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RESUMO

Inimeros agentes quimicos e veiculos tém sido utilizados para o controle
da placa bacteriana. Dentre estes, os dentifricios tém se apresentado como um
excelente veiculo para liberagao de agentes antiplaca, uma vez que a escovagao
com esse veiculo € o método de higiene oral mais comum empregado pela maioria
dos individuos e oferece uma relagao custo-beneficio favoravel para o controle
quimico do biofilme dental. A clorexidina tem sido considerada um agente
antimicrobiano efetivo no controle do biofilme dental supragengival. O objetivo deste
estudo é avaliar o efeito da pasta dental contendo clorexidina a 0,12% no controle
do biofilme dental e da inflamagao gengival, bem como sua agao sobre os
microrganismos presentes na placa supragengival. Dezoito individuos foram
divididos em dois grupos (controle e teste) e utilizaram os cremes dentais contendo
clorexidina 0,12% e fluoreto de sédio e placebo apenas com fluoreto de sédio.
Medidas dos indices de placa e gengival, nivel de insergao clinica, sangramento
gengival, profundidade clinica de sondagem e amostras de placa supragengival
foram coletadas nas fases 0 , 7, 14 e 21 dias. Para excluir o efeito do controle
mecanico, o creme dental foi aplicado diariamente sobre as superficies vestibulares
dos dentes inferiores por meio de matriz individual de silicone, removendo-a nas
refeicdes e ao dormir. A reagao da polimerase em cadeia (PCR) foi empregada para
identificar a bactéria periodontopatogénica Porphyromonas gingivalis. Os resultados
desta investigagao demonstraram associag¢des estatisticamente significantes entre o
indice de sangramento gengival e o dentifricio teste, bem como a positividade do
periodontopatégeno P.gingivalis e sangramento gengival. Concluiu-se que foi

comprovada a eficiéncia e sensibilidade do método molecular, reagao em cadeia da



polimerase (PCR), na detecgao do periodontopatégeno P.gingivalis e que o creme

dental CARIAX nao demonstrou diferengas significativas nas respostas clinicas.

Palavras chaves: dentifricio, clorexidina, periodontite, periodontopatégeno,

Porphyromonas gingivalis, PCR.



ABSTRACT

Several chemical agents and vehicles have been used to control dental bacterial
plague. In principle, a dentifrice provides an excellent vehicle for the delivery of
antiplaque agents because toothbrushing with a toothpaste is arguably the most
common form of oral hygiene practised by individuals and therefore a favourable
cost-benefit ratio for the chemical controlling of dental biofilm. Chlorhexidine has
been known as an effective antimicrobial agent to inhibit supragingival dental biofilm
formation. The purpose of this study is to evaluate the effects of a 0,12%
chlorhexidine toothpaste on plaque control, gingival inflammation and microbial
composition of supragingival biofilm. Eighteen consenting volunteers were divided
into 2 groups (test and control) and used the toothpastes containing chlorhexidine
0,12%, stannous fluoride and a placebo with stannous fluoride only, for 4-week
period. To exclude the effect of mechanical cleanning, the toothpaste was applied
daily to the lower buccal tooth surfaces by means of individually constructed silicon
stent, removing it only to eat and sleep. Measures of Plaque and Gingival Index,
clinical attachment level, clinical probing depth and supragingival plague samples
were collected on days 0, 7, 14 and 21. Polymerase Chain Reaction (PCR) will be
used to identify the bacterium periodontopathogen: Porphyromonas gingivalis. Our
results demonstrated significant statisticaly associations betwen Gingival bleeding
index and the test toothpaste, and the positivity of the P.gingivalis with gingival

bleeding.

Key words: toothpastes, chlorhexidine, periodontitis, periodontopathogens,
Porphyromonas gingivalis, PCR.
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1 INTRODUGAO

A doenga periodontal é um termo amplamente utilizado para definir uma
variedade de condigdes que atingem as estruturas de suporte do dente,
influenciando negativamente a saude bucal. Este problema pode ser conseqiéncia

de disturbios sistémicos ou pode ter sede no proprio periodonto (SILVA et al., 1997).

A partir do modelo de gengivite experimental de Loe et al. (1965) deduziu-se
que a placa supragengival & o fator etiolégico principal para a gengivite. Estudos
posteriores que utilizaram o mesmo protocolo experimental demonstraram que
agentes que inibiram substanciaimente o acumulo de placa supragengival podiam
prevenir o desenvolvimento da gengivite (SIEGRIST et al,, 1986). Inicialmente,
pensou-se que toda gengivite levaria a destruicdo periodontal, entretanto,
atualmente, ja € compreendido que nem toda gengivite progride para periodontite
(LISTGARTEN, 1986). Mas & geralmente aceito que a presenc¢a da gengivite, como
resultado da resposta inflamatoria a presenga da placa supragengival, & um fator
predisponente para progressdo da doenca, ao fornecer um nicho ecologico para
mudangas da microbiota da placa, que pode se torpar mais patogénica e
conseqiientemente facilitar um tipo de colonizagao microbiana subgengival, podendo

levar a destruigao periodontal (CHRISTERSSON et al., 1989).

Ha uma forte evidéncia de que um excelente controle do biofilme
supragengival reduz e pode prevenir a colonizagao subgengival (SANTOS, 2003,
DAHLEN et al., 1992). Estudos longitudinais tém mostrado que um excelente
controle do biofilme dental individual obtido com a profilaxia, instrugdo de higiene
oral e motivagéo, pode resultar na cessagao da progressado da doenca periodontal
nas populacées estudadas (LINDHE e NYMAN, 1975; AXELSSON e LINDHE, 1978).

Conseqiientemente, o principio de preven¢édo da doenga periodontal por meio do
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controle de placa supragengival € bem estabelecido. Infelizmente, os estudos
demonstram alta incidéncia de inflamagao gengival, associando ao fato de que
grande parte dos individuos néo realiza o controle de placa requerido para manter a
saude periodontal (VAN DER OUDERAA, 1991). Para muitos pacientes, o método
usual de escovagdo geralmente é insuficiente em garantir um controle de placa

compativel com a saude oral por longos periodos de tempo (WILSON, 1987;

MARSH, 1991).

O conhecimento a respeito do papel dos microrganismos na iniciagdo da
gengivite e progressao para periodontite aumentou drasticamente, apdés o
reconhecimento da placa bacteriana como o fator etiolégico principal na: gengivite.
Baseado na associagdo de microrganismos com doengas periodontais, tem sido
defendida a incorporacédo de agentes antimicrobianos nos produtos dentarios como
um meio de controlar a placa dental e a gengivite (HULL, 1980; KORNMAN, 1986),
principalmente os compostos que agem como adjuntos aos métodos mecanicos
(ADDY, 1986). Assim, o digluconato de clorexidina a 0,2% (enxaguatério) foi o
primeiro antimicrobiano gque mostrou inibir a formagéo da placa e desenvolvimento
da gengivite (LOE e SCHIOTT, 1970). No entanto, enquanto o colutério & um veiculo
bem sucedido para liberagdo de agentes antiplaca, a incorporagéo desses
compostos nos dentifricios € mais dificil de ser obtida devido a problemas na

formulacao (MARSH, 1991).

Em 1974, ja existiam mais de 70 estudos a respeito do controle quimico da
placa estabelecendo que a clorexidina, nos enxaguatdrios, é o agente antiplaca mais
efetivo (ADAMS e ADDY, 1994) sendo importante também na prevengao da
gengivite (HULL, 1980; ADDY, 1986; KORNMAN, 1986). A eficacia clinica da

clorexidina parece ser derivada da adsor¢ao do anti-séptico as superficies oral, com
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persisténcia de atividade antimicrobiana por muitas horas (SCHIOTT et al., 1970;
ADDY et al., 1991), sendo denominada de substantividade. Essa caracteristica
relacionada a natureza dicatidnica da molécula, permite interacdes com moléculas
carregadas negativamente na cavidade oral (ROLLA et al., 1970, 1971). Assim, &
empregada como controle positivo de novas formulas. A reducgéo do indice de placa

pode estar em torno de 60%, enquanto o indice gengival pode ser reduzido em 1/3

(ADAMS e ADDY, 1994).

De todos os métodos de remogao de placa, a escovacio é o método
universalmente mais usado. A escovagdo dental, ao empregar uma variedade de
técnicas e escovas, reduz a quantidade de placa presente nas superficies bucal e
lingual e, em alguns casos, sobre a superficie interproximal dos dentes. (SILVA et

al., 1997).

A adicao de agentes antimicrobianos aos dentifricios tem sido sugerida como
um possivel método de controle de placa e prevengédo de doenga periodontal.
Embora a adigdo de antibiéticos ndo seja aceitavel devido ao seu dano potencial,
materiais anti-sépticos, extraio de ervas, quimicos naturais e enzimas tém sido
incorporados com o objetivo de produzir um efeito anti-placa clinico (MORAN et al.,

1988; WU-YUAN et al., 1980).

Entretanto, a mesma reatividade da clorexidina também cria dificuldades nas
suas formulagdes. Ingredientes comumente usados nos produtos de higiene oral,
tais como detergentes anidnicos, podem reduzir a efetividade da clorexidina. Cremes
dentais com clorexidina parecem dificeis de serem manipulados, e isso pode explicar

resultados equivocados de estudos clinicos (JOHANSEN et al., 1972; 1975).

Deste modo, considerando que o uso diario de escova e creme dental € o

método mais comumente utilizado para controle de placa pela populagdo e uma vez
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que a clorexidina € um antimicrobiano comprovadamente eficaz no controle de placa
bacteriana e desenvolvimento da gengivite, parece relevante avaliar o efeito clinico-
microbiolégico da aplicacdo de um dentifricio contendo 0,12% de clorexidina sobre o

biofilme da placa dentaria supragengival em individuos com histérico de periodontite

tratada.
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2 PROPOSIGAO

A proposta deste trabalho € avaliar o efeito da pasta dental contendo
clorexidina no controle da inflamacgéao gengival e da retengéo do biofime dental em

individuos periodontalmente tratados conduzido de forma aleatorizada e duplo-cego.

A avaliacgdo clinica utilizara como parametros: os indices de Placa
(SILNESS e LOE, 1964), Gengival (LOE e SILNESS, 1967), Sangramento Gengival

(AINAMO e BAY, 1975), Profundidade Clinica de Sondagem e Nivel de Insercéo

Clinica.

A avaliacdo microbiolégica sera realizada qualitativamente, através da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR), verificando o© microrganismo
periodontopatogénico, Porphyromonas gingivalis, considerado o mais agressivo dos
complexos microbianos presentes no biofilme dental em sulcos gengivais de

pacientes periodontalmente tratados.
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3 REVISAO DE LITERATURA

As doencgas periodontais e caries dentarias sdo consideradas as doencas
orais mais prevalentes e também estdo entre as causas principais de perda de
dentes permanentes no homem. As doengas periodontais destrutivas séo
caracterizadas pela perda de tecido de suporte do dente. Essa perda
freqlentemente compromete a fungéo e estética e também pode estar associada
com dor e desconforto (ALBANDAR et al., 1999). Além disso, ha uma recente
evidéncia sugerindo que a periodontite destrutiva pode ser um fator de risco para
problemas sistémicos, tais como doenca cardiovascular e nascimento de bebés com
baixo peso (BECK et al., 1996; OFFENBACKER et al., 1996).

A prevaléncia de doenga periodontal varia significativamente em diferentes
regides do mundo e ha indicativos que seja mais prevalente em paises em
desenvolvimento. Em um recente estudo com 853 adultos de uma populagao urbana
no Brasil (estado do Rio Grande do Sul) foi constatado que ha uma alta ocorréncia
de perda de insergdo nesses individuos, pois 79% e 52% deles possuiam dentes
com nivel de inser¢éo clinica 2 5 e 2 7mm respectivamente (SUSIN et al., 2004). Por
ser de alta prevaléncia e por ter um impacto na qualidade de vida do individuo, a
prevencéo desta patologia se faz muito importante, mesmo em niveis epidemio

16gicos.
3.1 Biofilme dental

As doengas periodontais sao infecgées causadas por microrganismos que
colonizam a superficie dentaria podendo estar abaixo da margem gengival {Fig.1 e
2). Enquanto essas infec¢gbes possuem muitas propriedades em comum com outras
infecgdes, elas exibem propriedades Unicas devido ao seu sitio de colonizagéo e a

natureza do ambiente em que elas residem (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2002).
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Fig.1. Diagrama limites anatdmicos da gengiva Fig.2. Diagrama de fibras dentogengivais

O biofilme oral € uma denominagado mais recente para placa bacteriana. Em
linhas gerais, os biofilmes consistem em uma ou mais comunidades de
microrganismos, embebidos no glicocalix, inseridos em uma superficie sdlida. A
razao para a existéncia do biofilme é o fato de o mesmo permitir adesdo e

multiplicagdo dos microrganismos na superficie (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2002).

A pelicula adquirida € a precursora da placa dental. Ela recobre todas as
superficies da cavidade bucal, inclusive as superficies dos tecidos mineralizados ou
nao. O material que forma a pelicula é originado da saliva, do fluido gengival, de
produtos microbianos e dos tecidos do hospedeiro. As bactérias podem ser
encontradas na pelicula em poucas horas. A colonizagcao primaria é feita por
espécies bacterianas predominantemente facultativas e gram-positivas Actinomyces

ssp e Strepfococcus sp. Esta colonizagdo inicial ocorre de maneira especifica e

seletiva.

Os colonizadores secundarios da placa sdao microrganismos que nao
iniciam a colonizacdo da pelicula adquirida e dependem de uma colonizagao prévia.

Dentre eles, estdo bactérias consideradas periodontopatogénicas como Prevotella
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intermedia, espécies de Capnocytophaga, Fusobacterium nucleatum spp, e
Porphyromonas gingivalis. Diferentes das bactérias constituintes da colonizagéo
inicial, as bactérias que predominam na placa madura sdo anaerdbicas,
assacaroliticas e usam aminoacidos e pequenos peptideos como fonte de energia.
Um mecanismo importante que possibilita certas bactérias de colonizarem o biofilme
€ a coagregagdo. A placa denominada madura & caracterizada por um equilibrio
entre as especies que compdem o biofilme. Nela ocorre pouca sucessao bacteriana
e 0 seu aumento de volume é determinado pelo equilibrio entre os fatores
ecolégicos do meio e as bactérias do biofilme (MARSH, BRADSHAW, 1995;
KOLENBRANDER, LONDON, 1993).

3.1.1 Composi¢ac microbiana do biofilme dental

Estima-se que mais de 500 espécies possam ser encontradas na placa
dental. Recentemente, Socransky et al. (1998), examinaram mais de 13000
amostras de placa bacteriana em 185 individuos (Fig.3). Demonstraram que ha
presenga de grupos microbianos especificos no interior da placa. Foram
encontrados seis grupos intimamente associados de espécies bacterianas. Eles
incluiam: Actinomyces, um complexo amarelo com membros do género
Streptococcus, um complexo verde com espécies Capnocytophaga, Actinobacillus
actinomycetemcomitans sorotipo A, Eikenella corrodens e Campylobacter concisus;
e um complexo roxo, com Veillonella parvula e Actinomyces odontolyticus. Esses
grupos de espécies sdo colonizadores recentes da superficie dentaria, e seu
crescimento geralmente precede a multiplicagdo dos complexos laranja e vermelho.
O complexo laranja inclui Fusobacterium nucleatum spp, Prevotella intermedia,
Prevotella nigrescens, Peptostreptococcus micros e espécies de Campylobacter,

considerados periodontopatogenos de segundo nivel. O aparecimento do complexo
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laranja parece depender da colonizagéo prévia dos complexos verde e amarelo. O
complexo vermelho € considerado o mais patogénico, incluindo microrganismos
como Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythensis e Treponema denticola.

Este complexo foi fortemente relacionado com o aumento da profundidade de bolsa,

sangramento a sondagem e com a periodontite crénica.

S. mitis
S. oralis
S. sanguis
S. gordonii
S. intermedius

P. gingivalis
E. corrodens
C. gingivalis

B. forsythus
T. denticola
C. sputigena
C. ochracea
C. concisus

A. actine, &

Fig.3. Complexos microbianos segundo Socransky et al., 1998.
No biofilme dental subgengival encontra-se uma proporcdo mais elevada de
microrganismos dos complexos vermelho e laranja, enquanto que no biofilme dental
supragengival, foram identificadas maiores propor¢cdes de microrganismos dos

complexos verde e roxo (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2002).

Inimeras técnicas tém sido pesquisadas e utilizadas para deteccdo de
patégenos periodontais como microscopia, métodos imunolégicos, detecgdo

molecular e testes enzimaticos (FERES; GONCALVES, 2001).
3.2 Microbiologia da doencga periodontal

As doengas periodontais sao infecgbes causadas por microrganismos que

colonizam a superficie do dente abaixo ou na prépria margem gengival. Embora seja
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estimado que centenas de milhdes ou bilhées de bactérias colonizem continuamente
o dente ou a margem gengival ao longo da vida, a maioria dos sitios periodontais, na
maior parte dos individuos, nao exibe perda das estruturas de suporte dos dentes
em nenhum momento. A compreensao deste fato é critica. A relacao ecoldgica entre
a microbiota periodontal, o hospedeiro e o0 dano as estruturas de suporte do dente
nao sao freqlientes. Ocasionalmente, espécies bacterianas sdo introduzidas,
crescem ou exibem novas propriedades que levam a destruicdo do periodonto. O
resultado desse equilibrio ecoldgico estressante geralmente é corrigido
espontaneamente, ou mantido por terapia. Em um outro momento, espécies
microbianas continuam a colonizar abaixo ou acima da margem gengivai, a espera

de um novo equilibrio.

Os microrganismos que causam doeng¢a periodontal residem em biofilmes
presentes nos dentes ou superficies epiteliais. O biofilme fornece um ambiente
protetor para colonizagdo de microrganismos e execugdo de suas atividades
metabolicas. Por outro lado, podem ser um ambiente efetivo para o hospedeiro
destruir os microrganismos. Fatores como concentragdo de ions hidrogénio (pH),
potencial de oxi-redugdo (Eh) e enzimas proteoliticas podem afetar o desempenho

dos mecanismos de defesa do hospedeiro (SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2003).
3.2.1 Estudos pioneiros

A busca dos fatores etiologicos das doencgas periodontais iniciou-se na “Era
de Ouro da Microbiologia” (1880-1920). Grupos de pesquisadores aplicaram as
técnicas microbioldgicas disponiveis nessa época para o estudo da microbiota oral e
sugeriram a existéncia de agentes etiolégicos especificos relacionados as doencas

periodontais. Dentre esses agentes desiacaram-se as amebas (apud BARRETT,
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1914; LE CLEAR, 1915), as espiroquetas (apud KOLLE, 1917) e os Streptococcus
(apud FISHER, 1927).

