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RESUMO

Efeito do controle supragengival em comparac¢io ao controle combinado supra e
subgengival durante a fase de manutencio periodica preventiva: resultados

microbiologicos

Objetivos: Comparar o efeito do controle estrito do biofilme supragengival (SUPRA), em
comparagdo ao controle combinado dos biofilmes supra e subgengival (SUPRA+SUB), na
microbiota subgengival de pacientes durante a fase de manutencdo periddica preventiva
(MPP), ao longo de 1 ano. Materiais e métodos: Sessenta e dois pacientes com periodontite
moderada ou avancada (idade média 50.97 + 9.26 anos, 40 mulheres, 24 fumantes) foram
tratados de acordo com um protocolo nao-cirurgico. Finalizada a fase terapéutica, os pacientes
iniciaram a fase de MPP e foram randomicamente alocados para receber a intervencao
SUPRA ou SUPRA+SUB. Exames periodontais, instru¢cdes de higiene bucal, e as respectivas
intervengdes (SUPRA ou SUPRA+SUB) foram realizados em consultas trimestrais. Biofilme
subgengival foi coletado ao baseline, 3, 6 ¢ 12 meses. Técnica de PCR em Tempo Real foi
utilizada para quantificar as espécies bacterianas Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema
denticola (Td), Tannerella forsythia (Tf), e o dominio Eubacteria (Bactérias totais). Equacdes
de estimacdo generalizadas foram usadas para se estimar os efeitos dos tratamentos
considerando-se a avaliacdo longitudinal. Resultados: Nao foram observadas diferencas
significativas entre os grupos para as contagens de Pg, Td, Tf, e Bactérias totais ao longo de 1
ano. Contudo, a partir dos 3 meses, as contagens de Pg ¢ Tf aumentaram significativamente
em ambos os grupos. As contagens de Bactérias totais e Td foram mantidas
longitudinalmente. Por outro lado, as contagens médias das espécies bacterianas alvo
permaneceram em baixos niveis (< 10°) durante todo o estudo. Paralelamente, os pardmetros
clinicos foram mantidos sem alteragdes significativas. Conclusdes: As intervengdes de
manutengdo investigadas produziram resultados microbiologicos semelhantes ao longo do
tempo, o que demonstra o grande e importante impacto do controle do biofilme supragengival

durante a fase de MPP.

Palavras-chave: Ensaio clinico randomizado. Manutencdo periodica. Microbiologia.

Periodontite.



ABSTRACT

Effect of supragingival intervention in comparison with combined supra and subgingival

intervention during periodontal maintenance phase: microbiological results

Aim: Compare the effects of supragingival scaling alone (SPG) against the combined supra
and subgingival scaling (SPG+SBG), on subgingival microbiota from patients during
periodontal maintenance period (PMP), along 1 year. Material and Methods: Sixty-two
patients with moderate or severe periodontitis (mean age 50.97 + 9.26, 40 females, 24
smokers) were treated according to a non-surgical protocol. Ended the therapy phase, they
entered a PMP and were randomly allocated to receive SPG or SPG+SBG interventions.
Periodontal exams, oral hygiene instructions, and the respective intervention (SPG or
SPG+SBG) were performed at quarterly appointments. Subgingival biofilm was sampled at
baseline, 3, 6 and 12 months. Real-time PCR technique was used to quantify the bacteria
species Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola (Td), Tannerella forsythia (Tf),
and Eubacteria domain (7otal bacteria). Generalized estimating equations were used to
estimate treatment effects while accounting for longitudinal evaluation. Results: No
significant inter-groups differences were observed to Pg, Td, Tf, and Total bacteria counts
over 1 year. However, from 3 months onward, Pg and 7f counts increased significantly in
both groups. Total bacteria and Td counts were maintained overtime. Still, the mean counts of
target bacteria species remained at low levels (< 10°) throughout the study. In parallel, the
clinical parameters were maintained without significant changes. Conclusions: The PMP
interventions yielded similar microbiological results along time, demonstrating the great

impact and importance of supragingival biofilm control during PMP.

Key words: Long-term care. Microbiology. Periodontitis. Randomized controlled trial.



