento
somente 22,1% destes sitios ainda possuiam este microrganismo. Carvalho et al.
(2005) analisando bactérias do complexo vermelho, o qual se insere P.gingivalis,
obtiveram amostras iniciais de 18,4% destes patdgenos pré terapia com reducao
para 3% destes em 90 dias apoOs tratamento radicular. Del Peloso Ribeiro et al.
(2008) observou taxas de 72,5% e Ready et al. (2009) de 78% de P.gingivalis no
biofilme subgengival de portadores de periodontite crbnica pré tratamento, estas
taxas foram significativamente reduzidas para indices de 46% apés 30 dias da
terapia mecéanica. Os numeros de nossa pesquisa demonstraram taxas de 65% de
P.g anterior ao tratamento, valores muito aproximados aos encontrados pelos
autores citados anteriormente em andlises pré tratamento e obtivemos indices de
reducdo de 15% apOs tratamento, semelhante ao indice de reducdo de P.g do
estudo de Carvalho et al. (2005) .Encontramos ainda valores de 0,58mm como
médias de reducéo de profundidade de bolsa subgengival quando da eliminacao de
Porphiromonas gingivallis. Estas altas médias de reducdo de bolsa comprovam
agressividade deste microrganismo, e que mesmo com uma pequena reducao desta
espécie nos pacientes, ja obtivemos uma sensivel melhora clinica de um dos
principais sintomas da doencga periodontal. Apesar do sucesso na reducdo da
P.gingivallis e na recuperacao clinica, estes valores demonstram uma re-colonizagao
subgengival desta espécie apds 90 dias de terapia, dados confirmados pela
literatura mundial, que também afirma que o periodo de 30 dias apés a terapia é o
periodo de maior diminuicdo numérica desta espécie bacteriana. Nosso estudo mais
uma vez, apoiado pela literatura mundial, corrobora a terapia mecanica como
método efetivo de diminuicdo e ou erradicacdo da espécie P.g em bolsas

subgengivais de doentes periodontais cronicos, principalmente nos primeiros 30 dias
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apoés este tratamento, sendo também o periodo de maior recuperacéo dos sintomas
clinicos causados por esta espécie.

Em estudos de analise da espécie Prevotella intermédia, Bong-Kyu et al.
(2000), Chaves et al. (2000) e Mullally et al. (2000) encontraram valores de 71%,
50% e 61,9% respectivamente de prevaléncia deste patdgeno em pacientes com
periodontite crénica. Avila-Campos e Velasquez-Meléndez (2002) observaram taxas
de 84% de P.intermedia em portadores de periodontite. Taxas aproximadas (77%)
foram encontradas por Boutaga et al. (2005) em pacientes com periodontite ndo
tratada. Quando se correlaciona terapia e reducdo de prevaléncia desta espécie,
citamos Chaves et al (2000) que conseguiu em seu estudo uma redu¢do numérica
em P.intermedia ap6és 1 més da terapia mecénica, embora as taxas tenham
aumentado em analises de 3 meses apoés terapia e em 6 meses apds tratamento
encontramos valores semelhantes aos pré terapia. Estes dados corroboram a
hip6tese de re-colonizacdo bacteriana subgengival apds longos periodos de
terapia.Em nosso estudo as taxas de P.intermedia encontradas foram de 50% dos
pacientes nas amostras pré terapia, taxas que estdo em sintonia com os valores
encontrados por outros autores que embasaram este estudo. Apds a terapia,
obtivemos uma significativa reducao para apenas 10% dos pacientes portadores da
Prevotella intermédia. Estes valores representam uma taxa de 80% de sucesso da
terapia mecéanica em efetividade contra a esta bactéria. Para a analise de reducéo
de bactéria e melhoria de sintomatologia clinica, a reducdo média de profundidade
de bolsa foi de 0,07mm nos pacientes que apresentaram reducdo da P.intermedia.
Com base nestes resultados, nosso estudo esta em consonancia com a literatura
mundial, comprovando que a terapia mecanica € um meétodo eficaz na reducgéo
desta espécie, e nas analises pos tratamento no periodo de 3 meses, ao contrario
do encontrado por Chaves et al. (2000), nossos valores de P.intermedia continuaram
inferiores aos encontrados na analise pré terapia, embora ndo tenhamos feito uma
coleta e analise de amostra no periodo de 1 més ap0s a terapia, para avaliarmos se
neste periodo houve uma reducdo ainda mais significativa nesta espécie quando
comparada aos 3 meses apos tratamento.