Neste periodo as mais variadas terapias foram propostas, incluindo injecdes
intramusculares de merctrio (apud WHITE, 1915), amebicidas (apud SMITH, 1915)
e vacinas autdégenas preparadas com placa bacteriana dos préprios pacientes (apud
BRIGGS, 1924, PATTERSON, 1915). Esses tratamentos, na maioria das vezes,
traziam poucos beneficios aos pacientes. Com isso houve um declinio no
entusiasmo inicial em se estabelecer a natureza infecciosa das doengas
periodontais, e este conceito foi, entdo, completamente ignorado nas quatro décadas

seguintes.
3.2.2 Declinio do interesse em microrganismos

O entusiasmo inicial na identificacao das doencas periodontais destrutivas
perpetuou até meados de 1930. Durante o periodo de 1920 até o inicio de 1960, a
atitude em relagdo a etiologia da doenga periodontal mudou. Nas primeiras duas
décadas desse periodo, pensou-se que a doenca periodontal era resultado de
alguma alteragao sistémica do paciente (apud BUNTING, 1922), atrofia por desuso
(apud GOTTLIEB, 1928) ou trauma de oclusado (apud PRINTZ, 1926). As bactérias
seriam meramente invasores secundarios desse processo, contribuindo para a

inflamagao observada na destruicao periodontal{(apud GOTTLIEB, 1928).
3.2.3 Hipotese da placa nao especifica

O tratamento dos pacientes baseados na compreensdo dos defeitos
constitucionais ou trauma de oclusdo nao foi efetivo no controle das doengas
periodontais. Ao final de 1950, os clinicos reconheceram que o controle de placa era

essencial para o tratamento satisfatéorio de pacientes periodontais. Entao,
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novamente pensou-se que a bactéria tinha papel essencial na etiologia da doenca
periodontal destrutiva, mas como agente causal nio especifico. De acordo com essa
hipotese de placa nao-especifica, qualquer actmulo de microrganismos na margem
gengival ou abaixo da mesma iria produzir irritantes que levariam a inflamacgao, que

seriam entao responsaveis pela destruicdo periodontal (SOCRANSKY e HAFFAJE
2003).

3.2.4 Retorno da especificidade na etiologia microbiana das doengas periodontais

Em 1960, o interesse na etiologia microbiana especifica da doenca
periodontal foi reacendido por dois grupos de experimentos. O primeiro demonstrou
que a doenca periodontal poderia ser transmitida entre animais portadores ou nao
de doengas periodontais. Foi observado, por meio de cultura, que espécies isoladas
de placas bacterianas tinham capacidade de causar a doenga em animais

saudaveis, ao passo que outras ndo (KEYES e JORDAN, 1964).

Nesse mesmo periodo foi demonstrado que espiroquetas, com uma
morfologia ultra-estrutural (nica, poderiam ser detectadas em culturas puras de
amostras de tecido conjuntivo e epitelial coletadas de lesdes de gengivite
necrosante. Fato este, que ndo foi observado nas amostras de individuos saudaveis

ou com outras formas da doenga (ARMITAGE, 1982; LISTGARTEN, 1965).

O reconhecimento de que a composi¢do da placa associada a sitios com
perda progressiva de inser¢do diferia consideraveimente da placa bacteriana
encontrada em sitios saudaveis, e que certas formas de doenga periodontal eram
patologias associadas a microrganismos especificos, trouxe a tona a “hipotese da
placa especifica” (MANDELL e SOCRANSKY, 1981; LISTGARTEN e HELLDEN,

1978).
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3.2.5 Mudanga nos conceitos da etiologia microbiana das doengas periodontais

Ao final de 1960, foi aceito que a placa dental, de alguma forma, era
associada a doenga pericdontal humana. Acreditava-se que a presenca de placa
bacteriana iniciava uma série de eventos nao definidos que levariam a destruigcao do
periodonto. Assim, a composicao da placa era similar de paciente para paciente e de
sitio a sitio em um mesmo paciente. A variabilidade foi reconhecida, mas a

verdadeira extensdo nas diferencas da composigéo bacteriana nao foi apreciada.

Estudos classicos como do de Lée et al. (1965, 1967) demonstraram que o
acumulo de placa precedia diretamente e iniciava a gengivite. Muitos pesquisadores
acreditavam que a gengivite era danosa e levava a eventual destruicao dos tecidos

periodontais, provavelmente por eventos mediados pelo hospedeiro.

Ainda certas discrepancias continuam confundindo clinicos e pesquisadores.
Se todas as placas sdo mais ou menos semelhantes e induzem uma resposta
sistémica no hospedeiro, por que a destruicdo periodontal pode ser localizada, ao
afetar um Onico dente e ndo o seu adjacente? Se a placa & importante para a
destruicdo periodontal, por que certos pacientes acumulam muita placa,
freqlentemente acompanhado por gengivite, mas falham, mesmo apés muitos anos,
em desenvolver destruicao das estruturas de suporte? Por outro lado, por que
alguns individuos com pouca placa ou inflamacgéao clinica detectavel desenvolvem
destruigao periodontal severa? Se a inflamagéao é o principal mediador da destruigéo
periodontal, por que muitos dentes continuam presentes mesmo com gengivite?

(SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2003)

O reconhecimento das diferengas na composi¢do da placa bacteriana de
paciente para paciente e sitio a sitio em um mesmo paciente levou a uma série de

pesquisas (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 2003).
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3.2.6 A importancia da Porphyromonas gingivalis na doenga periodontal:

A bactéria P. gingivalis sdo bastonetes gram - negativos, anaerdbios estritos
sendo um dos periodontopatégenos mais importantes que habitam o biofilme oral. O
P. gingivalis possui um dos mais altos potenciais de viruléncia dos microrganismos
testados até entdo. S&o trés os fatores que expressam viruléncia: fimbrias,
gingipaina e lipopolissacarideos. A fimbria do P. gingivalis e outros patégenos
humanos mediam a aderéncia a receptores especificos nas células do hospedeiro,
tais como células epiteliais. As fimbrias também induzem a internalizaco bacteriana
ao ativar e mobilizar o citoesqueleto da célula epitelial. As gingipainas sao proteases
cujas principais fungdes sdo a aquisicdo de nutrientes através da degradacgdo de
proteinas em peptideos. A degradacdo de opsoninas séricas do hospedeiro pelas
gingipainas contribui para a resisténcia a fagocitose e formagéo de abscessos
difusos em camundongos (GENCO et al., 1991). O lipopolissacarideo (LPS) & uma
molécuia presente na membrana externa de bactérias gram-negativas, importante
para a integridade estrutural e a atividade biolégica bacteriana. O LPS do P.
gingivalis €& dudnico, baseado na sua estrutura quimica e distribuicdo de
polissacarideos e regides lipidicas, bem como na sua atividade biolégica (EZZO,
CUTLER, 2003). Essas propriedades podem estar entre as razbes pelas quais esse
microrganismo é freqilentemente associado a destruigéo tecidual ativa (PAGE et al.,
1997), ou seja, ao ser liberado apdés a morte bacteriana, o LPS ativa a resposta
imunolégica (imunidade adaptativa) tanto humoral quanto celular.

Antes de iniciar a discussao a respeito dos estudos longitudinais, é importante
considerar que o P. gingivalis e T. forsythensis freqientemente sdo encontrados

juntos em sitios com a doenga periodontal, sendo dificil discuti-los isoladamente.




Sendo assim, Tanner et al. (1998) observaram que o numero de T.
forsythensis & mais elevado na gengivite, ocasido em que o P. gingivalis é
encontrado em baixos numeros. A situagao se inverte & medida que a perda 6ssea
avanga nos casos de periodontite, sendo o mesmo observado por Matchei et al.
(1999) ao acompanhar 415 individuos com doenca minima por 5 anos.

Em alguns estudos tem sido demonstrado que existe uma correlacao positiva
entre niveis elevados de imunoglobulinas G (IgG) para P. gingivalis e a severidade
da doenca, onde o numero de anticorpos €& alto para este microrganismo
(LAMSTER, ET AL, 1998; SAKAI, ET AL ,2001).

Chavez et al. (2000) submeteram 39 individuos a tratamento periodontal
inicial e observaram que o P. gingivalis foi freqlientemente encontrado no biofilme de
pacientes que apresentavam perda éssea progressiva apos o tratamento.

Por fim, Ezzo e Cluter (2003) concluiram em revisao de literatura recente que
a presenca do P. gingivalis na placa subgengival aumenta o risco de
desenvolvimento de periodontite crénica e reduz a possibilidade de sucesso apds

terapia periodontal.
3.3 PCR na identificagao de patdgenos periodontais supra e subgengivais

Até o momento varias tecnologias diagnosticas tém sido utilizadas para
detectar e quantificar espécies bacterianas que foram identificadas como patogenos
periodontais. Dentre os métodos disponiveis citam-se a cultura e o PCR. O metodo
de cultura tem desempenhado um papel fundamental na caracterizagdo da
microbiota do biofilme dentario e ainda é considerado como método de referéncia.
Nessa abordagem, o biofilme é inserido num meio seletivo ou nado seletivo, e a
microbiota cultivavel predominante ¢ identificada. A principal vantagem da cultura € a

identificacdo da maior parte dos microrganismos. Alem disso, € o Unico metodo
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disponivel atualmente para determinar a suscetibilidade e resisténcia bacteriana a
antibidticos. Os métodos de cultura ainda s3o procedimentos de rotina na maioria
dos laboratérios microbiologicos médicos. Entretanto, esse método é de alto custo,
sensivel a técnica e consome muito tempo até sua finalizagao (WOLFF et al., 1994).
Além disso, a cultura nao detecta microrganismos nado vidveis e algumas espécies
bacterianas que nao crescem nos meios disponiveis. Essas dificuldades na técnica

levaram ao desenvolvimento de outros meios de detecgao bacteriana, incluindo a

tecnologia com PCR (TSAl et al., 2003).

A PCR é um método de detec¢do molecular que envolve a amplificagao de
uma regiao de molécula de DNA. Um pedaco de DNA, consistindo em uma
sequéncia conhecida de nucleotideos (primer), especifica para o microrganismo-alvo
e empregada na reagdo. O produto da amplificagao do DNA, obtido depois de
repetidos ciclos de desnaturagdo, anelamento e extensdo do DNA indicard a
presenga do microrganismo procurado. A vantagem do PCR em relagio aos outros
metodos estd no fato de ser relativamente simples, ser extiremamente sensivel e
rapido (MULLIS e FALOONA, 1987). A limitagao esta no fato de detectar espécies
vidveis e nao viaveis. Essa técnica nao é quantitativa, mas a principio, fornece um
controle positivo ou negativo para espécies bacterianas especificas. E um teste que

detecta apenas o microrganismo alvo (VAN WINKELHOF, 2003).
3.4 Pré-requisitos para inicio e progressao da doenca periodontal

Uma caracteristica comum de muitas doengas infecciosas & o fato de
espécies patogénicas poderem colonizar o hospedeiro e o mesmo poder nao
manifestar caracteristicas clinicas da doenga por semanas ou décadas. Entéo,
parece que a progressdo da doenga periodontal & dependente da ocorréncia

simuttanea de um numero de faiores (SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1992; 1993).
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O inicio da periodontite crénica esta associado ao acumulo de biofilme dental
supragengival na margem gengival. A gengivite também pode predispor alguns sitios
suscetiveis a formas mais graves de doenga periodontal desde que certas espécies
bacterianas que predominam na periodontite, mas que ndo sdo detectaveis no
periodonto saudavel, tenham sido encontradas em baixas propor¢ées na gengivite
(MOORE et al.,, 1987). Tais dados sugerem que condigdes ambientais que séo
desenvolvidas durante a gengivite (por exemplo, sangramento, aumento do fluxo do
fluido gengival, etc.) podem favorecer a subsequente colonizag&o ou crescimento de
algumas das espécies implicadas na periodontite. Esses microrganismos podem
estar presentes na salde e em nimeros baixos néo sendo capazes de induzir
doenga. A periodontite também pode se desenvolver em alguns individuos
independente de uma gengivite pré-existente (CHRISTERSSON et al., 1989). Nesta
situagao, a colonizagdo por bactérias periodontopatogénicas pode ser favorecida por
outros fatores, tais como os genéticos (receptores HLA na superficie de células

eucariéticas).

No entanto, embora as bactérias sejam essenciais para o inicio e progressao
da doenga, provavelmente ndo séo suficientes. Esse conceito esta baseado no fato
de que patdgenos periodontais podem estar presentes em individuos sem sinais
clinicos da doenga. Para que a doenga se desenvolva, € necessario que o
hospedeiro seja suscetivel. A natureza da suscetibilidade para a doenga periodontal
destrutiva ainda nao esta totalmente elucidada. Atualmente, varios fatores tém sido
associados ao aumento da suscetibilidade, e esses incluem a idade, pobre higiene
oral, fumo, estresse, doencas sistémicas, imunodepresséo (neutropenia) e tragos
genéticos (polimorfismo). Nenhum desses fatores provavelmente é capaz de

provocar doenga isoladamente, pois acredita - se-que a associaco desses fatores
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de risco seja necessaria para iniciar o processo de doenca. Por esta razdo, a

periodontite é considerada uma desordem multifatorial (VAN WINKELHOF, 2003).

Uma outra caracteristica essencial da periodontite & o fato de que nem todos
0S pacientes com a doenca sdo infectados subgengivalmente pelos mesmos
patégenos. Pelo contrario, a composigdo do biofilme subgengival difere

significativamente entre pacientes com periodontite (VAN WINKELHOF, 2003).

O mecanismo preciso pelo qual a bactéria causa destruicao tecidual ainda
esta sendo estabelecido (Fig. 4). Estudos laboratoriais tém mostrado que bactérias
dos sitios com destruigao periodontal podem liberar enzimas com potencial danoso
para o tecido, produtos citotoxicos do metabolismo tais como acidos, amodnia e
aminas, e antigenos com atividades biolégicas, incluindo alguns que sao
quimiotaticos (SLOTS; GENCO, 1984). O hospedeiro pode elaborar uma resposta
imunoldgica a agressao bacteriana e a inflamagao resultante também pode levar ao
dano tecidual, por exemplo, seguindo a liberagao de enzimas proteoliticas e

linfocinas a partir de células fagociticas do hospedeiro (GENCO, SLOTS, 1984).
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Fig.4 Diagrama representando associacao biofilme dental / bactéria com a superficie do dente e tecidos

pericdontais.
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Em linhas gerais, pode-se concluir que o hospedeiro deve estar susceptivel
tanto sistemicamente como localmente. O ambiente local deve conter espécies
bacterianas capazes de levar a infecgdo ou pelo menos nio inibir a atividade do
patogeno. O ambiente também deve ser um meio condutor para expressao de
fatores de viruléncia pelo patégeno. O patdgeno deve estar em quantidade suficiente
para iniciar e causar a progressao da infec¢ado no individuo em um dado local.
Felizmente a ocorréncia simultanea desses fatores nao ocorre freqientemente, pois,

caso contrario, a doenga periodontal seria mais prevalente e severa na populagéo

(SOCRANSKY e HAFFAJEE, 1992: 1993).

Assim, o tratamento da periodontite é baseado no controle do numero
bacteriano supra e subgengival. Os outros fatores de risco sao muito dificeis (fumo,

estresse) ou impossiveis de controlar (idade, hereditariedade).
3.5 Importancia do controle de placa supragengival na doenga periodontal

O papel da placa bacteriana na etiologia da gengivite e periodontite ja foi bem
estabelecido. O estudo de Lde et al. (1965) claramente demonstrou que a
inflamacgado gengival esteve presente consistentemente apés a formagao da placa e

a sua remogao pbde reverter esse processo.

A placa supragengival é exposta na saliva e aos mecanismos de remogao
natural existentes na cavidade oral. Entretanto, embora esses mecanismos possam
eliminar restos alimentares, eles nédo podem remover adequadamente a placa
bacteriana. Portanto, a pratica de higiene oral regular & um requisito para a

apropriada eliminagéo da placa supragengival.

Essa pratica requer ndo apenas técnica e motivagdo adequada do paciente, como

também instrumentos especificos (ECHEVERRIA e SANZS, 2003).
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Embora as medidas de higiene oral possam prevenir a presenca de gengivite,
diferentes estudos tém demonstrado que a higiene oral regular, executada pelo
proprio individuo e nao supervisionada, nao pode ser considerada um meio efetivo
no tratamento periodontal, na auséncia de uma terapia basica. (LOOS et al., 1988,;
LINDHE et al, 1989). Por outro lado, excelente higiene oral doméstica pode
modificar tanto a quantidade como a composi¢ao da placa subgengival, sem futura
perda de insercédo (DAHLEN et al, 1992). Estudos longitudinais a respeito do

tratamento periodontal demonstraram que a manutengdo de um alto padrao de

higiene oral evita ou reduz a progressao da periodontite (AXELSSON e LINDHE,
1978; KALDAHL et al. 1993).

Além disso, ha evidéncias que demonstram que a melhora da sa(de oral e
gengival, por varias décadas, observada em paises desenvolvidos, tem sido
associada com a diminui¢cdo da incidéncia de doenga periodontal (HUGOSON et al.,
1998). Assim, pode-se concluir que o controle supragengival da placa bacteriana €
fundamental para a prevengao e tratamento das doengas periodontais, e com
apropriada motivagéo e instrugao por parte dos profissionais, a responsabilidade e

dividida entre o profissional e o individuo (ADDY; 2003).

A limpeza mecéanica dos dentes através da escovagao com creme dental € a

forma mais comum e potencialmente efetiva de higiene oral praticada pelos cidadaos
de paises desenvolvidos.

A limpeza mecanica regular dos dentes objetiva a manutengdo de um nivel de
placa, qualitativa e/ou quantitativamente, que & compativel com a saude gengival.
Teoricamente, a limpeza mecénica dos dentes poderia prevenir as doencas
periodontais, porém esse conceito parece nao considerar a multiplicidade de fatores

que influenciam a capacidade dos individuos em limparem os seus dentes o
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suficien ' : : Lo "
te para prevenir as doencas periodontais, como a motivacao e coordenacao

motora na execugdo dessas atividades. Isso pode explicar, em parte, a alta

prevaléncia da gengivite e periodontite. Assim, a adicdo de agentes quimicos ao

controle de placa pode ser justificada como meio de suprir as deficiéncias do

controle mecanico (ADDY, 2003).