SUMARIO

L INTRODUGCAO ... 11
2 REVISAO DA LITERATURA .....coovuivoeeeeeeeeeeeeeeeeee e 13
BOBIETIVOS ..ot 36
3.1 ObBJELIVO GOTAL..cceeiiieiiiieeiiieeeeee et e e e e te e e aaeeetaeeesbaeessseeennseeenns 36
3.2 Objetivos ESPECITICOS ..viviuiiiiiiiieiiiieeiie ettt ettt et e e tre e e e eaeeesnbeeenes 36
4 ARTIGO CIENTIFICO ... 37
5 CONSIDERACOES FINALS ...ttt ee s 67
REFERENCIAS......ooooiiieeeeeeeeeee ettt snassenansn e 71

ANEXOS .ottt sttt st 75



11

1 INTRODUCAO

Contemporaneamente, a intervencao periodontal nao-cirurgica, baseada no controle do
biofilme supragengival associado a raspagem e alisamento radicular, tem sido considerada
como o tratamento de escolha para as periodontites (ADRIAENS; ADRIAENS, 2004). Por
outro lado, a literatura tem demonstrado que o insucesso de qualquer terapia subgengival bem
realizada pode estar associado a auséncia de um adequado controle do biofilme supragengival
pelo bindmio paciente-profissional (NYMAN; LINDHE; ROSLING, 1977; RAMFJORD et
al., 1982; BECKER; BECKER; BERG, 1984; LINDHE; NYMAN, 1984; AXELSSON;
NYSTROM; LINDHE, 2004). Portanto, os pacientes periodontais tratados devem ser
encaminhados e motivados a participar de um protocolo de Manutengdo Periddica Preventiva
(MPP) (SANZ et al., 2015; TONETTI et al., 2015a; 2015b).

A MPP pode ser definida como “procedimentos realizados em intervalos selecionados
para ajudar o individuo a manter sua satde bucal. Fazendo parte da terapia periodontal, um
intervalo estabelecido para cuidados periodontais periddicos...”. Neste sentido, a fase e os
procedimentos realizados durante a MPP tem com principais objetivos: 1) prevenir a
recorréncia e progressao da doenca periodontal em pacientes previamente tratados; 2)
prevenir ou reduzir a incidéncia de perda dentdria nesses pacientes; e 3) auxiliar no
diagnostico precoce e tratamento, em tempo adequado, de outras doencas e condig¢des
encontradas na cavidade oral (COHEN et al., 2003; RENVERT; PERSSON, 2004).

Entretanto, o impacto que as intervengdes comumente realizadas durante a fase de
MPP exercem sobre os tecidos periodontais, longitudinalmente, ainda nao estd totalmente
esclarecido. Consequentemente, até o momento, ndo existe um consenso a respeito de qual
intervencdo deve ser realizada a cada consulta de MPP para que se mantenha a saude
periodontal ao longo do tempo (SANZ; ADDY, 2002; SANZ et al., 2015). Por outro lado, os
estudos disponiveis sobre esta tematica tém sugerido uma auséncia de diferenca nos desfechos
clinicos periodontais quando se compara o controle estrito do biofilme supragengival ao
controle combinado dos biofilmes supra e subgengival (JENKINS et al., 2000; HEASMAN;
MCCRACKEN; STEEN, 2002). A compreensdo desta auséncia de diferenca entre as referidas
terapias na fase de MPP passa pelo entendimento do papel do biofilme supragengival como
modulador do ambiente subgengival. A plausibilidade desta influéncia ¢ destacada por alguns
autores (MARSH, 2003; 2012; SOCRANSKY; HAFFAJEE, 2005; MARSH; MOTER;
DEVINE, 2011).
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De interesse, sugere-se que esta influéncia possa ser medida tanto por meio de exames
fisicos periodontais, quanto por outros exames de cunho clinico, como a andlise de
marcadores imuno-inflamatdérios e microbioldgicos. Estes ultimos tém sido avaliados, com
certa frequéncia, como um indicador importante de reposta terapéutica periodontal ou,
eventualmente, até como meio de sele¢do da terapia a ser empregada (VAN WINKELHOFF,
2003). Neste contexto, a analise microbioldgica durante a MPP, muito embora realizada,
raramente foi direcionada para auxiliar na identificacdo de intervengdes elegiveis ou
preferiveis a serem realizadas nesta fase (SANZ et al., 2011). Curiosamente, existe um
posicionamento recente na literatura de que investigagdes visando ao objeto de estudo
protocolos terapéuticos na MPP devam, além de ser conduzidas de forma mais adequada,
englobar indicadores outros, tais como microbiologicos, na intencao de obter uma leitura mais
completa dos beneficios destas terapias (SANZ; ADDY, 2002; SANZ et al., 2011; 2015).