Quando analisamos o Campylobacter rectus, podemos observar nos
estudos de Mullally et al. (2000) taxas de 92,8% de presenca de Camylobacter

rectus em portadores de doenca periodontal. Avila-Campos e Velasquez-Meléndez
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(2002) detectaram atraves da reacdo da polimerase em cadeia o C.rectus em 80%
dos portadores de periodontite e em 48% dos individuos saudéaveis
periodontalmente. Cortelli Jr. (2003) encontrou taxas de 48% para C.rectus em
doentes periodontais. Estes valores demonstram que o C.rectus € um microrganismo
altamente prevalente em doentes periodontais e ate mesmo em pacientes saudaveis
periodontalmente (AVILA-CAMPOS E VELASQUEZ-MELENDEZ, 2002). Nossa
pesquisa demonstrou taxas de 95 % de C.rectus nos pacientes analisados preé-
terapia, valores altos que demonstram a predominancia deste patdégeno em
individuos periodontalmente comprometidos. Apés a terapia mecénica, conseguimos
um indice de apenas 5,3% de reducdo deste patégeno, demonstrando ser este
microrganismo altamente pertencente a flora bacteriana oral nativa e que sofre um
exponencial aumento em casos de doenca periodontal. Quando comparamos a
reducado de C.rectus, e cruzamos com médias de reducéo de profundidade de bolsa,
obtivemos médias de reducdo de 0,86mm, valores que o colocam como o patdégeno
que apresentou melhor resposta clinica quando eliminado. Sabemos que o C.rectus,
tal como o F.nucleatum, é um patégeno nao muito agressivo ao sistema periodontal,
mas que atua proporcionando um meio favoravel para a colonizacdo de patégenos
mais agressivos (ABIKO, Y et al, 2010), talvez por isto, mesmo quando reduzido em
pequenas quantidades, obtivemos uma signficativa e positiva resposta cliinica. Ainda
de acordo com nossos resultados e com as pesquisas mundiais concluimos que o
C.rectus € também um patégeno pouco responsivo a terapia mecanica quanto a sua
reducdo quantitativa e que por ser um microrganismo pertencente a flora oral pode
rapidamente re-colonizar o ambiente subgengival apés a raspagem e alisamento
radicular.

As espécies bacterianas produtoras de pigmento negro sdo importantes
agentes no desenvolvimento e progressdao da doenca periodontal, sendo a
Prevotella nigrescens a mais importante. Para Schleget Bregenzer et al.. (1998)
analisando pacientes com doenga periodontal, constatou que 10% destes
apresentavam a P.nigrescens, embora Mullally et al (2000) encontrou valores de
62% de pacientes portadores de P.nigrescens em um grupo de doentes periodontais
cronicos. Colombo et al (2002), conseguiu obter uma correlacdo de altos valores
desta espécie em individuos com periodontite ndo tratada e com sintomas

avancados desta doenca. Nesta pesquisa, encontramos 11 pacientes portadores de
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Prevotella nigrescens pré terapia (55%), e apds o tratamento houve uma
recuperacdo de 6 destes pacientes que tornaram se negativos para este patégeno
evidenciando valores de 54% de reducdo destes microrganismos pela terapia
periodontal mecéanica. Foram encontradas médias de 0,28mm de reducéo de bolsa
gquando a P.nigrescens foi reduzida nos doentes periodontais. Com noOSS0s
resultados semelhantes a literatura mundial, podemos concluir que para a bactéria
P.nigrescens, a terapia radicular € um importante e efetivo tratamento no combate a
esta espécie e positivo na recuperacdo dos danos causados por este microrganismo
as estruturas periodontais.

Fusobacterium nucleatum é um patdgeno oral comumente encontrado em
altas taxas, independente do quadro de saude ou doenca periodontal experimentado
pelos pacientes. Avila-Campos e Velasquez-Meléndez (2002), avaliaram a presenca
do F.nucleatum em individuos saudaveis e comprometidos periodontalmente,
encontrando valores de 92% e 96% respectivamente, resultado semelhante ao de
Boutaga et al. (2005) que avaliaram a microbiota subgengival de doentes
periodontais cronicos e encontraram taxas de 98% para patdogenos do género
Fusobacterium. Para Colombo et al. (2002) o F.nucleatum esta intimamente
implicado com portadores de periodontite cronica com maiores médias de
profundidades de bolsa. Nesta pesquisa, 0s numeros de prevaléncia deste
patdogenos sao extremamente semelhantes ao da literatura mundial, uma vez que
encontrou se o F.nucleatum em 95% dos pacientes portadores da periodontite pré
tratamento, e mesmo apds a terapia mecéanica os valores de deteccdo deste
microrganismo continuaram altos, o que implica em uma inefetividade na terapia
mecanica na erradicagcdo deste patdgeno e ou a rapida re-colonizagdo desta
bactéria na cavidade oral apos a terapia. Como néo tivemos reducdo desta espécie
NOS NOSSOs pacientes, também nao tivemos reducdo das meédias de profundidade de
sondagem, o que confirma a afirmagdo de Colombo et al 2002, de que o
F.nucleatum esta intimamente relacionado com maiores médias de profundidade de
bolsa e sua n&o reducdo mantiveram estas profundidades de bolsas inalteradas.
Segundo Abiko et al. 2010, o F.nucleatum atua no biofilme subgengival como um
agente que proporciona uma maior susceptibilidade do meio subgengival para a
colonizagdo de outras espécies mais agressivas, com isto atuando indiretamente