3.6 Tipos de sistemas de liberacdo para manutengao da saude periodontal

Agentes designados para agir no biofilme dental supragengival podem ser
liberados, a principio, por veiculos topicos de liberagao tais como dentifricios, géis,
colutorios, “sprays”, vernizes e gomas de mascar (AINAMO e ETEMADZADEH,
1987), supondo compatibilidade apropriada do agente e do veiculo durante a
aplicagado. Agentes para ag¢ado no biofilme dental subgengival podem ser aplicados
sistemicamente ou localmente na bolsa efou sulco gengival periodontal utiizando
irrigadores subgengivais ou sistemas com dispositivos de liberacéo lenta (VAN DER

OUDERAA, 1991; KILLOY, 1998).
3.7 Caracteristicas dos dentifricios

Os dentifricios possuem essenciaimente trés fungbes: leve agao abrasiva
para prevenir formagéo de manchas, liberagéo de aroma e formagao de espuma e
presenca de agentes antiplaca. Os géis se diferenciam dos dentifricios por nao
conterem materiais abrasivos ou agentes espumigenos. Para liberar o agente
antiplaca eficazmente, o0 dentifricio deve manter suas propriedades sem
comprometer as fungdes basicas. A mistura complexa dos componentes deve ser
quimica e fisicamente compativel com o agente antiplaca, gerando um produto que
seja estavel durante a estocagem, € que permita a liberagaéo do agente para os sitios
de agdo, na forma biologicamente ativa, durante o tempo de aplicagao. Na pratica,

poucos agentes antipfaca tém sido incorporados de modo eficaz em dentifricios,
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devido & incompatibilidade destes agentes com os excipientes (por exemplo, a

Interacdo da clorexidina com o lausil sulfato de sodio), além da natureza e

complexidade do ambiente oral (CUMMINS e CREETH, 1992).
3.8 Requisitos para sistemas de liberagao de agente antimicrobiano

Para qualquer tipo de sistema de liberagdo de agente antimicrobiano, os
produtos designados para o controle do biofilme dental supragengival devem ser

formulados de forma a consentir, tendo como principios basicos:

* O produto deve fornecer um ambiente fisico, quimico e microbiologicamente

estavel para o agente ser dosado acima da meia vida projetada do produto.

» A formulagéo deve ser realizada para facilitar a 6tima biodisponibilidade dos

agentes no sitio de a¢ga0, na cavidade oral, durante o uso.

e O sistema de liberagdo do produto deve ser de facil aceitagao pelo paciente.
Por isso, colutérios e, em particular, os dentifricios, sdo ampiamente
utilizados. Isso se deve as suas propriedades cosméticas que aumentam a
percep¢ao de frescor na boca e, portanto, sac socialmente aceitaveis. Para
manter essa aceitagio, certas propriedades do produto tais como: aroma,
remogéao de manchas e sensagéo de frescor nao devem ser comprometidas
pela inclusdo de agentes antiplaca. Conseqilentemente, os componentes
basicos incorporados em um dentifricio para garantir essas propriedades, em
particular agentes abrasivos suaves, agentes aromatizantes e espumigenos,

devem ser compativeis com o sistema antiplaca e vice-versa.

O sistema antiplaca deve oferecer relagao favoravel de custo-beneficio.
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O uso do sistema Nao deve resuitar em reacdes adversas tais como manchas

nos dentes e lingua, alteragso no paladar, descamacgdo da mucosa ou

alteragdes patogénicas na microbiota bucal (VAN DER OUDERAA, 1991).

E importante considerar que fatores como pH, forga i6nica, interagao entre o
agente e veiculo de liberagao, metabolismo e solubilidade podem influenciar a

biodisponibilidade do agente antiplaca (VAN DER OUDERAA e CUMMINS, 1989).

Processos danosos envolvendo reagdo quimica e / ou interagao quimica
podem ocorrer entre o agente e os excipientes no veiculo. O exemplo classico de
incompatibilidade quimica é a precipitagdo de sais de clorexidina e compostos
quaternarios de amoénia na presenga de moléculas de longas cadeias de
surfactantes, tais como, o estearato e laurilsulfato de sédio (BARKVOLL et al., 1989).
Essa precipitacao inativa a clorexidina, sendo a principal razdo da sua n&o
biodisponibilidade quando incorporada ao dentifricio convencional (JOHANSEN et
al., 1975; VAN DER OUDERAA e CUMMINS, 1989). Além disso, essa reacgac
prejudica a atividade da clorexidina quando na forma de enxaguatério, logo apés a

escovagao com qualquer dentifricio contendo este detergente na férmula (OWENS

et al., 1997).
3.9 Consideragdes sobre o agente antimicrobiano:

Um consideravel numero de fatores influencia o grau de eficacia do agente
antiplaca obtido in vivo. Alguns desses fatores sac propriedades do agente e outros
resultam da necessidade de dosar o agente via o veiculo de liberagdo. Os agentes

antiplaca para aplicagao topica necessitam possuir 6 propriedades:

A — Eficacia antimicrobiana intrinseca contra microrganismos orais; o que sugere

que agentes de amplo espectro devem ser usados;
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B- Substantividade;
C - Estabilidade quimica durante a estocagem;

D - anci = . < ,
Auséncia de réagoes adversas, tais como alteragéo de cor ou interagdes com a

mucosa;
E - Segurancga toxicologica:

F-Seguranca ecologica. Por exemplo, o agente ndo deve resultar em

desenvolvimento de resisténcia bacteriana ou crescimento exagerado de espécies

oportunistas.

Dessas seis propriedades, os trés primeiros séo relevantes a respeito de sua
eficacia in vivo. A demais s&o consideragoes inviolaveis para determinar se o agente

pode ser usado (VAN DER OUDERAA, 1991).

Embora as propriedades antibacterianas nao estejam necessariamente
correlacionadas com atividade antiplaca, um agente antimicrobiano pode ter um
consideravel valor clinico ao suprimir seletivamente bactérias periodontopatogénicas
em condigdes que poderiam proliferar, mesmo se tiver poucos efeitos na biomassa
da placa dental. Por outro lado, um agente que interfere na taxa de acimulo ou
metabolismo da placa supragengival poderia inibir a produgic de mediadores

inflamatérios e assim reduzir o risco de desenvolvimento da gengivite (MARSH,

1991).
3.10 Modo de a¢ao da clorexidina

A clorexidina (Fig.5) € uma base com carga positiva com atomos de
hidrogénio uniformemente distribuidos ao longo de sua molécula; geralmente
contém relativamente pequenos grupos lipofilicos, sendo mais freqientemente

usada como um sal de digluconato. O balango hidrofilico/lipofilico & o principal fator
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que influencia a atividade antibacteriana em uma série de biguanidinas

relacionadas(DAVIES,1973).

NH NH
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Fig.5. Molécula de clorexidina

O digluconato de clorexidina possui uma superficie extremamente ativa,
reduzindo a tensdo da agua para 50 dinas/cm a 0,59% (concentragdo em que ha
formagdo de micelas). Isso indica que a molécula pode dobrar sobre si mesma, o

que indica que possui uma porgao hidrofilica e outra hidrofobica (DAVIES, 1973).

A clorexidina, sendo positiva, interage com bactérias, pois estas carregam
cargas negativas na sua superficie em valores de pH fisiologicos. Na neutralidade, a
adsorcdo é rapida, extensiva e a concentragédo de clorexidina livre na solugéo é
baixa embora dependente da cepa bacteriana. Sob condigbes acidas, a superficie
ionizada € suprimida e o efeito bactericida da clorexidina & fortemente reduzido. A

afinidade da bactéria pelo bactericida € um importante fator determinante da

poténcia antimicrobiana (DAVIES, 1973).

Esse agente se une fortemente as membranas celulares das bactérias,
podendo levar a um aumento da permeabilidade com extravasamento de
componentes intracelulares de baixo peso molecular, sendo uma agao
bacteriostatica. Porém, em concentragoes maiores pode provocar a precipitagao do

citoplasma e morte celular, atuando como bactericida (GJERMO, 1989).

Ap6s o primeiro relato da inibicdo completa da formagédo da placa pela

clorexidina (LOE e SCHIOTT, 1970), se tornou-se evidente que esse efeito nao
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poderia ser expli A :
plicado pela Supressao geral da microbiota oral devido a morte
bacteriana durante o bochecho

Gi
JErMo et al. (1970) mostraram que outros agentes antibacterianos com

atividade i is i (L . .
gual ou mais intensa in vilro contra bactérias salivares nao foram capazes

de prevenir a formacéo da placa in vivo.

Ao mesmo tempo, Rélla et al. (1970) mostraram que a clorexidina possui uma

forte afinidade as mucinas salivares in vitro e sugeriu que isso pode ser um
importante mecanismo para explicar esse efeito in vivo da droga. Os autores
sugeriram que as moléculas de clorexidina podem ser retidas nas superficies orais
por uniao eletrostatica reversivel, com uma subseqiente liberagéo ienta a partir dos

sitios de retencgéo, 4 medida que a concentragao salivar diminui € a concentragao

relativa do calcio aumenta.

Ainda nesse sentido, Hjeljord et al. (1973) estudaram a adesio da clorexidina
a proteinas (albumina) in vitro. Observaram que a relativa forgca de adesdo as
proteinas pode ser significante na retencao da clorexidina na cavidade oral, agindo
como reservatorio de atividade antibacteriana na boca. Para os autores, o estudo in
vitro com as proteinas precipitadas em quantidade correspondente a provavel
quantidade presente in vivo, poderia sugerir a ocorréncia de uma leve desnaturagao
da proteina adsorvida as membranas mucosas e aos dentes, e a lenta
reversibilidade dessa reacéo pode ser uma explicagéo parcial para a retengéo in vivo
observada pela clorexidina na boca. Tal explicagcdo pode ser considerada em
relacao ao fato de que a clorexidina permanece por um extenso periodo na cavidade

oral, apesar da constante e relativamente rapida renovagéao salivar.

O alto grau de substantividade € uma das caracteristicas mais importantes

das drogas e agentes usados para o controle da placa bacteriana. Pode ser avaliado
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or mens 3 ’ - . .
P uragao do numero de bactérias salivares produzidas por agentes

antimicrobianos (ELWORTH et al., 1996). Esse termo transmite a idéia de uma

associagao entre o agente e sey substrato, sendo uma associagcdo maior ou mais
prolongada do que a esperada por uma simples deposigdo mecanica. Agentes com
alta substantividade manifestam uma adesao néo especifica por forgas de Van der
Waals (forga de atragao intermolecular que ocorre entre dipolos induzidos, sendo
consideradas ligacoes fracas), atracao idnica, atragcao hidrofébica ou atragdo
covalente a outros sitios além dos sitios primarios de a¢éo da droga tais como seus
receptores. Dessa forma, agentes com alta substantividade sdo muito desejaveis

para aplicagao topica oral (GOODSON, 1989).

Assim, as superficies orais podem agir como um reservatério, ao liberar
moléculas do agente por um periodo de tempo prolongado, em quantidades
suficientes para manter o ambiente bacteriostatico da cavidade oral e inibir as
bactérias de suas atividades metabolicas essenciais para multiplicacdo e aderéncia

(GJERMO, 1989).

Um exempio da importancia desta caracteristica é verificado ao se comparar
eficacia do bochecho de clorexidina com o composto quaternario de amédnia na
reducdo da contagem bacteriana. Para se aproximar ac efeito da clorexidina s&o

necessarios 4 bochechos diarios com o composto quateérnario de ambnia

(BONESVOLL e GJERMO, 1978).

3.11 Efeitos colaterais da clorexidina

O sabor amargo das solugbes aquosas da clorexidina foi inicialmente
considerado um grande obstaculo ao uso clinico da droga. Entretanto, a
subseqiiente alteragéo de paladar (principalmente para doce e salgado) € um efeito

colateral relatado por uma minoria de pessoas. A interferéncia na sensagao é
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causada por desnaturagao de proteinas de superficie presentes nas papilas
gustativas. Assim, Saxer e Linden (1977) e Asikainen et al. (1981) mostraram que o
acréscimo de aromatizantes nao reduziu sua eficacia, porém para Addy (1986) o

sabor desagradavel nao pode ser totalmente mascarado por agentes aromatizantes.

Efeitos colaterais sistémicos sao extremamente raros, sendo que uma série
de estudos nao encontrou qualquer alteragdo. Com excegao da gengiva, dorso da
lingua e palato duro, a mucosa oral ¢ revestida por um epitélio ndo queratinizado,
sendo um tecido eficiente na absorcdo de muitas drogas e agentes aplicados
topicamente. Como resultado, as drogas destinadas para uso tdpico tém que
apresentar baixa toxicidade aguda ou crénica (GOODSON, 1989). Desta forma,
Foulkes (1973) e Loée (1973) afirmaram que o emprego da clorexidina nos
procedimentos de higiene oral pode ser realizado seguramente, devido ao seu baixo
nivel de toxicidade, pois trata -se de uma molécula altamente estavel e pobremente

absorvida.

Existem relatos a respeito de erosdo de mucosa devido ao emprego da
clorexidina, porém nao & um achadoc comum e parece ser dependente da
concentracao. Outro efeito extremamente raro e menos compreendido é o inchago

uni ou bilateral das glandulas parétidas (ADDY, 1986).

A alteracio de cor dos dentes tem sido freqiientemente relatada como
conseqiiéncia da aplicagdo de clorexidina na boca e acredita-se que seja o efeito
colateral mais importante, devido a problemas cosméticos que sdo criados
(BANTING et al., 1989). As manchas sao facilmente removidas através de profilaxia
e polimento coronario (LOE, 1973). Acredita-se que estejam relacionadas com a

concentracdo deste agente, modo de aplicagdo e presenga na dieta de agentes

cromogenos. (GJERMO, 1989).
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Segundo Jenkins et al. (1993) a euforia inicial com os estudos que
demonstraram as propriedades antiplaca da clorexidina se confrontou com o
reconhecimento de um efeito colateral local e cosmético deste anti-séptico. Para
todos os tipos de férmulas que incluem a clorexidina a formagao de manchas nos
dentes foi considerada o fator principal limitante ao uso de clorexidina por longo
prazo como adjunto ou substituto da limpeza mecanica. Entretanto, os individuos
deficientes mentais e de membros superiores s&o considerados uma excegao.
Assim, as aplicagdes foram reduzidas a um periodo de médio e curto prazo, para
obter os beneficios antimicrobianos em relagéo aos efeitos colaterais, e assim tem-
se provado ser benéfica em uma variedade de situagdes clinicas (BINNEY et al,,

1995; SMITH et al., 1995; RENTON-HAPER et al., 1998).
3.12 Indicagdes quanto ao uso da clorexidina

As indicagdes quanto ao uso da clorexidina no biofime dental supragengival

sdo diversas:

(A) Auxiliar a higiene oral mecanica na terapia periodontal basica (GJERMO,

1974),

(B) Pré—cirtrgico e pés-cirurgico incluindo cirurgias periodontais, e alisamento
radicular (DAVIES, 1977) e.cirurgias para instalagao de implantes;

(C) Fixagao intermaxilar (NASH e ADDY, 1979);

(D) Deficientes fisicos e mentais (STORHAUG, 1977, PANNUTI et al., 2003);

(E) Pacientes comprometidos por medicagao e predispostos a infecgao oral
(LANGSLET et al., 1974),

(F) Pacientes com alto indice de caries (ZICHERT et ai, 1984);

(G) ulceragéo oral recorrente (ADDY, 1977).
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(H) Usuarios de aparelho ortodsntico fixo e removivel (BRIGHTMAN e
TEREZHALMY, 1991),

3.13 Aplicagio clinica da clorexidina

Lée e Schiott (1970) avaliaram o efeito do emprego do bochecho com
clorexidina a 0,2% diario (1 ou 2 vezes ao dia) e aplicagéo tépica do gel a 2%.
Observaram que o bochecho duas vezes ao dia preveniu efetivamente a formagéao
da placa bacteriana e o desenvolvimento da gengivite ao contrario de um bochecho

diario, ao passo que a aplicagdo do gel preveniu a formagdo de placa

completamente.

Apos esse estudo (LOE e SCHIOTT, 1970), que levantou a possibilidade de
controle de varios indices relativos aos tecido periodontais, Hennessey (1973)
realizou um estudo para avaliar o espectro de a¢ao do bochecho com digluconato de
clorexidina a 0,2% em 3 voluntarios. Foi observado que as bactérias presentes na
saliva desses diferentes individuos variou consideravelmente em sua suscetibilidade
a acao bacteriostatica da clorexidina e sugeriu que possivelmente houve uma
redugdo transitéria. Nessa época os autores sugeriram a necessidade de mais

estudos clinicos para avaliar se haveria indugdo de resisténcia bacteriana com o

emprego desse agente.

No mesmo ano, Flotra (1973) apresentou resultados de uma série de estudos
que estavam sendo realizados com o intuito de avaliar a eficacia de diferentes meios
de aplicagao local da clorexidina. Em um grupo de criangas com higiene oral
supervisionada com dentifricio de clorexidina a 0,8% observou-se que o indice de
placa pode ser mantido em um baixo nivel nesse sistema. Em pacientes deficientes
a aplicagao do gel de clorexidina a 0,8% em moldeiras por um periodo de 4 semanas

levou a redugdo de 1/3 no indice de placa. Foi constatado que 15% das superficies
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Interproximais e 7% das vestibulares apresentaram alteragao na cor, que também

Ocofreu, em menor grau, nas restauragdes. A aplicagdo do gel nos pacientes
deficientes levou a uma descoloragao intensa e 1/3 deles necessitaram de polimento

profissional a cada 4 meses. Nenhum outro efeito colateral foi observado.

Posteriormente, Lennon e Davies (1975) avaliaram o emprego do gel de
clorexidina 0,5% em 12 estudantes, que receberam profilaxia inicial (zero placa). Os
participantes foram instruidos a escovar os dentes duas vezes ao dia com o gel,
sendo que a cada periodo de duas semanas os grupos se alternavam entre o uso do
gel placebo e do gel teste. Os resultados mostraram que o gei de clorexidina reduziu
significativamente a formagao de placa quando comparado com o gel placebo, mas
a melhora na sadde gengival ndo foi estatisticamente significante. Os autores
justificam esse resultado devido & provavel falta de calibragdo entre os

examinadores.

Johansen et al. (1975) estudaram o efeito de dois dentifricios com clorexidina
a 0,1% e 0,4% na formacgéo de placa, carie e gengivite, em 73 estudantes por um
periodo de 2 anos. Ndo encontraram diferengas significantes com o grupo controle
nos indices avaliados e a alteracdo de cor nos dentes e restauragdes foi a principal

queixa dos participantes. Sugerem que os resultados podem estar relacionados com
erros na metodologia empregada.