Assim, pelo exposto, considerou-se valida a conducdo de um ensaio clinico
randomizado com pacientes periodontais previamente tratados, a fim de se comparar,
longitudinalmente, o efeito da realizacdo do controle estrito do biofilme supragengival em
relagdo ao controle combinado dos biofilmes supra e subgengival, durante a fase de MPP. Por
conseguinte, aqui serdo apresentados os resultados referentes aos desfechos microbiologicos
subgengivais dos pacientes deste ensaio clinico randomizado, durante um periodo 12 meses

de acompanhamento.
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2 REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura sera apresentada sob a forma de um artigo de revisdo critica da
literatura, estando este aceito para publicagdo na Revista da Associagdo Paulista de

Cirurgides-Dentistas (Revista da APCD).

Do controle de placa ao controle do biofilme supragengival: o que aprendemos ao longo

dos anos?

Angst PDM, Gomes SC, Oppermann RV
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Resumo

As doencas periodontais de maior prevaléncia sdo aquelas relacionadas a presenga da placa
bacteriana, hoje entendida como um biofilme dental. A compreensdao da dindmica deste
reacendeu antigas discussdoes que, desde entdo, buscavam determinar quais as formas
elegiveis e preferiveis para o tratamento daquelas doencas. Sob o conceito de “placa
dentaria”, o tratamento da gengivite, mas principalmente o da periodontite, ora levaram ao
extremo da tentativa de eliminacdo de toda e qualquer “placa”, ora conduziram ao uso, até
hoje indiscriminado, de antibioticos. Atualmente, o conceito de biofilme dental, entendido
como comunidades microbianas com mecanismos interdependentes de auto-regulagao,
nutricdo € comunicacao, a ponto de manterem um sinergismo que vai ao encontro da sua
subsisténcia, alterou a forma nao so6 de entender a etiologia das doengas periodontais, mas de
como trata-las. Neste conceito, o papel dos microrganismos ndo necessariamente aponta para
tipos bacterianos especificos como causadores da doenga, mas para as doengas periodontais
como uma infec¢do oportunista. Paralelamente, o biofilme supragengival passou a significar
mais do que o fator etioldgico das gengivites, passando a ser compreendido, também, como
fundamental modulador do ambiente subgengival. Neste cenario, a terapia periodontal passa
por desafios inerentes a uma mudanca conceitual, tais como compreender o significado do
controle supragengival para a prevengdo, tratamento e manutencdo dos resultados
terapéuticos. Portanto, esta revisdo teve por objetivo apresentar a plausibilidade bioldgica do
controle do biofilme supragengival como fundamental para a terapia periodontal e, além disto,
discutir resultados de estudos sob o conceito de doenca periodontal como uma infecgao

oportunista.

Descritores: placa dentaria, higiene bucal, periodontite, raspagem dentaria.

Relevancia clinica: A compreensdo do modelo etiopatogénico baseado no conceito da
doenca periodontal como uma infec¢do oportunista sugere o controle do biofilme
supragengival como uma intervengao essencial para a prevengdo, terapia € manutengao dos
resultados terapéuticos, e, assim, justifica um cuidado especial para com a condigdo

supragengival dos individuos ao longo do tempo.



16

Title: From plaque control to supragingival biofilm control: what have we learnt over time?

Abstract

The most prevalent periodontal diseases are those associated with the presence of dental
plaque, nowadays understood as a dental biofilm. The comprehension of the biofilm dynamics
rekindled old discussions that, since then, sought to determine the eligible and preferred
therapies for periodontal diseases. Under the concept of “dental plaque”, the gingivitis
treatment, and also the periodontitis one were based on the elimination of every and any
plaque or of some bacteria species. The later determining the indiscriminate use of antibiotics.
Currently, the biofilm concept, understood as microbial communities with interdependent
mechanisms of self-regulation, nutrition and communication and involved in a synergism to
render its subsistence, changed the way not only to understand the periodontal diseases
etiology but, in special, the way to treat them. Under this concept, the role of microorganisms
not necessarily points to specific bacteria infecting the sites and causing diseases, but to
periodontal diseases as an opportunist infection linked to a retro feeding process between the
dental biofilm and the host. Alongside, the supragingival biofilm has meant more than the
etiologic factor of gingivitis, but also as an important modulator of subgingival environment.
In this sense, the periodontal therapy is challenged by conceptual trends, such as the
comprehension of the meaning of supragingival control for the prevention, treatment and
maintenance of therapeutic results. Therefore, the present review aimed to revise the role of
the supragingival biofilm control to periodontal condition, and, also, to discuss results of

studies under the concept of periodontal diseases as opportunists infections.