nos danos as estruturas de suporte periodontal, embora ele mesmo em altas
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concentragdes ,propriamente, ndo seja um dos microrganismos mais agressivos as
estruturas periodontais.

A espécie Treponema denticola juntamente com Porphyromonas
gingivallis e Tannerela forsythia formam o complexo vermelho. Grupo de bactérias
implicadas na evolugdo da doenca periodontal e com caracteristicas de alta
agressividade e destruicdo ao sistema de suporte periodontal. Em pesquisa de
Schleget Bregenzer et al. (1998) analisando doentes periodontais crénicos foram
encontradas taxas de 70% de T.denticola avaliados por método de cultura, valores
aproximados aos 88% encontrados por Mullally et al. (2000) avaliando individuos
comprometidos periodontalmente. Takeuchi et al. (2001), avaliou T.denticola em
pacientes com periodontite agressiva, cronica e individuos saudaveis
periodontalmente encontrando valores de 73,7%, 93,8% e 5% respectivamente.
Estes dados demonstram as altas taxas deste patbgeno em ambos os quadros de
periodontite e evidenciam que este microrganismo esté intimamente envolvido com a
destruicdo periodontal, sendo incomum a presenca dele em estagios de saude
periodontal. Em nossa pesquisa, obtivemos uma alta frequéncia de deteccdo da
T.denticola em 65% dos pacientes comprometidos periodontalmente, valores
semelhantes aos encontrados na literatura mundial (SCHLEGET-BREGENZER et al,
1998, TAKEUCHI et al. 2001). Apos a terapia conseguiu se uma reducao de 61,5%
destes patdgenos, comprovando a eficacia da terapia mecanica na reducdo desta
bactéria e por consequéncia a diminuicdo dos efeitos patogénicos causados por esta
bactéria sobre o ligamento periodontal (reducdo média de 0,36mm de profundidade
de bolsa). Este indice de efetivade da terapia mecanica na reducdo da T.denticola,
corroborado pelas pesquisas mundiais, justifica 0 uso desta terapéutica no combate
a este agressivo patégeno do sistema periodontal.

Eikenella corrodens €& uma bactéria também associada a doenca
periodontal, com menor agressividade as estruturas dentarias, age em simbiose com
0s principais patdégenos periodontalmente destrutivos, e propiciando um meio mais
adequado a proliferacdo de patdgenos anaerdbios estritos. Mullally et al (2000)
encontrou taxas de 42% de E.corrodens em doentes periodontais. Encontramos
taxas de 90% de E.corrodens nos pacientes periodontais cronicos, e conseguimos
reducdo de 22% nestas taxas apds o tratamento mecéanico. Também obtivemos
reducdo de 0,12mm de média de profundidade de bolsa subgengival quando
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cruzamos os dados clinicos com a reducdo da Eikenella corrodens. Novamente
temos um caso de espécie bacteriana ndo muito agressiva ao sistema periodontal,
mas que age tornando o meio subgengival propicio a colonizacdo de espécies mais
agressivas (ABIKO et al 2010). A terapia mecanica, baseada nos valores de nossa
pesquisa e nas referéncias que embasam este estudo, torna se o principal método
para combater estes microrganismos que atuam em simbiose para a destruicdo do
sistema periodontal.