Assim. uma série de estudos foi realizada para analisar os efeitos do
bochecho diario de gluconato de clorexidina a 0,2% por 2 anos, num grupo de
estudantes dinamarqueses, sendo 61 no grupo teste e 59 no de controle. Em linhas

gerais foi observado, em 1976, que o tratamento com clorexidina adicionado a

escovagao e profilaxia profissional reduziu a placa e a gengivite. O principal

problema encontrado foi formagéo de manchas marrons na superficie dos dentes
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(LOE et al., 1976). Além disso, houve um decréscimo da 30 a 50% no total de

microrganismos aerdbicos, anaerébicos e Streptococcus na saliva, sem produzir
uma alteragao detectavel oy relativa e sem favorecimento do crescimento de bacilos
gram-negativos. Apo6s cessacao do tratamento, essa redugdo da microbiota
desapareceu. O ecossistema microbiano na saliva pareceu relativamente pouco
alterado (RINDOM-SCHIOTT et al., 1976). O nivel de toxicidade foi muito baixo
segundo os parametros médicos analisados (hemoglobina, taxa de sedimentagio,
numeros de eritrocitos e leucocitos) (RINDOM-SCHIOTT, et al., 1976). Da mesma
forma, a andlise do estrato comeo da mucosa oral nas amostras testes nao foi
detectavelmente diferente as do grupo controle (MACKENZIE et al., 1976). Também
nao foram observadas alteragbes nas atividades das enzimas estudadas, sendo que
os tecidos nao apresentaram quaiquer evidéncia de alteragao inflamatéria crénica ou

pré-maligna (NUKI et al, 1976).

Emilson e Fornell (1976) avaliaram o efeito da escovagao diaria (1X ao dia)
com gel de clorexidina a 0,5% por 12 meses com 37 estudantes. Observaram que o
gel teste nao influenciou significativamente a formagio de placa, condigbes
gengivais, ou céaries ao ser comparado com o gel placebo. Nenhuma diferenga foi
observada do efeito do tratamento na contagem bacteriana salivar apés 2 semanas,
com excecdo para o S. sanguis, que aumentou no grupo teste e reduziu apés o
término do tratamento. Nao foram observadas tendéncias para a selegdo ou
proliferagédo de outros estreptococos, lactobacilos gram-negativos, leveduras ou
estafilococos. Os autores sugerem que a quantidade de clorexidina no bochecho
pode ser estimada em 20mg, sendo que apenas 2-3mg da droga foram usados a

cada escovagdo. Assim, concluiram que a dose empregada pode nao ter sido

suficiente.
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Do mesmo modo, Sjdblom et al. (1976) avaliaram a acao antimicrobiana de
um dentifricio contendo clorexidina a 0,5% com 2 dentifricios contendo fluoreto. Dez
estudantes participaram do estudo que se estendeu por 4 semanas. Cada dentifricio
foi aplicado em moldeiras que foram utilizadas 2 vezes ao dia por 4 dias
consecutivos. As moldeiras foram mantidas em posigao por 1 minuto. Os resultados

mostraram que o creme dental teste ndo se diferenciou do controle, segundo os

parametros analisados, como o indice de Placa (I.P.).

Russell e Bay (1978) realizaram um estudo clinico para avaliar o efeito da
escovacao diaria de 3 minutos com dentifricio a base de gluconato de clorexidina a
1% nao abrasivo (Cordysol®/Hibitane®) na placa dental, gengivite e aumento
gengival em 30 criangas deficientes mentais epilépticas tratadas com fenitoina. Apds
2 meses foi observada uma significante reducéo no indice de Placa (60%) e Indice
Gengival, 1.G. (1,14 para 0,91), sendo estatisticamente significante, porém
clinicamente ndo suficiente. Nac houve redugdo do aumento gengival com o
emprego do dentifricio. Foi observada alteragdo de cor dos dentes, porém em

menor intensidade que no bochecho.

Etemadzadeh et al. (1985) realizaram um estudo para comparar o efeito
inibitério de dois cremes dentais contendo fluoreto (0,1%), sendo um com adigéo de
clorexidina (0,8%) e o outro com 1,7U/g de glucose oxidase. Empregaram dois
grupos controle, sendo um com gel de clorexidina (1%) e outro com creme dental
convencional a base de fluoreto. Foi observado que o controle positivo (gel de
clorexidina a 1%) apresentou o melhor efeito inibidor de crescimento da placa dentat,
seguido do creme dental teste também a base de clorexidina. O outro dentifricio
teste nao diferenciou do controle negativo. Para os autores o efeito inibidor de placa

do creme dental com clorexidina pode ser considerado satisfatorio. Os autores ainda
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sugerem que teoricamente a incorporagao de clorexidina num agente abrasivo
poderia ter a vantagem de que as particulas abrasivas poderiam eliminar as
manchas causadas pelo agente antiplaca. O problema dessas combinagdes & que
muitos cremes dentais tradicionais contém sulfatos, fosfatos e detergentes anidénicos
que interferem na atividade da clorexidina, nao obtendo resultados comparaveis com

os sistemas para bochecho ou géis (ETEMADZADEH et al., 1985).

Moran et al. (1988) mensuraram a contagem bacteriana salivar e a presenca
ou auséncia de atividade antibacteriana na saliva apoés a escovacao dentaria com 7
dentifricios disponiveis comercialmente, comparando os seus efeitos com o gel de
clorexidina a 1%. Em linhas gerais, todos os dentifricios produziram redugio da
contagem de estreptococos aerdbicos e anaerdbicos, sendo que o que continha
hexetidina produziu efeitos mais significativos. Por outro lado, o dentifricio contendo
enzima e fluoreto de amina, teve pouco efeito na contagem bacteriana. O gel de
clorexidina produziu uma grande redugéo na contagem salivar, que foi evidente por
pelo menos 5 horas apds a escovagdo. A atividade antibacteriana salivar esteve
presente apenas imediatamente apdés a escovagdo com o creme dental com
hexetidina, ao passo que o gel de clorexidina esteve presente por mais de 80 min
apdés a escovacao. Os autores sugerem que os dentifricios analisados possuem
atividade antibacteriana salivar limitada e questionam o beneficio relativo desses

dentifricios na doenca periodontal através do seu efeito antimicrobiano.

Addy et al. (1989) avaliaram o efeito na formagéo de placa por 4 dias de um
dentifricio comercialmente disponivel de Triclosan a 0,2% de citrato de zinco a 0,5%
com diferentes formulagdes experimentais de clorexidina a 0,5%. Todos os
dentifricios avaliados reduziram significativamente a placa em comparagdo com a

pasta controle (sem agente ativo), mas foram significativamente menos efetivos do
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que o bochecho de clorexidina a 0,2%. Alguns participantes relataram distdrbios no

paladar associados com ga Clorexidina (dentifricio). Os autores sugerem que a
atividade do colutorio com clorexidina ¢ dificil de se igualar quando o agente é
incorporado ao dentifricio. Acreditam que os detergentes podem reduzir a
disponibilidade de clorexidina e assim explicar a redugdo de suas propriedades
inibitorias. A complexidade de varias formulas torna dificil determinar se a atividade

inibitéria foi dependente somente do anti-séptico contido no dentifricio.

Jenkins et al. (1990) estudaram o efeito de varios dentifricios contendo
clorexidina a 0,5% e triclosan a 0,2% com e sem citrato de zinco comparando os
seus efeitos na reducao de contagens salivares com o bochecho com clorexidina
0,2%. Participaram deste estudo 10 voluntarios que realizaram a escovagao por 1
minuto e as contagens bacterianas salivares foram realizadas ao final de 7 horas.
Todos os dentifricios analisados diminuiram a contagem bacteriana, sendo que
nenhum mostrou persisténcia de efeito antimicrobiano maior que 5 horas. Assim,
observaram nesse estudo e em investigacbes anteriores, que a persisténcia da acao
antimicrobiana de dentifricios apos uma Gnica escovagao parece ser um util modo de
avaliar as contagens bacterianas salivares. Embora existam diferengas individuais
entre varios dentifricios contendo clorexidina e triclosan, nenhum produziu redugées
nas contagens bacterianas na magnitude e duragao observadas com o bochecho
com clorexidina. A maioria das pastas reduziu significativamente as contagens entre

1 a 3 horas, sendo que trés apresentaram efeitos apds 5 horas (0,2% de clorexidina;

0,5% clorexidina/betaina; 0,5% clorexidina/Tween 20).

Em estudo realizado pelos mesmos autores, em 1991, foi avaliado um creme

dental com 1% de clorexidina/1000ppm de fluoreto formulado para garantir

proporcionalmente alta biodisponibilidade do anti-séptico. Utilizando o modelo de
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gengivite experimental, o dentifricio teste produziu uma redugéo na placa dental e na
gengivite e clinicamente significante apés 21 dias, comparado com o controle

(dentifricio contendo 1000ppm de fluoreto). Entretanto, a alteragéo de cor dos dentes

foi marcadamenie aumentada durante o uso da férmula.

Em vista desses resultados animadores pareceu pertinente avaliar o
dentifricio no uso normal (domestico). Assim, Yates et al. (1993) realizaram um
estudo com 297 voluntarios que iniciaram a pesquisa com um minimo aceitavel de
gengivite. Foram coletados dados referentes aos indices de placa e gengival,
sangramento, altera¢ao de cor e calculo. Foram manipulados 3 tipos de dentifricios,
sendo : (1) 1% de clorexidina/1000ppm de fluoreto |, (2) clorexidina a 1% e (3) base
da férmuia, sem agentes ativos (controle). Os voluntarios usaram o produto 2X ao
dia, durante 6 meses, sendo que nao receberam qualquer instrugao de higiene oral
adicional. Os indices de placa, gengival e 0 sangramento a sondagem melhoraram
nos 3 grupos. Entretanto, a alteragido de cor e o indice de calculo aumentaram
significativamente nos grupos testes em relacdo ao controle. Os autores sugeriram,
entdo, que se esses efeitos colaterais forem aceitaveis, os cremes dentais com
clorexidina deveriam ser recomendados com a mesma indica¢ao clinica dos outros
produtos que contém clorexidina. A compatibilidade aparente do fluoreto com a

clorexidina pode ser importante na prevengao de carie.

Jenkins et al. (1993) avaliaram a eficacia de um dentifricio contendo
clorexidina a 1%, formulada para garantir alta disponibilidade desse anti-séptico. O
estudo foi realizado em 19 dias, com 14 voluntarios. Partindo de zero placa em todos
os participantes, foi empregada a escovagao duas vezes ao dia com o creme dental,
sendo posteriormente avaliados os indices de placa e gengival, além da presenc¢a de

manchas dentarias. O desenvolvimento de biofilme dental e "gengivite foram
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estatistica e clinicamente significantes entre o grupo controle e teste. Por outro lado,

a descoloragao dentaria estava significativamente aumentada no grupo teste.

Sanz et al. (1994) conduziram um estudo de 6 meses para avaliar o efeito de
um creme dental com clorexidina 0,4%/lactato de zinco (0,34%Zn?*)/1450ppm de
flior, em comparagao a dentifricio controle com carbonato de calcio/1100ppm de
fiior, disponivel comercialmente; e com bochecho com clorexidna 0,12% duas vezes
ao dia. Os 208 participantes receberam profilaxia inicial € ndao receberam instrugéo
de higiene oral. Foram orientados a escovar os dentes 2X ao dia. Ao final do estudo
foi observada alteragcdo de cor dos dentes no dentifricio teste, porém em menor
intensidade que o bochecho. Porém, houve significante redugdo de placa e gengivite
(indice gengival e nimero de sitios sangrantes) em relagdo ao creme dental

controle.

Claydon et al. (1995) empregaram uma metodologia de curto prazo para
avaliar o efeito de dentifricios contendo clorexidina a 1% e fluoreto com placebo e
agua. Foi observada uma redugdo na formagao do biofiime dental em ambos

dentifricios, quando comparados com o controle.
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4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Selecao dos individuos

O experimento clinico foi realizado na Clinica de Periodontia da Faculdade de
Odontologia, no Centro Biomédico, Campus de Maruipe, da Universidade Federal do
Espirito Santo (UFES), sob a responsabilidade do Prof. Alfredo Feitosa. Todos os
protocolos clinicos e laboratoriais foram aprovados pelos Comités de Etica em
Pesquisa da Universidade de Santo Amaro protocolado CEP / UNISA n° 12/2003 e
do Comité de Etica em Pesquisa do Centro Biomédico da Universidade Federal do

Espirito Santo aprovado e registrado em Ata no dia 10/03/2004.

4.1.1 Critérios de inclusio:

A. Apresentar boa salde sistémica, constatada, por meio de anamnese e

exames laboratoriais,

B. Possuir 02 pré-molares e 01 molar em um dos quadrante inferior; sem bolsa
periodontal;

C. Ter recebido previamente terapia periodental cirdrgica ou nao cirdrgica em
qualquer uma das arcadas, nos programas de terapéutica periodontal do
Curso de Odontologia ou nos programas de pés-graduagao de Periodontia da

UFES;

D. Ter idade na faixa etaria de 18 a 55 anos;




56

4.1.2 Critérios de exclusio:

A. individuos que receberam antibioticoterapia ou utilizaram anti-sépticos bucais
nos trés meses antecedentes ao estudo;

B. pacientes gestantes, com uso de contraceptivos ou com histdria de reagao

alergica aos componentes da férmula do dentifricio;

- pacientes na menopausa;

C

D. fumantes;
E. diabéticos;
F

. cardiopatas:
G. pacientes com qualquer alteragao sistémica de ordem sanguinea.
4.1.3 Metodologia da selecao dos individuos:

Assim, de acordo com os critérios supracitados, foram selecionados 18
individuos que apresentavam boa salde sistémica e com histérico de periodontite
tratada da popuiagéo que participava dos servigos de Periodontia da UFES. O n (18
individuos) adotado baseou-se na populagido estimada tratada neste servico de
Periodontia do Centro Biomédico, utilizando-se uma tabela estatistica para calculo
(SIQUEIRA e SOARES, 2001) Os individuos recrutados foram agendados para
selegdo baseados nos critérios de inclusao. Apds o exame clinico bucal realizado
pelos especialistas, os individuos que atenderam aos critérios de inclusdo foram
alocados de forma aleatdria, através de sorteio, em dois grupos, controle (n=9) e
teste (n=9), sendo que nenhum dos voluntarios recrutados fez uso de outro tipo de
anti-séptico bucal ou antibi6tico nos 3 meses antecedentes ao estudo.

Os individuos, entao selecionados, receberam cédigos de identificagéo e seus
mes na pasta dental sem mencionar as caracteristicas especificas, ou

respectivos no
seja, placebo ou teste, adotadas pela responsavel do sorteio. Entdo, todos os
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candidatos selecionados foram divididos em duas partes iguais onde foram
escolhidos aleatoriamente POr sorteio, e parte deles recebeu o dentifricio placebo e o
restante, o dentifricio teste (com o principio ativo teste). Todos os individuos
selecionados nio tinham acesso as informagdes quanto a caracteristica da pasta

dental, nem os examinadores participantes do experimento, caracterizando um

ensaio clinico duplo-cego, aleatdrio e controlado.

Todos os individuos receberam uma carta de informagéo e assinaram o termo
de consentimento livre e esclarecido para participagédo voluntaria no estudo, além de
uma explanac¢ao verbal sobre a pesquisa, detalhando as fases do experimento, bem
COmo os riscos e beneficios a que estavam sendo submetidos. Todos se
apresentavam no momento do exame clinico e da coleta do material sem nenhum
sinal ou sintoma de alteragdes sistémicas. Os participantes foram assegurados de
que o tratamento odontolégico proposto seria realizado, mesmo que por qualquer
motivo o voluntario desistisse de participar do estudo.

Os individuos receberam explanagdes de um dos pesquisadores participantes
quanto a orientacdo da higiene bucal. Assim, modelos de estudo foram
confeccionados com gesso pedra comum, tipo Il (Herodent, Sao Paulo, SP, Brasil)
de cada um dos voluntarios. Uma moideira (matriz individual) de silicone (Blue
Equipamentos, Ribeirdo Preto,SP, Brasil) macia e semi-rigida de espessura de 0,3
mm, preparada no plastificador a vacuo (Bio-Art, Ribeirdo Preto,SP Brasil) foi
recortada e aliviada para criar um espago que propiciasse o acumulo do biofiime
dental na porgéo cervical vestibular dos .dentes controle ou teste. Quando os
individuos apresentaram ao exame clinico bucal todos os deptes pré-molares e

primeiros molares inferiores homolaterais, a selegéo dos dentes controle ou teste foi

feita por sorteio pelo pesquisador examinador.
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Aos individuos foi informado que a higiene bucal deveria ser realizada
somente na arcada superior com escova e agua por um periodo de 21 dias. A
moldeira deveria ser usada todo o dia sendo removida e limpa com agua corrente e
imersa em um copo de agua no periodo noturno até a primeira hora da refeigao. A
moldeira era retirada durante os intervalos de refeicGes, lavada e recolocada com a
pasta dental (Anexo2)

O experimento clinico foi dividido em 04 (quatro) fases, denominadas de Fase
O, Fase 7, Fase 14 e Fase 21, as quais representavam os diferentes tempos (dias)
de exposicdo do biofilme placa dental ao dentifricio placebo ou teste. Os
pesquisadores selecionadores nao tinham acesso aos pesquisadores examinador e
registrador. Outro pesquisador registrava todos os momentos com fotografias
(Mavica FD 92, Sony, Sao Paulo, SP, Brasil) da coleta de placa dental dos dentes de
cada individuo em cada fase do experimento. Deste modo, em cada fase
experimental realizavam-se os parametros clinicos periodontais e a coleta dos
especimes clinicos, placa dental para analise microbiolégica molecular.

4.2 Coleta dos espécimes clinicos

Esta investigagdo foi do tipo ensaio clinico duplo-cego controlado e
aleatorizado e seguiu de acordo com o desenho experimental proposto (Quadro 1).

A coleta de placa dental supragengival (Anexo 2) foi realizada com 03 cones
de papéis esterilizados (Tanari n° 40, Sdo Paulo, SP, Brasil) inseridos no sulco
gengival com isolamento relativo do campo (roletes de algodao Cremer, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), mantidos e cronometrados por 30 segundos. Apds este tempo,
os cones foram transferidos para um tubo criogénico Eppendorf de 1,5 mi (TPP,
U.SA.) contendo 0,5 ml de agua Milli-Q esterilizada. Os tubos receberam os seus

respectivos codigos de identificagéo previamente. Logo apds, estes foram mantidos
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em gelo seco e conservados sob refrigerac@o a 4° C., transportados e preservados
em nitrogénio liquido a — 70° C para o Laboratério de Imunologia e Biologia
Molecuiar e Celular do Nicleo de Doencgas Infecciosas (NDI) da Universidade
Federal do Espirito Santo (UFES) sob a reponsabilidade do Prof. Dr. Rodrigo Ribeiro
Rodrigues.