Descriptors: biofilms, periodontal diseases, oral hygiene, dental scaling.
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Introducao

As discussdes que tangem o tema controle do biofilme dental que se estabelece no ambiente
supragengival ndo sdo recentes. Do ponto de vista periodontal, diversos estudos tém
investigado e demonstrado o efeito positivo das intervengdes de controle supragengival
quando realizadas durante a fase de tratamento periodontal."” Ainda que de forma mais
discreta, pois os estudos disponiveis nao tiveram o objetivo especifico de investigar o efeito
do controle supragengival, este controle também tem sido implicado na manutencao dos
resultados terapéuticos, durante a fase de Manutencdo Periodica Preventiva (MPP).®® No
entanto, apdés um periodo de quase estagnacdo nas publicacdes relacionadas ao tema, o
controle supragengival, em seus diferentes aspectos e implicagdes, tem recebido atencdo
renovada, € passa, mais uma vez, por um olhar atento, criterioso e de destaque.

Esta retomada de atengdo sobre o controle supragengival pode ser observada frente as
declaracdes oriundas do 11° Workshop Europeu em Periodontia, as quais foram publicadas
por meio de uma série de artigos no Journal of Clinical Periodontology.” Tais publica¢des
abordam o tema “‘controle supragengival” como uma intervencao impar e essencial durante a
terapia periodontal ao declarar que “a raspagem profissional, tdo profunda quanto o
necessario para a remocao de todos os depodsitos moles e duros, € importante para permitir o
adequado controle mecanico do biofilme pelo paciente”, e que “orientagdes de higiene bucal,
repetida e individualmente entregues aos pacientes, sdo o elemento chave para se alcancar a
satide gengival”.” Além disso, estes artigos alinham o controle do biofilme supragengival ao
sucesso terapéutico longitudinal ao apontar que “a remog¢ao mecanica profissional do biofilme
¢ ineficaz, em longo prazo, quando ndo acompanhada por um adequado padrdao de higiene
bucal pelos pacientes”, e que, desta forma, “medidas educativas voltadas para a satide bucal,
baseadas em orientacdo, motiva¢do e mudanca de habito, devem ser estabelecidas”.’ Néo
obstante, existe também um posicionamento da Federacao Europeia de Periodontia, apds este
workshop, sinalizando para a necessidade de se reascenderem as discussdes sobre o controle
do biofilme supragengival, principalmente durante a fase de MPP, onde o efeito deste
controle permanece a ser mais bem esclarecido.'’

Ainda que se reconhega a relevancia e a necessidade de se incorporar o paciente

. ~ s 7 1: 11
periodontal tratado em um programa de manutengdo periddica,*™

davidas permanecem
quanto a frequéncia das consultas de MPP, e, especialmente, sobre quais intervengdes clinicas
devem ser realizadas nestas consultas a fim de se manter a satde periodontal

longitudinalmente. Questiona-se, por exemplo, a necessidade de se realizar instrumentagdes
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subgengivais a cada consulta de MPP.”'*"!?

Existem, neste cenario, evidéncias que apontam
para o controle supragengival como uma intervengdo tdo efetiva quanto a intervencao
subgengival durante a fase de MPP, sendo este entendimento baseado e suportado pelo papel
do biofilme supragengival como modulatério do ambiente subgengival.'?

Frente a estas observacdes, a presente revisdo teve, como objetivo, apresentar
perspectivas contemporaneas que suportam a validade do controle do biofilme supragengival

durante a terapia periodontal e na manuten¢do longitudinal dos resultados obtidos.