O periodontopatdgeno Bacteroides Forsythus (TANNER, 1986), €
atualmente chamado de Tannerela forsythia (SAKAMOTO et al, 2002). Este
microrganismo € um importante patdgeno constituinte do Complexo vermelho.
Juntamente com Porphyromonas gingivalis e Treponema denticola, possuem
atividade marcadamente destrutiva sobre as estruturas do complexo periodontal e
esta intimamente relacionado com a evolugéo e cronicidade da doenca periodontal.
E encontrado em altas taxas em individuos com doenca periodontal crénica, como
descritos por Bong-Kyu et al. (2000) e Boutaga et al. (2005) que relataram a
presenca de T.forsythia em 96% dos sitios doentes analisados em individuos
portadores de doenca periodontal, enquanto que em sitios saudaveis analisados,
este patégeno foi registrado em 18% destes. Para Colombo et al. (2002), e Mineoka
et al. (2008) os sitios de maiores proporcdes de T.forsythia sdo também os que
possuem maiores profundidades de bolsa a sondagem e sendo encontrados em
maiores taxas em pacientes com periodontite cronica ndo tratada. Para Hui-Weng et
al. (2004) as taxas de T.forsythia em individuos periodontalmente comprometidos
sdo de 60,7% e de 39,6% em individuos saudaveis periodontalmente. E um
patégeno susceptivel ao tratamento periodontal mecéanico, onde verificamos redugéo
guantitatitva deste, como demonstrado por Ready et al (2009) que em andlises de
pacientes pré tratamento encontraram taxas de 81% de pacientes portando tal
bactéria, sendo que em andlise de 2 meses ap0s terapia encontraram T.forsythia
em 63% dos pacientes e em 6 meses esta taxa continuou em 63%.Nesta pesquisa a
analise dos pacientes pré terapia verificou que 10 pacientes (50%) possuiam a
Tannerella forsythia, e na analise de 3 meses ap0s terapia, 3 tornaram se negativos
para esta bactéria, o que representa um sucesso de 30% na efetividade da terapia
mecanica para reducdo da T.forsythia. Quando T.forsythia estava presente nos

pacientes, a média de profundidade de bolsa foi de 3,35mm e quando analisamos
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pacientes negativos para a presenca de T.forsythia a média de profundidade de
bolsa foi de 2,74mm, numeros que corroboram o papel de agressividade deste
patdgeno as estruturas periodontais. Ainda neste estudo quando analisamos a
T.forsythia observamos que alguns pacientes que inicialmente mostraram se
negativos para este patdgeno passaram a apresenta-lo nos exames de 3 meses
apos a terapia, mas como nossa analise microbioldégica é qualitativa e nao
guantitativa, podemos concluir que ndo conseguimos erradicar a T.forsythia, mas
sim diminuir sua concentracdo numeérica e consequentemente amenizamos Seus
efeitos deletérios sobre o periodonto, o que reflete na menor média de profundidade
de bolsa nos individuos positivos para esta bactéria apos o tratamento periodontal.
Esta situacdo pode ser também interpretada por uma nova colonizacdo nestes
individuos previamente negativos devido a diminuicdo ou erradicacdo de outras
espécies competitivas com a T.forsythia, tornando o meio oral propicio para seu
crescimento, ou pelo préprio periodo de tempo e deficiéncia de uma higienizacédo
oral por parte do paciente que levaram a colonizagéo e identificacdo desta espécie.

Para Haffajje et al. (1994) e Papapanou et al. (2002), a T.forsythia como as demais
bactérias periodontopatogénicas necessitam atingir um limite numérico especifico na
placa subgengival para apartir dai provocarem a doenga periodontal efetivamente,
portanto se em nosso estudo conseguimos reduzir esta concentracdo de T.forsythia

ou qualquer outro patégeno na placa subgengival, obtivemos sucesso na terapia.
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7 CONCLUSAO

Diante da metodologia empregada nesta pesquisa e analise estatistica

dos resultados, pode-se concluir que:

A terapia periodontal mecénica contribui para a redugdo dos
microrganismos periodontopatogénicos, embora n&o os erradique.

Apds 3 meses de terapia, é possivel a deteccdo de periodontdégenos no
ambiente oral, sendo que a flora bucal e a predisposi¢céo de cada paciente
permitird possivelmente uma nova manifestacdo da doenca periodontal.

A Reacdo da Polimerase em Cadeia (PCR) € um método efetivo na
identificacdo dos patégenos causadores da doenca periodontal, podendo
ser utilizado como ferramenta definidora de progndstico e tratamento dos
individuos periodontalmente comprometidos.

Alguns pacientes, mesmo ndo apresentando reducdo qualitativa de
algumas espécies bacterianas, demonstraram significativa melhoria dos
sintomas clinicos analisados, o0 que permite concluir a etiologia
multifatorial da doenca e a interrelagdo microbiana.