Imediatamente apés a coleta dos especimes clinicos, iniciou-se o registro dos
parametros periodontais constituidos pelos indices de Placa - IP (SILNESS e LOE,
1964), Gengival - I1G (LOE e SILNESS, 1967), Profundidade Clinica de Sondagem
do Sulco - PCS, Nivel de Insercao Clinica - NIC e Sangramento Gengival — SG
(AINAMO e BAY, 1975).

Os dois grupos receberam instrugoes de higiene bucal minuciosa no momento
da Fase O (Baseline) (Anexo2). Logo apés, procedeu-se a intervengéo clinica de
profilaxia com pasta abrasiva e taca de borracha montada em motor de baixa
rotacdo sobre as superficies vestibulares dos dentes testes ou controle. Este
procedimento foi realizado pelo pesquisador registrador visando eliminar toda a
placa dental supragengival destas superficies dentarias. Cada individuo recebeu
aleatoriamente o kit de higiene bucal contendo: escova dental, moldeira e o
dentifricio para o uso durante o tempo do estudo (21 dias).

O exame clinico foi realizado por um especialista previamente calibrado (nivel
de concordancia intra-examinador kappa= 0.90), utilizando-se uma sonda
periodontal calibrada (PCP 15 UNC, modelo Hu-Friedy-USA), onde examinou todos

os individuos nas Fases 0 (Baseline), 7, 14 e 21 do estudo, conforme Quadro 1.
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Quadro 1 - -
- Tempos das coletas dos espécimes clinicos e variaveis periodontais.

Fase 1 Fase 2 Fase 3 Fase 4
0 Dia 7 Dias 14 Dias 21 Dias
{4 P P IP
IG IG IG 1G
SG SG SG SG
NIC NIC NIC NIC
PCS PCS PCS 1 PCS

Para cada fase foram utilizados procedimentos de acordo com os esquemas abaixo:

Fase 1:

- Coleta dos espécimes clinicos / CEC.

- Mensuracio das variaveis periodontais /IP 1G/ SG /NIC/ PCS.
- Instrugéo de higiene bucal.

- Profilaxia.

- Kit de higiene bucal.

- Inicio do uso da matriz.

Fases 2 e 3:
- Coleta dos espécimes clinicos / CEC.

- Mensuracéo das variaveis periodontais NP NG /SG NIC /PCS
- Verificacédo da matriz.

Fase 4:

- Coleta dos espécimes clinicos / CEC.

- Mensuracao das variaveis periodontais /IP NG/ SG/ NIC/ PCS
- Devolugao do kit de higiene bucal e matriz.

- Término do uso da matriz.
- Profilaxia.

Os parametros clinicos periodontais foram avaliados nas faces vestibulares

dos elementos dentarios 44, 45, 46 em todas as fases do estudo.
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4.3 Procedimentos laboratoriais

Utilizou-se a Reac&o da Polimerase em Cadeia (PCR) para identificacao de P.
gingivalis, diretamente das amostras clinicas. Os protocolos da técnica de PCR
foram realizados no laboratério de Anaerdbios do Departamento de Microbiologia do
Instituto de Ciéncias Biomédicas || (ICB-ll) da Universidade de Sao Paulo / USP

sob a responsabilidade do Prof.Dr.Mario Julio-Avila Campos e a participagéo da

Prof? .Dr. Viviane Nakano.

4.3.1 Extracao dos DNA bacterianos

Cada amostra coletada foi diluida até 10" e os DNA bacterianos foram
extraidos pelo método de fervura a 100° C durante 15minutos (AVILA - CAMPOS;
VELASQUEZ - MELENDES, 2002) e centrifugados a 14000 rpm, por 10 minutos, e
o sobrenadante (DNA) foi usado imediatamente ou estocado a -20°C, até o

momento de seu uso.

4.3.2 PCR - Amplificagao

A amplificagdo do DNA bacteriano foi realizado em volume final de 25yl
contendo 2,5pl de tampéao (10X). PCR, 1,0ul de MgCiz (50 mM), 1,0 pl da mistura de
dNTP (0,2 uM) , 1,0 pl de cada iniciador especifico (0.4 uM), 0,25 pl de platinum Tagq
DNA polimerase, 8,25 pl de H2O Milli-Q esterilizada e 10 pl de. DNA. Os pares de
iniciadores especificos utilizados foram sintetizados segundo Avila-Campos et al.
(1999). A reagao de amplificacéo foi realizada em aparelho de PCR termociclador
Perkin Elmer Gene Amp. PCR System 9700 (Applied Biosystems, CT, USA),

programado para um ciclo de 94 °C por 5 minutos; 30 ciclos de 94°C por 30
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segundos, 55° C por 30 segundos, um ciclo de 72°C por 30 segundos e um ciclo a

72°C por 5 minutos, para extensao final do DNA.,

4.3.3 Iniciadores (Primers)

Os produtos da amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1%, em fonte de corrente (BioRad) a 70 V por duas horas e 30 minutos.
Apds o tempo da corrida, o gel foi corado com brometo de etidio (0,5 pg/ml),
observado e fotografado sobre transiluminador ultravioleta utilizando-se o sistema
Kodak Digital Science System-DC 120. Como controle de peso molecular foi usado 1
kb DNA jadder (Fig. 19).

Em todas as reagdes foi usada Agua Milli-Q ultra-esterilizada como controle
negativo e o DNA de P. gingivalis ATCC 33277 como controle positivo.

Os Iniciadores utilizados foram: 5-AGG CAG CTT GCC ATA CTG CG-3"; e 5'-
ACT GTT AGC AAC TAC CGA TGT -3'.

4.4 Analise estatistica

Inicialmente foi apresentada uma caracterizagdo da amostra através das
técnicas de estatistica descritivas e testes de hipdieses para verificar a
comparabilidade dos grupos. Foram selecionados 18 individuos, 216 amostras de
placa dental, e utilizados: IP (SILNESS e LOE, 1964), IG (LOE e SILNESS, 1967),

SG (AIMANO e BAY, 1975), PCS e NIC.

O efeito dos dentifricios teste e placebo foram comparados em cada parameiro
clinico e apos a distribuicdo e tabulagéo dos dados, foram comparados os grupos em
relacao a Idade através do teste T. no nivel de 5% de significancia. Nao se pdde

rejeitar a hipotese de que as médias dos grupos foram iguais, isto &, os grupos

estavam pareados em relagéo a Idade.
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As variaveis respostas Possuiam duas naturezas distintas: Quantitativa (PCS
e NIC) e Qualitativa (IP, IG e SG). Para as variaveis quantitativas foram utilizados

Graficos de Médias e Analise de Variancia para Medidas Repetidas, e para as

qualitativas, utilizou-se o Teste Exato de Fisher.

Adotando-se um nivel de 5% de significancia para o Teste Qui-Quadrado e o
Teste Exato de Fisher, verificou se havia ou n&o associagéo entre o creme dental e

as variaveis sexo, etnia e estado civil (p-valor< 0,050).

Com a finalidade de estabelecer a influéncia do creme dental (Placebo ou
Cariax) e do Tempo nas variaveis PCS e NIC, utilizou-se uma Analise de Variancia
(ANOVA) para medidas repetidas, adotando-se um nivel de significancia de 5%, ou
seja, toda vez que o p-valor fosse menor que 0,050, dir-se-ia que o fator exercia

influéncia na variavel resposta.

Utilizou-se o Teste Exato De Fisher para saber se havia associa¢do entre o
creme dental (Placebo e Cariax) e as variaveis IP, IG e SG (indice de sangramento
gengival apds sondagem) para cada Dente (44,45 e 46) e Tempo (0 Dias, 7 Dias, 14
dias e 21 dias). Nao foi feito o Teste Qui-Quadrado, pois para todos os Dentes e

Tempos havia caselas com valor esperado menor 5. Para o Teste Exato Fisher
foram adotados 5% de significancia.

Dando sequéncia, comparou-se o Creme Dental Cariax com um Creme
Dental Placebo em relagao a Positividade do periodontopatégeno P.gingivalis.

Foi apresentado na forma de Tabelas de Frequéncia e Graficos de Barras

para a variavel Positividade do periodontopatogeno P gingivalis para cada Dente ao

longo do Tempo.
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Os individuos foram Separados por Positividade para o periodontopatdgeno P
gingivalis e fez-se uma Comparagao quanto as variaveis PCS e NIC para cada Dente
¢ Tempo. Notou-se que o nimero de individuos nos grupos variou de acordo com o
Dente ¢ Tempo em analise. Para comparar os grupos foi utilizou-se o Teste Nao

Paramétrico de Mann-Whitney adotando 5% de significancia, ou seja, se o p-valor

fosse menor que 0,050, dir-se-ia que o grupo com individuos com Positividade

“Positiva” do periodontopatogeno P gingivalis era diferente do grupo com

Positividade “Negativa” do periodontopatogeno P gingivalis para o Dente, Tempo e

Variavel (PCS ou NIC).

Para avaliar a associagdo entre o Creme Dental e a Positividade do
periodontopatbégeno P gingivalis para cada Dente e Tempo, foi utilizado o Teste
Exato de Fisher. Nao foi feito o Teste Qui-Quadrado, pois para todos os Dentes e
Tempos havia caselas esperadas menores 5. No Teste Exato Fisher foram adotados
5% de significancia, ou seja, se o p-valor fosse menor que 0,050 dir-se-ia que existe
associagao entre o Creme Dental e a Positividade do P gingivalis.

Foram considerados significativos os valores de p < 0,05. Os procedimentos
estatisticos realizaram-se com 0s seguintes recursos computacionais: Programas R
1.8.0 (Copyrigth © 2003, The R Development Core Team), Statistica versao 6.0,

SPSS 11.5 (Statistical Package for the Social Sciences, SPSS Inc., Chicago, IL,

USA), Word Xp e Excel Xp.
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Preliminarmente, determinou-se uma caracterizagdo da amostra através das

tecnicas de estatistica descritva e testes de hipoteses para verificar a

comparabilidade dos grupos (Tabela 1).

Tabela 1: Associagao do creme dental e variaveis de caracterizagao da amostra.

Creme Dental

2

Total X p-valor
Placebo Cariax
Masculino n 3 3 6
Sexo % 33,30% 33,30% 33,30%
Feminino " 6 6 12 - 1,000
% 66,70% 66,70% 66,70%
Total n 9 9 18
% 100,00% 100,00% 100,00%
Branca n 4 6 10
. % 44 44% 66,70% 5560%
Etnia / Raca
Negra on 5 3 8 -* 0,637
% 5560% 33,30% 44,40%
n 9 9 18
Total %  100.00% 100,00% 100,00%
Solteiro n 6 5 "
% 66,70% 5560% 61,10%
- n 1 3 4
Estado Civil Casado % 11.10% 33, ?O% 92 20% ) 424 0.491
n 2
Separado . o50%  11,10%  16,70%
n 9 g 18
Total %  100,00% 100,00% 100,00%

*Utilizou-se o Teste Exato de Fisher

Na Tabela 2 pdde-se observar que a um nivel de 5% de significancia:

e houve a associagao entre o Creme Dental e o SG no Dente 45 aos

21 dias, ou seja, quem usou o Cariax teve maior chance de ter o 8G

(indice Sangramento Gengival de AINAMO e BAY);
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Tabela 2. iacs _
Associagao entre o creme dental Cariax e a variavel sangramento gengival

ISG.

Dente Tempo

5G

Placebo

Cariax

p-valor

0 dias

Sim
Nao
Total

[&2]

[

0,335

7 dias
44

Sim
Nzo
Total

0,347

14 Dias

Sim
Nao
Total

1,000

21 dias

Sim
Nao
Total

1,000

0 dias

Sim
Néo
Total

0,637

7 dias
45

Sim
Nao
Total

0,637

14 Dias

Sim
Nao
Total

0,637

21 dias

Sim
Nao
Total

0,015*

0 dias

Sim
Nao
Total

1,000

7 dias

Sim
Nao
Total

1,000

46
14 Dias

Sim
Nao
Total

0,347

21 dias

Sim
Nao
Total

O N WO WR|[O© WRWOO WO W (O b OC B|OOW|OO WO O KOO WO &K

O 0 =20 O WO A OO N[O NN WO WR{OL OO WO A | WO|O N

0,576

*Associacao significativa a um nivel de 5%. Teste Exato de Fisher.

As tabelas 3, 4 e 5 demonstraram a freqiiéncia de positividade do

periodontopatogeno P.gingivalis para cada dente.
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Tabela 3. Freqiiéncia de positividade para o periodontopatogeno P. gingivalis / Dente 44

Tempo Negativos Positivos Total
0 Dias 11 7 18
7 Dias 11 6 17
14 Dias 12 6 18

21 Dias 10 8 18

Tabela 4. Frequéncia de positividade para o periodontopatégeno P. gingivalis / Dente 45

Tempo Negativos Positivos Total
0 Dias 10 7 17
7 Dias 9 8 17
14 Dias 9 9 18
21 Dias 11 7 18

Tabela 5. Frequéncia de positividade para o periodontopatégeno P.gingivalis / Dente 46

Tempo Negativos Positivos Total
0 Dias 11 7 18
7 Dias 9 9 18
14 Dias 8 8 16
21 Dias 11 7 18

Na tabela 6 verificou-se que apenas para o Dente 45 e no Tempo 7 dias

encontrou-se diferenca estatisticamente significante (p-valor<0,050), isto &, houve

diferenca entre 0s Qrupos em relagdo a positividade do periodontopatégeno

P.gingivalis com a variavel NIC para este Dente e Tempo. Ja para as demais
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combinagbes de Dentes e Tempos, n&o ocofreu diferenga estatisticamente

significante.

Tabela 6. Associagao entre a variavel NIC versus P.gingivalis.

Dente Tempo Positividade n Média pDaej:;g Mann-Whitney p-valor
) Negativo 11 2,00 1,18
0 Dias 29,50 0,374
Positivo 7 1,43 0,53
. Negativo 11 1,82 0,98
7 Dias B 32,00 0,913
Positivo 6 1.83 1.17
44
) Negativo 12 1,83 0,94
14 Dias N 29,00 0474
Positivo 6 1,67 1,21
. Negativo 10 1,60 0,97
21 Dias - 30,00 0,332
Positivo 8 2,00 1,07
_ Negativo 10 2,10 1,37
0 Dias 34,50 0,959
Positivo 7 2,00 1,15
. Negativo 9 1,56 1,01
7 Dias 15,50 0,036*
Positivo 8 2,63 1,30
45
Negativo 9 1,89 0,93
14 Dias 38,50 0,850
Positivo 9 2,11 1,64
Negativo 11 1,73 1,19
21 Dias 21,50 0,100
Positivo 7 2,43 1,27
Negativo 11 2,55 2,30
0 Dias 33,50 0,629
Positivo 7 3,86 5,40
Negativo 9 2,78 2,54
7 Dias 38,00 0,814
Positivo 9 3,33 4,77
46
Negativo 8 4,13 5,06
14 Dias 21,50 0,244
Positivo 8 2,25 2,38
Negativo 11 4,00 4,54
21 Dias 9 22,00 0,111
Positivo 7 1,57 0,79

*Diferenca significativa a um nivel de 5% de significancia. Teste de Mann-Whitney
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Dando sequéncia foram utilizadas tabelas cruzadas e o Teste Exato de Fisher
para estudar a associagao entre a Positividade de P.gingivalis e as variaveis IP, IG e
SG. Para este teste foram adotadas 5% de significancia, ou seja, se o p-valor fosse

menor a 0,050 dir-se-ia que existe associagao entre a Positividade de P.gingivalis e

a variavel em analise.

Na tabela 7 observamos que:

o O Dente 44 aos 7 Dias apresentou p-valor igual a 0,0498, um valor
praticamente igual ac nivel de significancia adotado (p-valor=0,050), desta forma, foi
necessario cuidado para interferir sobre a associagao entre as variaveis. Porém,
como a significancia do teste foi de 5%, pdde-se dizer que houve evidéncias para

afirmar que existiu associa¢ao enire as variaveis.
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Tabela 7. Associa

¢ao entre a ingivali indi
gengival / SG. Positividade de P.gingivalis e o indice de sangramento

Dente Tem po SG Positividade
Negativo Positivo

p-valor

Nao

0 Dias Sim

Total

Nao

7 Dias Sim

44 Total
Nao

14 Dias Sim

Total

Nao

21 Dias Sim

Total

Nao

0 Dias Sim

Total

Nao

7 Dias Sim

45 Total

0,151

wwlToo

0,0498*

-—
—

oM

1,000

-
[\8)

0,321

L o|lg 0N

0,335

—
o

0,183

Nao
14 Dias Sim
Total

1,000

Nao
21 Dias Sim
Total

~N OO LOODW

0.630

—
—

Nao

0 Dias Sim
Total

Néao

7 Dias Sim
Total

Nao

14 Dias Sim
Total

Nao

21 Dias Sim
Total ——

* Associacao significativa a um nivel de 5% de significancia

~ B

0,596

—
—

1,000

46
0,619

1,000

~NONOGWAOC WAV 2N WRlOb/ON BN N O BB WWROA N =

S oMo woson
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Fig. 6 Amplificagdo por PCR do DNA de P. gingivalis detectado em amostras

clinicas. Gel de eletroforese (1%) de amostras positivas para P. gingivalis. Coluna 1:
controle negativo (marcador de peso molecular 1-kb plus DNA ladder); colunas 2 a 8:

amostras clinicas positivas; coluna 9: P. gingivalis ATCC 33277.
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6 DISCUSSAOD

A higiene bucal & o melhor meio mecénico de prevengdo da doenca
periodontal devendo, portanto, merecer um grande destaque no planejamento do
tratamento, na pratica diaria de todos os profissionais, bem como nos programas de
educagédo para a sadde. A higiene bucal tem como objetivos: remover o biofilme
dental e indutos que se acumulam sobre o complexo periodontal, reduzir a
microbiota estagnada e prevenir a formag&o do calculo salivar. Tais objetivos visam

finalidades maiores como: préservar e restabelecer a salde periodontal e

manutencao dos dentes (SILVA et al., 1997).