Revisao da Literatura

Relagdo entre os biofilmes supra e subgengival, e o ambiente subgengival

A relagdo do biofilme supragengival com o ambiente e composicdo microbioldgica
subgengivais pode ser inicialmente verificada por estudos relacionados a formagao inicial do
biofilme supragengival. Este tema foi abordado por Weidlich ef al., em 2001, em um estudo
experimental com o objetivo de analisar o padrao de formagdo do biofilme supragengival,
durante um periodo de 4 dias, e clinicamente avaliar a resposta inflamatoria gengival neste
periodo.'* Para tanto, seis participantes com satide gengival foram incluidos, ¢ avaliagdes do
volume de Fluido Crevicular Gengival (FCG) e da Zona Livre de Placa (ZLP) foram
realizadas ao baseline (hora 0), e em 24, 48, 72 ¢ 96 horas ap0s o livre acimulo do biofilme
supragengival. Os autores reportaram que 24 horas apos o acimulo de biofilme supragengival
foi possivel observar uma fina camada deste biofilme sobre a superficie dentéaria, mas que esta
camada estava separada da margem gengival por uma zona livre de placa. Como o passar do
tempo, porém, esta camada de biofilme passou a apresentar um crescimento em dire¢do
incisal, a0 mesmo tempo que a ZLP tendeu a desaparecer. Por fim, apds 96 horas, esta ZLP
nao pdde mais ser observada, o que, consequentemente, culminou com o contato do biofilme
com a margem gengival. Além disso, paralelamente, pode-se verificar um aumento no volume
de FCG. Frente a estes achados, os autores sugeriram que o desaparecimento da ZLP, que
possibilitou o primeiro contato do biofilme supragengival com o ambiente subgengival,
parece estar relacionado a dois mecanismos: 1) ao crescimento apical do biofilme através da
area intra-sulcular; e/ou, mais importante e provavel, 2) as alteragdes em direg¢do cervical da
margem gengival como parte da resposta inflamatoria, ou seja, do edema. Por conseguinte,

este segundo mecanismo estaria também relacionado com englobamento daquele biofilme
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supragengival para um ambiente subgengival. Estas observagdes remetem a informagdo de
que com o aparecimento da resposta inflamatoria gengival (edema e aumento do volume de
FCG), criam-se condi¢des nutricionais e ambientais adequadas ao estabelecimento e
perpetuacdo de uma microbiota subgengival.'

Esta interagdo entre os biofilmes e a resposta inflamatoria do hospedeiro pode ser
ilustrada, também, a partir de um caminho inverso, considerando-se pacientes doentes.
Kawada ef al., em 2004, por exemplo, avaliaram a relagdo entre o numero de bactérias
Porphyromonas gingivalis em amostras subgengivais ¢ o quadro clinico periodontal dos
pacientes.”” Neste estudo, amostras subgengivais foram coletadas de 9 pacientes com
periodontite, em 4 sitios com profundidade de sondagem (PS) igual ou superior a 4 mm, e
analisadas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real. Os autores reportaram
uma correlagdo significativa entre o nimero de bactérias e os valores de PS (* = 0.37, p <
0.001), onde cada 1 milimetro de aumento da PS correspondeu a um aumento de 10 vezes no
numero destas bactérias. Na mesma dire¢do, um estudo mais recente com o objetivo de
entender a ecologia das comunidades bacterianas subgengivais, e, principalmente, elucidar a
relagdo entre inflama¢do e o microbioma subgengival, foi realizado por Abusleme e
colaboradores.'® Vinte e dois pacientes com periodontite cronica e 10 pacientes com satde
periodontal foram incluidos no estudo. Amostras subgengivais foram coletadas em 2 sitios
com semelhante condi¢do de destruicao periodontal (PS = 5 mm), porém diferindo quanto a
presenca ou auséncia de sangramento a sondagem (SS), nos pacientes do grupo “doenca
periodontal”, e em um sitio sem sangramento nos pacientes do grupo “satde periodontal”. As
amostras foram analisadas por meio da técnica de piro-sequenciamento. Como resultados,
pode-se observar maior carga bacteriana em sitios apresentando SS, em comparagdo a sitios
com perda de inser¢do e sem sangramento, € em comparagdo a sitios saudaveis. Além disso,
os autores observaram que as comunidades bacterianas eram qualitativamente semelhantes em
saude e doenga, muito embora numericamente diferentes, e inferiram que estas diferencas
poderiam ser reflexo da extensdo da PS. Coletivamente, mais uma vez, estes resultados
apontam que a relagdo entre resposta inflamatdria e os microrganismos ¢ dindmica, reciproca
e interdependente, visto que maior carga bacteriana pode representar um maior desafio ao
hospedeiro, o qual responde com um aumento na inflamacao (e.g., maior PS, FCG, SS), o
que, retroalimentando o processo, por sua vez, propicia um aumento na carga bacteriana via
maior aporte de nutrientes.