A espécie Porphyromonas gingivallis quando efetivamente reduzida pela
terapia mecanica implica em maior média de reducdo de profundidade de
bolsa subgengival, evidenciando o alto potencial agressivo desta espécie
as estruturas periodontais.

As espécies Agreggatibacter actynomicetemcomitans e Prevotella
intermédia quando reduzidas apés terapia, refletem na reducdo de

sangramento e calculo periodontal.
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PACIENTE:

SEXO:

IDADE:

DATA:

M MV | DV MP | DP MV | DV MP | DP

18 38
17 37
16 36
15 35
14 34
13 33
12 32
11 31
21 41
22 42
23 43
24 44
25 45
26 46
27 47
28 48
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Bactérias

Presente

Ausente

A. actinomycetemcomitans

Porphyromonas gingivalis

Prevotella intermedia

Tannerella forsythia

Campylobacter rectus

Fusobacterium nucleatum

Prevotella nigrescens

Eikenella corrodens

Treponema denticola




ANEXO 3

Resultados descritos — Bactérias encontradas no pré e pos tratamento

AaD* AaA Cruzamento

AaA Total
- +
AaD - N 13 6 19
% 92,9% 100,0% 95,0%
+ N 1 0 1
% 7,1% ,0% 5,0%
Total N 14 6 20
Chi-Square Tests(OK)
Value P
McNemar Test ,125(a)
N of Valid 20
Cases
a Binomial distribution used.
PgD * PgA Crosstabulation
PgA Total
- +
PgD - Count 7 2 9
% within PgA 100,0% 15,4% 45,0%
+ Count 0 11 11
% within PgA ,0% 84,6% 55,0%
Total Count 7 13 20
% within PgA 100,0% 100,0% 100,0%
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Chi-Square Tests
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Value P
McNemar Test ,500(a)
N of Valid 20
Cases
a Binomial distribution used.
PiD * PiA Crosstabulation
PiA Total
- +
PiD Count 10 8 18
% within PiA 100,0% 80,0% 90,0%
Count 0 2 2
% within PiA ,0% 20,0% 10,0%
Total Count 10 10 20
% within PiA 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value P
McNemar Test ,008(a)
N of Valid
Cases 20

a Binomial distribution used.



TfD * TfA Crosstabulation

TTA Total
- +
TfD - Count 4 3 7
% within TfA 40,0% 30,0% 35,0%
+ Count 6 7 13
% within TfA 60,0% 70,0% 65,0%
Total Count 10 10 20
% within TfA 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value P
McNemar Test ,508(a)
N of Valid
Cases 20
a Binomial distribution used.
CrD * CrA Crosstabulation
CrA Total
- +
CrD - Count 0 1 1
% within CrA ,0% 5,3% 5,0%
+ Count 1 18 19
% within CrA 100,0% 94,7% 95,0%
Total Count 1 19 20
% within CrA 100,0% 100,0% 100,0%
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Chi-Square Tests

Value P
McNemar Test 1(a)
N of Valid
Cases 20
a Binomial distribution used.
FnD * FnA Crosstabulation
FnA Total
- +
FnD - Count 1 0 1
% within FnA 100,0% ,0% 5,0%
+ Count 0 19 19
% within FnA ,0% | 100,0% 95,0%
Total Count 1 19 20
% within FnA 100,0% | 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value P
McNemar Test 1(a)
N of Valid
Cases 20

a Binomial distribution used.
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EcD * EcA Crosstabulation

EcA Total
- +
EcD - Count 1 4 5
% within EcA 50,0% 22.2% 25,0%
+ Count 1 14 15
% within EcA 50,0% 77,8% 75,0%
Total Count 2 18 20
% within EcA 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value P
McNemar Test ,375(a)
N of Valid
Cases 20
a Binomial distribution used.
PnD * PnA Crosstabulation
PnA Total
- +
PnD - Count 6 6 12
% within
PnA 66,7% 54,5% 60,0%
+ Count 3 5 8
% within
PnA 33,3% 45,5% 40,0%
Total Count 9 11 20
% within PnA 100,0% 100,0% 100,0%
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Chi-Square Tests

Value P
McNemar Test ,508(a)
N of Valid
Cases 20
a Binomial distribution used.
TdD * TdA Crosstabulation
TdA Total
- +
TdD - Count 7 8 15
% within TdA 100,0% 61,5% 75,0%
+ Count 0 5 5
% within TdA ,0% 38,5% 25,0%
Total Count 7 13 20
% within TdA 100,0% 100,0% 100,0%
Chi-Square Tests
Value P
McNemar Test ,008(a)
N of Valid
Cases 20

a Binomial distribution used.
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