De todos os métodos de remocdo de placa, a escovagdo é o método
universalmente mais usado. A escovacao dental, ac empregar uma variedade de
técnicas e escovas, reduz altamente a placa nas superficies bucal e lingual e, em

alguns casos, sobre a superficie interproximal dos dentes. (SILVA et al., 1997).

Nao ha davidas do beneficio dos dentifricios na sadde dental através dos
efeitos do fluoreto nas caries e outros ingredientes na remogdo de manchas.
Entretanto, estudos sugerem que o progresso tem sido lento no desenvolvimento de

formulagbes que beneficiam a salde gengival através do efeito inibitério quimico na
placa.

A clorexidina apresenta ac¢do antibacteriana e antiplaca, dependente da
concentragdo e da dosagem (JONES, 1997), enguanio o efeito antiplaca decorre
basicamente de sua propriedade de substantividade (ADDY,1986).

Deste modo, este estudo avaliou o efeito clinico do uso doméstico, por 21

dias. de um dentifricio contendo clorexidina 0,12%/1000ppm de fltor disponivel

comercialmente (Cariax®). Demonstrou-se que clinicamente n&o houve melhora nos
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indices de placa e gengival, bem como nos parametros clinicos de profundidade de
sondagem, sangramento gengival e nivel clinico de insercdo ao se comparar com
dentifricio placebo contendo 1500ppm de filor. A analise estatistica aplicada as
medias desses indices nos tempos experimentais, comparando cada grupo, nao

deixa duvidas de que os dois dentifricios apresentados tiveram desempenho

semelhantes.

Estes resuitados nao confirmam os achados do estudo de JENKINS et al.
(1991), YATES et al. (1993) e JENKINS et al. {1993) que mostraram atividade de

dentifricios com clorexidina em 1%/1 000ppm de fluoreto de sédio.

O manchamento dos dentes é um efeito colateral dos produtos contendo
clorexidina (LOE e SCHIOTT, 1970: FLOTRA et al., 1971, FLOTRA, 1973; GJERMO,
1974; RUSSEL e BAY, 1978) e sua ocorréncia tem sido observada tanto in vitro
como in vivo, como medida de atividade desse agente. Assim, embora YATES et al,
(1993) tenham observado melhora nos parametros clinicos durante 6 meses de uso
de um dentifricio contendo clorexidina 1%/1000ppm, muitos participantes
necessitaram de uma ou mais sessdes de polimento coronario durante o estudo para
remocgao de manchas. Os autores justificaram a alta concentragao desse agente na
tentativa de garantir a sua alta disponibilidade durante o uso. Isso sugere, pelo
menos em parte, que a grande redugao observada na placa e gengivite no grupo
teste pode estar relacionada a alta concentragao da clorexidina (1%). Além disso,
observou-se que houve aumento na formagéao de calculo, o que levou-os a sugerir o
emprego desse dentifricio por tempo limitado, com aplicagbes similares para outras
formulagbes contendo este agente. Diante desses efeitos também observados por

JENKINS et al. (1993) em periodo de avaliagdo menor (21 dias) foi sugerido que o
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uso doméstico de creme dental contendo clorexidina deva ser empregado em

concentracao menor.

Deste modo, justifica-se o emprego da clorexidina em conceniragdo menor
(0,12%) na tentativa de minimizar ou excluir a manifestagdo desse efeito para
viabilizar o seu emprego por tempo prolongado. Assim, no presente estudo foi
observado que nenhum dos participantes queixou-se da presengca de manchas e
nao houve necessidade de polimento coronario, embora o periodo de avaliagao
tenha sido mais curto (21 dias). No entanto, a baixa concentracdo desse agente no
dentifricio testado pode explicar a sua baixa eficacia clinica,: com conseqiiente

deficiéncia em comprovar a sua eficacia nos parametros clinicos analisados em

relagao ao dentifricio teste.

Por outro lado néo foi encontrada alteragao significativa na profundidade de
sondagem e nivel clinico de insergcao (Anexo 15). Este fato, também foi observado
no estudo de RUSSEL E BAY (1978), onde os autores sugerem que isso se deve ao
fato da clorexidina n&o penetrar em sulcos maiores que 4,0mm de profundidade,
aléem de ser inativada na presenga de sangue e supuragéo, considerando ¢ tempo
reduzido de estudo (2 meses) para se observar alteragdes. Mesmo assim, houve

reducdo no indice de placa em 60% em criangas com retardo mental e pobre
coordenag¢ao motora.

LORRI et al(1990) indicaram a prescrigdo de uma solugdo de clorexidina a
pacientes com um controle inadequado de biofime dental bacteriano.
Recomendaram concentragdes menores, uma vez que a colaboragao do paciente

pode diminuir em virtude do gosto desagradavel, do aparecimento de manchas e do

custo elevado da clorexidina.
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Com relagao ao sangramento gengival (SG) (Tabela 2), observou-se que
existe a associa¢ao entre o creme dental Cariax® e o SG no dente 45 aos 21
dias(p<0,015). Como esta alteragéo so6 foi verificada no tempo final do estudo e em
um unico dente, nao é possivel fazer grandes inferéncias sobre este fato. Até
mesmo, porque o indice gengival, que caracteriza o estado visivel de inflamacgao
gengival nao apresentou associagdo com o creme dental testado. O ideal é gque o
tempo de estudo fosse maior para verificar se essa associagio persistiria e se
estenderia aos outros sitios, lembrando que essa variavel pode sofrer influéncia da
forca empregada na sondagem dos sitios analisados. Por ultimo, ainda, tem que se
considerar que apenas 30% dos sitios que apresentam sangramento & sondagem

podem apresentar real atividade de doenga periodontal. (CLADYON, 1995).

Estudos de curta duragao tém demonstrado que bochechos diarios com
digluconato de clorexidina, na auséncia de higiene oral mecanica, resultaram na
inibicdo do desenvolvimento da placa bacteriana e aparente resolugao da gengivite.
No entanto, a atividade antimicrobiana do dentifricio com clorexidina é dificil de se
igualar quando o agente & empregado na forma de bochecho 0,12% (ADDY et ai.,
1989; JEKINS et al., 1990) ou até mesmo na forma de gel a 1% (ETEMADZADEH,
1985). E sugerido que detergentes e abrasivos podem reduzir a disponibilidade da

clorexidina nos dentifricios e assim explicar as propriedades inibitérias reduzidas.

O creme dental testado ndao possui o lauril sulfato de sédio, que & um
detergente presente na maioria dos dentifricios, sendo conhecido por provocar a
precipitacdo da clorexidina inativando-a, sendo a principal razédo da sua nao
biodisponibilidade quando incorporada ao dentifricio convencional (JOHANSEN et
al.. 1975: VAN DER OUDERAA e CUMMINS, 1989). Mesmo assim, a eficacia

*

clinica, segundo os parametros analisados nesse estudo, nao foi superior ao



76

dentifricio controle com fluoreto de sédio, o que sugere que a concentragao da

clorexidina possa ser um fator contribuinte para este resultado.

Na verdade, embora nao tenha sido o objetivo desse estudo, a contagem
salivar bacteriana poderia indicar se o dentifricio testado realmente possui boa
persisténcia de atividade, pois se acredita que para os dentifricios possuirem efeito
clinico na placa ou saude gengival, é importante que haja persisténcia de atividade
antimicrobiana em torno de 8 horas (JENKINS et al, 1990). Dessa forma,
poderiamos avaliar se a concentragao da clorexidina no Cariax® (dentifricio teste)

estaria em concentragio muito baixa para garantir sua atividade.

JOHANSEN et al. (1975) observaram, apés um periodo de 2 anos de
acompanhamento, que o dentifricio com clorexidina a 1% e a 0,4% com e sem
abrasivo n&o apresentou efeito em relag&o aos indices de placa e gengivite. Porém,
0s autores sugerem que esse resultado pode ter sido mascarado pelo excelente
controle mecanico dos estudantes que participaram do estudo. Esse viés foi evitado
no presente estudo ao solicitar aos participantes para nao escovarem os dentes do
arco sob analise e usar a moldeira, pois também acreditamos que o controle

mecanico tenha efeito fundamental no controle do biofilme dental.

Mas SJOBLOM et al. (1976) também néo encontraram beneficios clinicos no
emprego do creme dental teste (Elgydium®) que contem clorexidina em
concentragao ndo fornecida pelos fabricantes. A metodologia desse estudo foi com
tempo reduzido (4 dias) com a utilizagdo de moldeiras para excluir o efeito da
escovagao mecanica, semelhante ac presente estudo. Assim, eles sugerem que a

clorexidina possa estar em concentragéo insuficiente para garantir sua atividade ou

sendo inativada por outros ingredientes da pasta.
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Como esta investigacao foi realizada em pacientes ja tratados
periodontalmente e desta forma, considera-se que possuiam um controle de placa
melhor, pois ja receberam previamente instrucdo de higiene oral. Talvez fosse
interessante e eticamente aceitavel realizar esse estudo em grupos com pobres

condigdes gengivais, conforme sugerido por JOHANSEN et al. (1975).

Neste trabalho, o dentifricio empregado contém clorexidina a 0,12%, uma
concentracao menor do que os anteriormente testados. Além disso, o emprego foi
limitado ao prazo de 21 dias, e isso pode explicar a auséncia de efeitos colaterais
clinicos e relatados pelos participantes. O beneficio clinico nao foi comprovado em
relagdo aos parametros clinicos analisados. No entanto, é importante ressaltar que o
creme dental teste foi colocado no mercado nacional ha pouco tempo, com auséncia
de estudos clinicos e microbiolégicos que analisem a sua eficacia como agente no

controle da placa e desenvolvimento de doengas periodontais.

A intencdo de se utilizar o creme dental, ao invés de uma solugio de
clorexidina na forma de colutério, foi de aumentar o tempo de permanéncia do
agente antimicrobiano em contato com o sulco gengival, uma vez que o dentifricio
tem uma viscosidade e textura, demorando mais para se solubilizar na saliva e

possivelmente aumentando a substantividade da clorexidina.

Estudos de curta duracado tém demonstrado que bochechos diarios com
digluconato de clorexidina, na auséncia de higiene oral mecénica, resuitaram na
inibicao do desenvolvimento da placa bacteriana e aparenie resolugdo da gengivite.
Depésitos pré-existentes de placa desapareceram gradualmente enquanto a
gravidade da gengivite foi reduzida e a formacéao de calculo supragengival foi inibida
pelas aplicagbes regulares de clorexidina. Pode ser que esses resultados sejam

atribuidos a redugdo do numero de bactérias salivares, pois uma vez que o
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tratamento foi interrompido, o niumero de bactérias salivares rapidamente aumentou
© a placa se restabeleceu (LOE , 1973). Conforme demonstrado, o uso intermitente e
regular de clorexidina pode ser necessario para manter o estado livie de placa.
Entretanto, a resposta do tecido oral ao uso prolongado e regular de digluconato de

clorexidina e os possiveis efeitos colaterais podem contra-indicar seu uso por

periodo prolongado (LOE et al., 1976).

Segundoc SEKINO et al. (2003) uma formagao de placa mais abundante e
rapida pode ocorrer em individuos com alta contagem salivar de bactérias. Assim, o
emprego de anti-sépticos que reduzem o nimero de bactérias pode retardar a taxa
de formacao de placa. O efeito significativo da clorexidina 0,2% 2 vezes ao dia foi
capaz de reduzir 0 nimero de bactérias na saliva em 95%, no curso de poucos dias

(SCHIOTT et al., 1970).

Atuaimente acredita-se que a eficacia da clorexidina em combater a placa é
primariamente atribuida a retencao deste composto a cavidade oral e sua liberagéo
lenta. O aumento da dose, bem como de sua frequéncia de enxagiie pode aumentar
a retengdo do composto na cavidade oral e seu efeito anti-placa. Entretanto, ha

suspeita de que os efeitos colaterais locais sao dependentes de sua concentragéo,

conforme ALBANDAR et al., 1994.

A determinagdo do efeito antimicrobiano desses dentifricios indicou que
exerceram agdo antimicrobiana contra uma série de microrganismos (FLOTRA,
1973). Devido a sua significativa substantividade, a clorexidina pode ser retida na
boca e exercer uma agéo prolongada, podendo ser observada redugao na contagem

bacteriana salivar por periodos de mais de 12 horas em adigdo a presenca de

atividade antimicrobiana nas amostras salivares de 3-5 horas (ROLLA et al., 1971),

quando empregada na forma de bochechos.
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O método de PCR se baseia na amplificagao logaritmica de um fragmento de
DNA, iniciada por dois desencadeadores(iniciadores). Os primers sado pequenas
seqiéncias de oligonucleotideos sintetizados de acordo com a regido a ser
amplificada ao se hibridizarem com as fitas opostas da seqiiéncia- alvo de DNA,
desencadeiam a sintese de DNA  complementar por acdo de uma enzima DNA-
polimerase derivada de bactérias termofila (Termophyilus aquaticus). A amplificagéo
de um segmento do gene que codifica a fracdo para o 16s rDNA que é conservado
dentro de cada espécie bacteriana permite a identificagdo de uma determinada
espécie com alto grau de especificidade.

Durante as dltimas décadas, algumas espécies bacterianas tém sido
relacionadas a presenca de sinais e sintomas das patologias periodontais.
Entretanto, a utilizagdo de métodos de biologia molecular pode ocasionar um
impacto importante nos conceitos vigentes, tendo em vista o fato de que possibilita o
estudo de espécies bacterianas de maneira antes jamais permitida pelas técnicas de
cultura disponiveis.

O teste de PCR fornece apenas uma informagdo qualitativa (prevaléncia),
sendo empregado mais em estudos epidemiolégicos que objetivam analisar a
prevaléncia de microrganismos alvos em diferentes populagdes, por exemplo. A alta
sensibilidade deste teste (capaz de detectar microrganismos presentes em
guantidades minimas, como 10 copias) explica a alta heterogeneidade dos
resultados. Assim, a deteccao em niveis muito baixos de um determinado patégeno
geralmente nao é suficiente para estar associado a doenga, nao tendo importancia
clinica (SANZ et al., 2004). Em nossa investigacao verificamos que nao existiu
associacao entre o creme dental teste e a positividade do periodontopatégeno

Porphyromonas gingivalis em nenhum dos dentes e tempos (Tabelas 6).
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No presente estudo o PCR demonstrou ser uma técnica apropriada para o
estudo da microbiota periodontal, permitindo a rapida identificagdo do P. gingivalis
em dezoito individuos com histérico de periodontite tratada (Fig.6). Sabendo-se que
a infeccdo periodontal & geralmente de natureza polimicrobiana, tal eficiéncia foi
exclusivamente dependente da especificidade e sensibilidade do método utilizado.
Esta afirmativa esta de acordo com outros autores(MULLIS; FALOONA,1987), os
quais relataram que o PCR é sensivel o bastante para detectar até uma Unica
molécula de DNA numa amostra (VAN WINKELHOF,2003).

O isolamento do microrganismo P. gingivalis em doencga periodontal humana
aponta um importante papel desempenhado por esta espécie bacteriana nesta

doenga de acordo com SAKAI, et al ,2001 [EZZO e CLUTER 2003.

Na literatura abordada varios estudos dao suporte na identificacdo de
bactérias periodontopatogénicas em individuos periodontaimente tratados,
especialmente a P. gingivalis por se tratar de um microrganismo com potencial
patogénico bem definido, sendo na atualidade reconhecido com verdadeiro
patogeno periodontal. Neste estudo o propdsito de verificagdo da presenca do
patogeno P. gingivalis forneceu informagdes complementares as caracteristicas

clinicas estabelecendo-se a condigéo e / ou atividade de doenca periodontal (Fig. 7).
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7 CONCLUSOES

A Analise dos resultados apresentados nesta investigagdo nos permite as

seguintes conclusdes:

7.1 o creme dental teste (que contém clorexidina) aplicado durante o tempo
do estudo nao demonstrou ser mais eficiente que o creme dental placebo, nao

determinando diferencas significativas nas respostas clinicas: IP, IG, NIC,

PCS, SG;

7.2 existe associagdo entre o creme dental e o indice de sangramento
gengival (SG) no dente 45 aos 21 dias de observagao (p-valor <0,015),

revelando que existe mais chance de ter sangramento com creme dental

teste;

7.3 foram comprovadas a eficiéncia e sensibilidade do PCR na detecgao do

microrganismo P.gingivalis.

7.4 foi demonstrada associacdo estatisticamente significante entre a
positividade de P.gingivalis € o sangramento gengival,
7.5 foi demonstrada associagao estatisticamente significante entre o Nivel de

Insercao Clinica e o periodontopatégeno P.gingivalis.
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ANEXOS

ANEXO 1: Materiais permanentes e de consumo

Equipamento utilizado para PCR:

Termocicladores Perkin Elmer Gen Ampl PCR System 9700 (Applied

Biosystems, CT, USA) / sistema Kodak Digital Science System-DC 120, fonte de
corrente (BioRad, CT, USA).

Equipamento utilizado para exame clinico:

Sonda periodontal calibrada (PCP 15 UNC, modelo Hu-Friedy, USA), Espelho
Clinico n® 5 (Duflex, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Pinga Clinica (Duflex, Rio de
Janeiro, RJ, Brasil), Micromotor (Dabi-Atlante, Ribeirao Preto, SP, Brasil), Pasta
Profilatica (Vigodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), Taga de borracha (Komet, Séo
Paulo, SP, Brasil), Pote Dappen (John, Sao Paulo, SP, Brasil).

Equipamento utilizado para confecgdo de matriz individual:

Plastificador a vacuo (Bioart, Ribeirao Preto. SP, Brasil).
Material para procedimento clinico

-Gaze estéril (Cremer, Rio de Janeiro, RJ, Brasil),

- Mascara Tripla (Descarpak, Sao Paulo, SP, Brasil),

- Luvas para Procedimento Clinico (Satari, Sao Paulo, SP, Brasil),

- Protetor Ocutar (Uvex, CT, USA),

- Touca/Gorro (Descarpak, Sao Paulo, SP, Brasil),

- Alcool 70%(ZULU, Sao Paulo, SP, Brasil)

Material para coleta dos espécimes clinicos:
_ Cones de papel estéreis n° 40 (Tanari, Sao Paulo, SP, Brasil).

Tubo criogénico Eppendorf de 1,5 ml (TPP, USA) com 0,5 ml de agua ultra

pura de Milli-Q estéril.
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Material para execucao da PCR:

H.

J.

K.

Primers (Invitrogen, Life Technologies Laboratories, USA).reagente e o kit de
identificagao(Figs 8,9,10 e1 1).

Gel de Agarose (1%) (Gibco/BRL), brometo de etidio (0,5ug/ml), Taq
polimerase (Gibco BRL, Nova lorque, USA), ddUTP (Gibco-BRL, Nova lorque,
USA), 1Kb DNA ladder (Gibco BRL, Nova lorque, USA).

01 equipamento de fotodocumentagao (EagleEye I, Stratagene, USA)

Taq polimerase (Invitrogen Ltda. Brasil, Sdo Paulo, SP).

Material de consumo para confecgio da matriz individual:

-Gesso pedra comum tipo Il (Herodent, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), alginato

(Jeltrate Chromatic, Dentisplay, Rio de Janeiro,RJ, Brasil), espatula para alginato,

espatula de gesso, grau de borracha, medidor de agua e alginato (Dentisplay, Rio de

Janeiro,RJ, Brasil), placas de silicone semi-rigida de espessura 0,3mm (Blue

Equipaments, Ribeirdao Preto , SP, Brasil), moldeiras tipo verner (Tenax, Sao Paulo,

SP, Brasil) para pacientes dentados.

Material de consumo para controle de placa:

- Escova dental extra macia (Close Up Junior, Sao Bernardo do Campo, SP,
Brasil), tubo de creme dental (Cariax, Pharma Kin, Sao Paulo-SP) com 50 mg
(Fig. 10) para o grupo teste e tubo de creme dental do gh.ipo placebo com 50

mg ( Pharmacia Camomila, Vila Velha,ES, Brasil).
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ANEXO 2: Fotos clinicas durante a dinamica do experimento

Matriz individual, preenchida com dentifricio sobre os dentes testes ou controle do

individuo.

Fase 21 dias Gengivite marginal estabelecida.
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ANEXO 3: Carta de récomendacgao aos pacientes
UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO
CENTRO BIOMEDICO

INSTITUTO DE ODONTOLOGIA
NUCLEO DE PERIODONTIA PESQUISA, EXTENSAO E TREINAMENTO — NUPET

RECOMENDACOES AOS PACIENTES

1. UTILIZACAO DA PASTA:

USAR A MOLDEIRA COM A PASTA DURANTE TODO O DIA, ATE A

NOITE, DURANTE 21 DIAS.

OBS: RETIRAR A MOLDEIRA PARA COMER. LAVAR COM AGUA E
RECOLOCAR NA BOCA COM A PASTA.

2. HIGIENE BUCAL:

LIMPAR A BOCA 3 (TRES ) VEZES AO DIA COM ESCOVA E AGUA.
LAVAR A MOLDEIRA E RECOLOCA-LA NA BOCA COM A PASTA.
NAO ESCOVAR OS DENTES 44,45 e 46 ( 1° MOLAR e PRE-
MOLARES INFERIORES) CONFORME ENSINADO.




ANEXO 4: Prontuario periodontal
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UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

PACIENTE
NOME:

CENTRO BIOMEDICO
, INSTITUTO DE ODONTOLOGIA
NUCLEO DE PERIODONTIA PESQUISA, EXTENSAO E TREINAMENTO — NUPET

PRONTUARIO PERIODONTAL

IDADE:___ /|

LOCAL

NASCIMENTO:

DE

SEXO:_M F

CiVIL

ENDERECO

ETNIA

/ RACA:___ ESTADO

RESIDENCIAL:

TELEFONE:

ENDEREGCO

PROFISSIONAL:

PROFISSAO:

TELEFONE:

ESCOLARIDADE:

e ep— . rvme = e
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ANEXO 5: Ficha clinica periodontal

Ficha Clinica Periodontal

Nome; f .,
Prontuario nimero:

Data do Exame: /

FACE VESTIBULAR

TEMPO 0 DIAS
44 45 46

IP
IG
PCS
NIC
SG

TEMPO 7 DIAS
44 45 46

IP
IG
PCS
NIC
SG

TEMPO 14 DIAS
44 45 46

IP
IG
PCS
NIC
SG

TEMPO 21 DIAS
44 45 46

IP
IG
PCS
NIC
SG

indice de placa, IG= indice Gengival, PCS= Profundidade Clinica de
n 1

Legenda: IP= | de Insercao Clinica e SG = indice de Sangramento Gengival.

Sondagem, NIC =Nive
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ANEXO 6 :Cart = .
pesquisa . ade apr esentagéo e consentimento esclarecido do participante da

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO PARA PARTICIPAGAQ

EM PESQUISA

INFORMAGOES SOBRE 0O PESQUISADOR RESPONSAVEL

O Pesquisador responsavel responde pelo nome de Alfredo Feitosa. Telefone

de contato: 0XX27 3335-7273/ 3335-7276/3299-5662/ 9969-4086.

Este documento indica que foi

convid?do a participar de uma pesquisa sob a responsabilidade de Alfredo Feitosa,
€m agao conjunta com outros pesquisadores participantes.

1.

ijetivo da Pesquisa: realizar exames intrabucais com finalidade de
dlagnc_)stico de inflamagao gengival e coleta de placa dental supragengival
para fins de analise microbioldgica molecular.
Duragiao e local da pesquisa: a participacao dos individuos ocorrera nas
fases 0 (baseline),7,14 e 21 dias , tempo estes do experimento observado a
serem realizados com exame intrabucal e coleta de espécimes clinicos de
placa supragengival, junto ao programa de periodontia basica oferecido no
ambulatorio 1l na Faculdade de Odontologia da Universidade Federal do
Espirito Santo —UFES.
Riscos e Desconfortos: Nao ha nenhum risco pois os exames a serem
realizados sao de rotina na pratica de odontologia € de salde periodontal.
Garantia de sigilo de identidade: Nenhum resultado sera reportado com
identificagdo pessoal do participante. Todos os cuidados serdo tomados para
manuteng¢ao do sigilo de sua identidade. Ao conceder o direito de retengéoc e
uso de quaisquer documentos para fins de ensino e divuigagéo (dentro das '
normas vigentes) em jornais e revistas cientificas do pais e estrangeiras, sera
mantida a devida preservacgao do segredo profissional. A identidade
permanecera confidencial, a menos que a quebra de sigilo seja uma exigéncia
judicial. ) _ _ . .
Ressarcimento Financeiro: Nenhuma aj.uda flnancel(a sera conced.cda aos
participantes, pela instituicao ou pela equipe de pesquisadores, relativa a
icipac&o na pesquisa. o -
%?'n:g;:tlgeg?‘ recu;:‘.a gm participar da pe§guisa A participacao na pesquisa
nao & obrigatoria e caso alguns dos participantes selecionados se recuse em
participar, isso néo resultara em nenhum tipo de penalidade para os mesmos.
Esclarecimento de Duvidas: Em caso de dividas ou se existir a ot
necessidade de reportar injuria ou dano, os participantes devem contatar o

pesquisador responsavel.
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ANEXO 7: Carta de autoriza¢ao para fins de diagnostico periodontal

Pesquisador Responsavel

AUTORIZACAO PARA FINS DE DIAGNOSTICO PERIODONTAL

NOME LEGIVEL: Idade: ___anos __meses

Por este instrumento de autorizagdc por mim assinado, dou pleno
consentimento & equipe de pesquisadores composta por Professores do Curso de
Odontologia da UFES, cirurgibes dentistas, estagiarios e alunos, para fazerem
exames em minha pessoa, para fins de diagndstico periodontal. Autorizo também,
que os resultados provenientes de todos os exames clinicos e quaisquer outras
informagdes concernentes ao diagnéstico, constituam propriedade exclusiva da
equipe de pesquisadores, aos quais dou plenos direitos de retengdo e uso para
quaisquer fins de ensino e ou de divulgagao em eventos odontologicos, em jornais,
revistas cientificas e livros nacionais e internacionais.

Declaro que recebi uma copia e informagbes sobre todos os termos do
documento anexo, que trataram dos direitos do participante da pesquisa, da qual
aceito participar voluntariamente e que tenho completo conhecimento de todos os

procedimentos a que serei submetido.

Vitoria —-ES, / /2004,

Assinatura do Paciente ou Responsavel
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ANEXO 8: Carta de fesponsabilidade

Responsabilidade do Pesquisador

C“nicosPrsstat;_ atendimento de ‘dlagnéstico periodontal e colheita de espécimes
oli 0 loﬂlme. supragengival, conforme descrito, respeitando os principios
eticos de uma pesquisa que envolve seres humanos.
Responsabilidade da instituicdo

Fornecer con.dlgées necessarias para execugao da pesquisa, através do
curso de Odontologia da Universidade Federal do Espirito Santo-UFES.

Declaragéo do Pesquisador Responsavel

Venho por meio desta, declarar para os devidos fins que eu, Alfredo Feitosa,
Pesquisador responsavel pela pesquisa cientifica intitulada: Avaliacdo da pasta de
clorexidina no controle do biofilme dental e da inflamagéo gengival de pacientes
com historico de periodontite. Estudo clinico e microbiolégico, randomizado e duplo-
cego em humanos, tornarei publico os resultados desta pesquisa, sejam eles

favoraveis ou néo. ) .
Declaro também, que os dados coletados serdo usados e destinados

exclusivamente para fins cientificos, de acordo com a proposta deste trabalho e
dentro dos padrées éticos, cientificos internacionais e nacionais, mantendo sigilo
sobre os participantes e em hipdtese alguma poderao ser utilizados para fins

comerciais ou lucrativos.

Prof. Alfredo Feitosa
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ANEXO 9 : Indices de Ainamo e Bay,

dados Lée e Silness, Silness e Loe e Coleta de

SG - Indice de Sangramento Gengival de AINAMO e BAY (1975)

0- auséncia de sangramento de 0 3 10 '
- © sal segundos apos sondagem com a sonda
padrao da Organiza¢ao Mundial de Salde (O.M.S) P ’

1- sangramento de 0 a 10 segundos apds sondagem

IG -indice Gengival de LOE e SILNESS (1967)

0- auséncia de inflamagao

1- inflamacao !eve — ligeira mudanca na cor e textura gengival, auséncia de
sangramento a sondagem;

2- inflamacao moderada ~ vermelhidao, edema / hipertrofia, presenga de
sangramento a sondagem;

3- inflamacé&o severa — tendéncia a sangramento espontaneo e ulceragao

IP- indice de Placa de SILNESS e LOE (1964)

0- auséncia de biofilme dental visivel ou detectado com sonda

1- biofilme dental aderido ao dente, préximo a margem gengival livre, visualizado
através do uso da sonda periodontal passada na superficie do dente ou através de
corantes

2- acumulo moderado de biofilme dental no dente, que pode ser detectado a olho
nu, préximo a margem gengival € sem ultrapassar 1/3 do dente

3- grande acumulo de biofilme dental na superficie dental, ultrapassando 2/3 da
face analisada.

COLETA DE DADOS

DIA 0 = Levantamento inicial dos IP, IG, PCS, NIC, SG e COLETA DOS

ESPECIMES CLINICOS .
DIA 7 = Levantamento dos IP, IG, PCS, NIC, SG E COLETA DOS ESPECIMES

iNICOS '
SHNM = Levantamento dos IP, IG, PCS, NIC, SG E COLETA DOS ESPECIMES

CLINICOS
DIA 21 = Levantamento final dos 1P, iG, PCS, NIC, SG E COLETA DOS

ESPECIMES CLINICOS
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ANEXO 10: Registro CEp UNISA Ne 12/2003

o
______

PN
UNIVERSIDADE OE SANTO AMARO
Comité do Etica em Peaquisns
Roglsiro CONEP n.* 300
Aprovado sm 16/05/2000

Connelho Nacional do Saude
Comiasde Nacional do Etica om Peaquisa - CONERP

PARECER N.° 106/2003

REGISTRO CEP UNISA N.° 12/2003 - Apresentado em 25/10//2003

l) 31 H t - = . g .

_ lﬂ '-TJ(‘EO fle Pcsqn_nsaA ' Avalla?ao da pasta de clorexidina no controle do biofitme dental ¢ da
inlamacao  gengival de  pacientes com historico de periodontite.  Estudo clinico ¢
microbiologico, randomizado e duplo- cego em humanos.”

Pesquisador Responsivel - Prof. Dr. Wilson Roberto Sendyk
Ac. Fabio Matos Quiarelli

Area Temiitiea Especial: Odontologia

Prezado Pesquisador.
Ao se proceder a anilise do processo em questio, cabe a seguinte consideragiio:

As informagdes apresentadas atendem  aos aspectos fundamentais das Resolugdes CNS 196/96,
251/97 ¢ 292/99, sobre Direlrizes ¢ Normas Regulamentadoras de Pesquisas Fnvolvendo Seres
Humanos.

Diante do exposto, o Comité de Ftica cm Pesquisas da UNISA, de acordo com as atribuigoes

da Resolucio 196/96, manifesta-se pela aprovacdo da pesquisa acim.a rcf‘crcu.lciad.a, a ser
desenvolvido na Disciplina de Periodontia da Faculdade de Odontologia da Universidade de

Sanlo Amaro -- SP

Situacio: Aprovado em 03/11/2003

Wéﬁo
Sao Paulo, 04 de Novembro de 2003
PROF. DR. LIBERATO JOTIN ALPHONSE DI DIO

Presidente do Comité de Litica em Pesquisas
UNISA - Universidade de Santo Amaro
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ANEXO 11:

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO

Vitéria-ES, 11 de marco de 2004

Do Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa do Centro Biomédico
da Universidade Federal do Espirito Santo
Prof. Dr. Paulo Roberto Mergon de Vargas - ‘

Ao.  Dr. Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa
: Pesquisador Responsavel pelo Projeto Intitulado: “Avaliacdo da pasta dé
Clorexidina no controle do biofilme dental e da inflamagdo gengival de

pacientes com historico de periodontile. Estudo clinico e microbiolégico,
randomizado e duplo-cego em humanos”

Senhor Pesquisador,

O Comité de Etica em Pesquisa do Centro Biomédico da Universidade
Federal do Espirito Santo, apos analisar o Protocolo de Pesquisa inlitulado:
“Avaliagdo da pasta de Ciorexidina no controle do biofilme dental e da
inflamagdo gengival de pacientes com histérico de periodontite, Estudo
clinico e microbioldgico, randomizado e duplo-cego em humanos”,
cumprindo os procedimentos internos desta Instituigdo, bem como as exigéncias
das Resolucdes 196 de 10.10.96, 251 de 07.08.97 e 292 de 08.07.99,
APROVOU o referido projeto, bem como o Termo de Consentimento Livre e
Esclarecido em Reunido Ordinaria realizada em 10 de margo de 2004.

Atenciosamente,

Prof. Dr. PAULO RQBERTO MERQON E VA GAS
Coordenador do Comité de Elicg em Pesquisa
Centro Biomédico / UFES
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Registro no Comité de Etica em Pesquisa do Centro Biomédico - UFES
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5 5 UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTO o
"‘ CENTRO BIOMEDICO

1 ~ DEPARTAMENTO DE CLINICA ODONTOLAGICA

Extrato de ata da reuniao ordinaria

|  de ata do Departaments de Ciinica Odontologica cio
o Centro Biomédico da Universidade Fe

deral do Espirito Santo, realizada no dia quatro

© de dezembro de dois mil e
EFES et
As oito horas d

o dia quatro de dezembro de dois mil e trés, sob a Presidencia da
Marly Almeida Saleme do Valle e com a presenca dos Senhores Professores:
lvette Beccalli Andrade de souza, Hudson Carneiro de Paula, Maria Christina Thomé
Pacheco, Alfredo Carlos Rodrigues Feitosa, Teresa Cristina Rangel Pereira, Nevelton
Heringer, Francisco Carlos Ribeiro, Eldine Cristina Vargas Dadalto, Ana Maria Martins
Comes, André Alberto Camara Puppin, Maria Rosiani Dorietto de Menezes, Rosana de
Souza Pereira, Ricardo Luiz Carvalho Gottardi, Maria Helena Monteiro de Barros
Miotto, Roberto Carlos Bodart Brandio, Maria Rebeca Amaral Ganhoto e José Renato
Costa. Havendo numero legal, forram abertos os

Prof?

......................................................................................................................

....................................................................................................................................

ORDEM DO DIA: 9° ITEM: Projeto de Pesquisa intitulado: "AVALIAGCAO DA PASTA DE
CLOREXIDINA NO CONTROLE DO BIOFILME DENTAL E DA INFLAMAGCAO GENGIVAL DL
PACIENTES COM HISTORICO DE PERIODONTITE. ESTUDO CLINICO E MICROBIOLOGICO,
RANDOMIZADQ E DUPLO-CEGCO EM HUMANOS" - Coordenador/Responsavel: Prof.
Alfrédo Cérlos R. Feitosa - Relatora: Prof® Teresa Cristina R. Pereira. Em discussdo e
votagio, | aprovado a
AN ARG oo eeeee e esee e s e ees s et e e eeeesaeeeeaoseeeasaaseseeseasebeseanss e teeseebe s tnees e sabs s enn s sb e
Nada rh‘ais havendo a tratar a Senhora presidente deu por encerrada a S?sséo, cu
Luciani Saad Gongalves secretaria "ad hoc" lavrei a presente ala c?u’e-apos hc‘ias e
aprovada vai devidamente assinada pelos Senhores Professores. Vitoria, quatro de

dezembro de dois Mil @ TFES....uie i iieerisiiiersse oot




ANEXO 13:

Registro do Extrato da Ata de aprovagao do Projeto de Pesquisa

UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTOQ

EXTRATO DA ATA DA 1" REUNIAO ORDINARIA DO ANO DE 2004 DO COMITE DE ETICA
EM PESQUISA DO CENTRO BIOMEDICO REALIZADA NO DIA 10 DE MARGO AS 17:00 hs.

Aos dez dias do més de margo do ano de dois mil ¢ quatro as dezesscte horas, na sala de reunides
do Nuicleo de Doengas Infecciosas, realizou-se a 1°. Reunido Ordinaria do ano de dois mil ¢
quatro do Comité de Ctica em Pesquisa do Centro Biomédico, com a presenga dos scguintes
membros:  Professores Doutores Paulo Roberto Mergon de Vargas (Coordenador), Elda Coclho
Azcvedo Bussinguer, Maria Rosiani Dorietto de Menezes, Reynaldo Diecize, Roberto de Sa
Cunha, ¢ Fatima Aparccida Pereira (Secretaria).). ..................ccoeenn. Dcliberagdes:  g) Tendo
como relatora a Profa. Dra. Maria Rosiani Dorietto de Menezes, o Projcto de Pesquisa intitulado:
“Avaliagdo da pasta de Clorexidina no controle do biofilme dental € da inflamagio gengival de
pacientes com historico de periodontite. Estudo clinico e microbiologico, randomizado ¢ duplo-
cego em humanos”, sendo o Pesquisador Responsavel Prof. Dr. Alfredo Carlos Rodrigues
Feitosa, por unanimidade, teve parecer favoravel,. ........................ Nada mais havendo a
tratar, foi encerrada a reunido, tendo eu Fitima Aparecida Percira (Secretdria), lavrado a
presente ata que assino juntamente com os demais membros presentes do Comité de Etica em
Pesquisa do Centro Biomédico. Vil6ria-ES, dez de margo do 210 de dois mil e quatro.

Fatima Aparccida Pereira (Secretaria) _ A

i1
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ANEXO 14: Registro do Projeto de pesquisa no CONEP

| MINISTERIO DA SAUDE
Conselho Nacional de §at’1de
Conselho Nacional de Etica em Pesquisa - CONEP

FOLNA DE ROSTO PARA PESQUISA ENVOLVENDO SERES IIUMANOS

1. Projeto de Pesquisa:

AVALIACI\Q DA PASTA DE CLOREXIDINA NO CONTROLE DO BIOFILME DENTAL E DA |
ENFLAMACA'O GENGIVAL DE PACIENTES COM H!STORICO DE PERIODONTITE. |
ESTUDO CLIiNICO E MICROBIOLOGICO, RANDOMIZADO E DUPLO-DEGO EM 5

|

HUMANOS.

2, Arca de C0|1hccin_1cn(o." 3. Cédigo 4. Nivel {(Para Arca 4)
{CIENCIAS DA SAUDE 4.02 TERAPEUTICO
15, Arca Temitica 6 Cédigo 7. Fasc (Para Arca 3)
AMEDICAMENTOS 3 o

8. Unitermos: (3)

PASTA DENTAL, CLOREXIDINA,
ABIOFILME, INFLAMACAO
{GENGIVAL, MICROBIOLOGICO,
|PCR, DUPLO-CEGO

PESQUISADOR RESPONSAVEL

" 9. Nome:

ALFREDQ CARLOS RODRIGUES FEITOSA

'ﬁ 10, )dentidade: 11.CPF 17. Enderego ;
1:1275950 450734737-87 Rua Luiz Fernandes Reis, 417 Ap.602 Ed. Beach l
. ' Sun ]
-[12. Nacionalidade 13, Profissao 18. CEP 19. Cidade 20. UF |
t,|BRASILEIRO PROFESSOR 29101-120 VILA VELHA [ES ;
| UNIVERSITARIO .
1! 14. Maior Titulagdo: 15. Cargo:. 21. Fone r
¥ MESTRE PROF.ASSISTENTE | 3335- :
il DE PERIODONTIA 7273/7228/3299- ;
K : 5662/9969-4086 o
8L [ 16. Instituigdo a que pertence ;
.| UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO SANTQ G571 L N
R [Termo de Compromisso: ' Data: /9@ J‘/—
i:| Declnro que conhege ¢ cumprirei os requisitos da %{‘ av, '8'74}) -
¥ Res.196/96, "/ [/ Assinatura
‘%1 Sua complementares ¢ accito as responsabilidades / D",;Rﬁféﬁf.ﬁ‘,?ui?ﬁé‘,%%ﬂ.f“'
: pcla'condul;fio MTSEO)3 . COUIFES
4 Clentifica do projeto acima, i — )
B3 INSTITUICAO ONDE SERA REALIZADO e
2:{04, Nome: 28. Enderego :
§/UNIVERSIDADE FEDERAL DO ESPIRITO Av. Marechal Campos, 1468 Maruipe |
L ISANTO - UFES | : UF
! i3, Unjdade[Orgﬁo; 29. CEP 30. C_ldadc 31Ul .
| Departamento de Clinica Odontolégica 29040-090 VITORIA . ES ‘_i
13126, Projeto Multicéntrico: Sim () [32. Fone 33. Fax; . E-mgll: ¥
" Nio (X) (27) 3335-7228 (27) 3335- felo, vix@Edterra.com.bi E
g0 7241/3289-1312 nupe@npd.ufes.br

%27, Outras Instituigdcs participantes

%) UNIVERSIDADE DE SANTO AMARO - UNISA
8 INIVERSIDADE DE SAO PAULO - USP
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NEXO 14.1: Continuagao do Registro do Projeto de pesquisa no CONEP

T BATER D AT e

Lt

‘_'C?..‘-n L

" 36. Cargo/Fungio

pe A
Termo de Compromisso: ‘
Declaro que couhcco ¢ cumprirei 0s requisitos da i
Res.196/96, l
Sua cosnplementares ¢ accito as responsabilidades !
pela condugiio : !
Cientifica do projeto acima. Clinica Oduulutuulkd '
CBM/UFES |
f

. PATROCINADOR
", 134, Nome: 37. Enderego ,
{ + §35. Patrocinador: - 38.CEP 39. Cidade 40. U1 |

41, Fone: 42, Fax . E-mail:

'COMITE DE ETICA EM PESQUISA — CEP

43. Data de Entrada

glon\M

44, Protocolo

45, Conclusdo: { 46. Conclusiio: chmvudb'l
Aprovado; K) () l
Data: Data: !

]

5 41. Reilatério(s) do pesquisador responsavel previsto(a) para:

81 Encaminho 4 CONEP:

: 48.0s dados acima para registro; 7«
149, Os dados acima para apreciagio:

f 50, Data;

51. Coordenador/Nome

W@?

Assirtatura ]

COMISSAO NACIONAL DE ETICA EM PESQUISA —CONEP |

B ?2. Protocolo:

; 53 Data réccbimento:

54, Registro do Banco dc Dados

55. Obscrvagices




ANEXO 15: Tabelas e Graficos

Relagao entre creme dental e idade

Creme - Desvio

Dental Media Padrao p-valor
Placebo 9 31,33 12,23

Cariax 9 32,78 8,03 0.772

Relagao entre os dentifricios e tempo de coleta com a variavel periodontal,

Profundidade clinica de sondagem nos dentes 44, 45, e 46

Var_;?r:izl f greenTael Tempo n Minimo Maximo  Média E:;:gg
0 dias 9 0 0 ,00 ,00
Placebo 7 Dias 9 0 1 22 44
14 Dias 9 0 1 WM ,33
PCS 44 21 Dias 9 0_ 1 1 ,33
0 dias 9 0 1 11 ,33
. 7 Dias 9 0 1 11 33
Cariax .
14 Dias 9 0 0 ,00 ,00
21 Dias 9 0 1 11 .33
0 dias 9 0 0 ,00 ,00
7 Dias 9 0 1 44 .53
Placebo .
14 Dias 9 0 1 33 .50
21 Dias 9 0 1 22 44
PCS 45 0 dias 9 0 0 ,00 ,00
) 7 Dias 9 0 1 . 33
Canax  ibias 9 0 1 R 33
21 Dias 9 0 1 11 33
0 dias 9 0 2 22 67
7 Dias 9 0 2 44 73
Placebo 14 Dias 9 0 3 33 1,00
21 Dias 9 0 2 33 71
PCS 46 0 dias 9 0 1 22 44
) 7 Dias 9 0 1 1 33
Cafax  14Dias 9 0 2 33 71
21 Dias 9 0 1 ,33 50

114
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Estatisticas descritivas — NIC 44, NIC 45, e NIC 46

Variavel / Creme Desvio
Tempo n Minimo Maximo  Média
Dente Dental Padrao
0 dias 9 1 2 1,33 ,50
7 Dias 9 1 2 1,33 50
Placebo
14 Dias 9 1 2 1,33 50
21 Dias 9 1 2 1,33 .50
NIC 44
0 dias =] 1 4 2,22 1,20
7 Dias 9 1 4 2,22 1,20
Cariax
14 Dias 9 1 4 2,22 1,20
21 Dias 9 1 4 2,22 1,20
0 dias 9 1 4 1,67 1,12
7 Dias 9 1 4 1,67 1,12
Placebo
14 Dias 9 1 4 1,67 1,12
21 Dias 9 1 4 1,67 1,12
NIC 45
0 dias 9 1 5 2,33 1,32
7 Dias 9 1 5 2,33 1,32
Cariax
14 Dias 9 1 5 2,33 1,32
21 Dias 9 1 5 2,33 1,32
0 dias 9 1 16 3,11 4,86
NIC 46 Placebo 7 Dias 9 1 16 3,11 4,86

14 Dias 9 1 16 3,1 4,86



Estatisticas descritivas — NIC 44, NIC 45, e NIC 46

Variavel / Creme

. . . Desvio
Dente Dental Tempo n Minimo Méximo  Média Padrao
0 dias 9 1 2 1,33 50
Placebo 7 D'?S o 1 2 1.33 .50
14 Dias 9 1 2 1,33 50
NIC 44 21 l?las 9 1 2 1,33 50
0 dias 9 1 4 2,22 1,20
) 7 Dias 9 1 4 2,22 1,20
Cariax .
14 Dias 9 1 4 2,22 1,20
21 Dias 9 1 4 2,22 1,20
0 dias 9 1 4 1,67 1,12
7 Dias 9 1 4 1,67 1,12
Placebo .
14 Dias 9 1 4 1,67 1,12
21 Di 9 1 4 1,67 1,12
NIC 45 as
0 dias 9 1 5 2,33 1,32
. 7 Dias 9 1 5 2,33 1,32
Cariax .
14 Dias 9 1 5 2,33 1,32
21 Dias 9 1 5 2,33 1,32
0 dias 9 1 16 311 4,86
Placeb 7 Dias 9 1 16 3,1 4,88
0
14 Dias 9 1 16 3.1 4,86
NIC 46 21 Dias 9 1 16 3,1 4,86
0 dias 9 1 8 3,00 2,40
Cari 7 Dias 9 1 8 3,00 2,40
aria
X 14 Dias 9 1 8 3,00 2,40
21 Dias 9 1 8 3,00 2,40
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ANOVA para medidas repetidas
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Variavel / Dente

Fator

F p-valor
Creme dental 1,33 0,265
PCS 44 Tempo - -
Creme Dental & Tempo - -
Creme dentai 0,77 0,395
PCS 45 Tempo 1,00 0,401
Creme Dental e Tempo 1,00 0,401
Creme dental 0,25 0,627
PCS46 Tempo -8,00 1,000
Creme Dental & Tempo 0,25 0,861
Creme dental 4,20 0,057
NIC 44 Tempo - .
Creme Dental e Tempo - -
Creme dental 1,33 0,265
NIC 45 Tempo - -
Creme Dental e Tempo - -
Creme dental 0,00 0,952
NIC 46 Tempo - -

Creme Dental e Tempo
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Teste Exato De Fisher — variavel IP

Dente Tempo iP Placebe Cariax p-valor
Oou1 1,000

Odias 20u3

Total

Cou1

7dias 20u3

44 Total
Ooui

14 Dias 20u3
Total

Oou1

21dias 2o0u3
Total

Oou1

Odias 2o0u3
Total

Ooui

7dias 2o0u3
Total

0ou1

14 Dias 20u3
Total

Oou1

21dias 20u3
Total

Cou1

Odias 2o0u3
Total

Oou1

7dias 2o0u3l
Total

Oout

14 Dias 2o0u3
Total

Oout

21dias 2o0u3
Total

*Nao foi possivel realizar o teste

45

1,000

0,471

46 1,000

1,000

O =2 OO =2 RO NN = NOODIODOV|VCOWDVOCOW|OWO DO O[O O[O W
O = 0O =2 DOO DIOMNNOCODIOOW|IOO W|W-2[OOO[OOO|OO V|- m




Teste Exato De Fisher - variavel I1G

Dente Tempo

IG

Placebo

Cariax

p-valor

0 dias

Oou1
2003
Total

*

7 dias
44

Oou1
20u3
Total

14 Dias

Oou1
20u3
Total

21 dias

Oout
20u3
Total

0 dias

Oout
20u3
Total

7 dias
45

Oou1
20u3
Total

14 Dias

Oou1
20u3
Total

21 dias

Oou1
20u3
Total

0 dias

Oou
20u3
Total

1,000

7 dias

Ooui
2o0u3
Total

1,000

46
14 Dias

Oouil
2ou3
Total

1,000

21 dias

Ooul
20u3
Total

(D—tm(.D—lOb(D-lG)(D-‘G?(DO(D(OC)(Q(DDCO(DO(O(OO(D(DO(.D(DO(D(DOCD

(OO(D(O-‘OD(DO(D(OOCD(DOCD(OOCD(DO(D(DO(O(DO(D(DO(.O(DO(O‘.DO(.D

1,000

*N&o foi possivel realiza

r o teste

119




120

Teste de Mann-Whitney — PCS versus Pg

Dente  Tempo Posiividade  n Média F'?:j;’;‘; Mann-Whitney p-valor
i Negativo 11 1,55 0,69
0 Dias 36,00 0,797
Positivo 7 1,43 0,53
) Negativo 1 1,64 0,67
7 Dias N 25,00 0,364
Positivo 6 1,33 0,52
44
. Negativo 12 1,67 0.65
14 Dias 20,50 0,098
Positivo 6 1,17 0,41
i Negativo 10 1,40 0,52
21 Dias 34,00 0,544
Positivo 8 1,63 0,74
) Negativo 10 1,40 0,52
0 Dias 31,00 0,638
Positivo 7 1,29 0.49
. Negativo 9 1,33 0,50
7 Dias 34,50 0,862
Positivo 8 1,38 0,52
45
Negativo 9 1,44 0,53
14 Dias 31,50 0,331
Positivo 9 1,22 0,44
Negativo 11 1,27 0,47
21 Dias : 38,00 0,954
Positivo 7 1,29 0,49
Negativo 1" 1,91 1,14
0 Dias 34,00 0,647
Positivo 7 3,29 4,31
Negativo 9 1,89 1,27
7 Dias 32,00 0,399
Positivo 9 3,00 3,77
46
Negativo 8 3,13 4,02
14 Dias 9 24,50 0,386
Positivo 8 1,88 1,36
Negativo 11 3,09 3,45
21 Dias g 20,50 0,067

Positivo 7 1,43 0,53
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Teste Exato de Fisher — creme dental e positividade para o periodontopatogeno

Porphyromonas gingivalis (Pg)! Dente 44

Tempo Positividade Creme Dental
Placebo Cariax

Negativo 6 5
0 Dias Positivo
Total

p-valor

1,000

Negativo
7 Dias Positivo
Total

0,131

14 Dias Positivo

Total

0,620

Negativo
21 Dias Paositivo

Total

3
9
4
5
9

Negativo 5
4
9
5
4 1,000
9

© Hh OO N N 2 N[O N

Teste Exato de Fisher — creme dental e positividade para o periodontopatégeno

Porphyromonas gingivalis (Pg)/Dente 45

. Creme Dental
itividade -valor
Tempo Positivi Placebo _ Cariax P

Negativo 6
0 Dias Positivo 0,637

Total

Negativo
7 Dias Positivo 0,637
Total

Negativo

14 Dias Positivo 0,347

Total

Negativo
21 Dias Positivo 0,335

Total

W N N[O B W D W | W
© O hjO W M| O G A0 b
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Teste Exato de Fisher — creme dental e positividade para o periodontopatdgeno

Porphyromonas gingivalis (Pg)/ Dente 46

Creme Dental
Tempo Positividade p-valor

Placebo Cariax

Negativo 5 6

0 Dias Positivo 4 3 1,000
Total 9 9
Negativo 3 6

7 Dias Positivo 6 3 0,347
Total 9 9
Negativo 4 4

14 Dias Positivo 4 4 1,000
Total 8 8
Negativo 5 6

21 Dias Positivo 4 3 1,000

Total 9 9
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Associagao entre a positividade de P.gingivalis e o Indice de Placa / IP.

Dente  Tempo IP Positividade p-valor
Negativo Positivo
Oou1 11 6
ODias 20u3 0 1 0,389
Total 11 7
Oout 11 6
7Dias 2o0u3 0 0 *
44 Total 11 6
Oout 12 6
14 Dias 2o0u3 0 0 *
Total 12 6
Oout 10 8
21 Dias 2o0u3 0 0 _*
Total 10 8
Oout 10 6
ODias 20u3 0 1 0,412
Total 10 7
Oou1 9 8
7Dias 20u3 0 0 *
Total 9 8
45 Oout 9 9
14Dias 20u3 0 0 *
Total 9 9
Oou1 1 7
21Dias 20u3 0 0 *
Total 11 7
Oou1 9 6
ODias 20u3 2 1 1,000
Total 11 7
Oout 8 8
7Dias 20u3 1 1 1,000
Total 9 9
46 Oout 6 8
14 Dias 20u3 2 0 0,467
Total 8 8
Oou1 10 6
21Dias 20u3 1 1 1,000
Total 11 7

* Nzo foi possivel realizar o Teste
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Associagao entre a positividade de P.gingivalis e o Indice Gengival/lG.

Dente Tempo IG Positividade p-valor
Negativo Positivo
Oout 11 7
ODias 20u3 0 0 P
Total 11 7
Ooun1 11 5
7Dias 20u3 0 0 «
44 Total 11 6
Oout 12 8
14Dias 2o0u3 0 0 "
Total 12 6
Cou1 10 8
21Dias 20u3 0 0 "
Total 10 8
Oou1 10 7
ODias 20u3 0 0 *
Total 10 7
Oou1 9 8
7 Dias 2o0u3 0 0 o
Total 9 8
4 Oou1 9 9
14 Dias 20u3 0 0 *
Total 9 9
Ooui 11 7
21Dias 20u3 0 0 o
Total 11 7
Oou1 11 6
0 Dias 20u3 0 1 0,389
Total 11 7
Cout 9 8
7Dias 20u3 0 1 1,000
Total 9 9
40 Oout 6 8
14 Dias 20u3 2 0 0,467
Total 8 8
Oou1 10 7
21 Dias 20u3 1 0 1,000
Total 11 7

* Nio foi possivel realizar o Teste
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Freqgltiéncia

Creme Dental

Placebo
-Cariax

Masculino Feminino

Sexo

Freqiiéncia de individuos associados ao Sexo e Creme Dental

Fregliéncia

Creme Dental

Placebo

| Il cariax
Branca Negra

Etnia / Raga

liéncia de indivi -
Freall Individuos assaciagog g Etnia / Raga e Creme Dental



Fregléncia

Creme Dental
Pracebo

-Cariax

0]

Solteiro Casado Separado

Estado Civil

Frequéncia de individuos associados ao Estado Civil e Creme Dental

PB 44

—0— Placebo
-0 Cariax




PB 45

PB 46
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Média e Intervalo de 95% de Confianca — PCS 44
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NI 45
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Grafico de Barras para a Positividade de Periodontopatégeno Porphyromonas

gingivalis (Pg) — Dente 45
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