Nao surpreendentemente, as observacgoes relacionadas a estes estudos nos remetem ao

. . . ~ . 1 . , .
conceito da doenca periodontal como uma infec¢do oportunista.’> Tal conceito é entendido
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pelo seguinte raciocinio: ao inicio do acimulo do biofilme supragengival hda uma
predominancia de microrganismos associados a saude. Com o passar do tempo, no entanto,
sem a disrup¢ao deste biofilme, ha o estabelecimento da primeira resposta inflamatéria que
clinicamente diagnostica-se como gengivite. Algumas das caracteristicas desta condigao,
devido a maior vascularizacdo tecidual, sdo o aumento do volume de FCG e o aparecimento
do sangramento marginal, os quais passam a proporcionar um ambiente mais abundante em
nutrientes, tais como hemina, glicoproteinas, e proteinas do hospedeiro, que servirdo como
substratos ao metabolismo bacteriano e fornecerdo importantes fatores de crescimento para
espécies bacterianas anaerObicas e proteoliticas. Paralelamente, devido ao edema, ha um
aumento da PS, constituindo-se um local ideal para que bactérias anaerdbicas facultativas
(localizadas na entrada da bolsa, i.e. unidade sangrante) empobrecam o oxigénio disponivel e
produzam diéxidos de carbono e hidrogénio, o que, por sua vez, favorece e cria um ambiente
anaerobico dentro da bolsa. Além disso, o metabolismo bacteriano continuo determina
pequenas elevacdes na temperatura e pH local, que sdo fatores essenciais para o crescimento,
competitividade e agressividade de algumas espécies de bactérias. Consequentemente, ¢
possivel um aumento numérico expressivo destas bactérias com maior potencial patogénico, e
que antes estavam em menor nimero nos biofilmes supra e subgengival, resultando em um
expressivo aumento também no numero total de bactérias no biofilme. Se este quadro de
acumulo destes biofilmes ¢ mantido, hd a retroalimentacao continua do processo, via maior
desafio bacteriano ao hospedeiro, o qual responde aumentando a resposta inflamatoria,
refletindo em piora nos indicadores clinicos periodontais.” Este quadro, naqueles individuos
susceptiveis, podera evoluir para a periodontite. Deste modo, o termo infec¢ao oportunista ¢
vinculado a necessidade de retroalimentacdao constante entre bactérias e resposta inflamatoria.
Portanto, a partir deste mecanismo de retroalimentagdo, pode-se entender o papel primordial
do ambiente supragengival como fonte primaria dos microrganismos subgengivais. Nao
obstante, este processo pode fundamentar o controle do biofilme supragengival como uma
intervencdo capaz de modular o ambiente subgengival."

Inseridos neste contexto, existem estudos de intervencao que mostraram esta relagao
de modulacdo sob o ponto de vista clinico. Estes estudos partem do principio de que por meio
do controle da gengivite, tem-se a redu¢do dos indicadores clinicos, como PS e SS, que
podem, entdo, influenciar os demais indicadores. Um destes estudos foi conduzido por Gomes
e colaboradores, em 2007, tendo como objetivo avaliar o efeito do controle supragengival nos
indicadores clinicos de pacientes com periodontite.” Para tanto, 50 pacientes (25 fumantes e

25 nunca-fumantes) com diagnostico de periodontite moderada a avancada foram
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acompanhados por 180 dias com consultas semanais para o controle do biofilme unicamente
supragengival. Pode-se verificar que o controle supragengival estrito foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de placa, gengivite, e SS, bem como os valores médios de PS e
perda de inser¢do (PI), independentemente da categoria de PS, e sem diferengas entres os
grupos. Estas alteracOes, além disso, foram mantidas durante todo o periodo do estudo.

Outros estudos de intervengdo, por sua vez, demonstraram esta relagdo de modulagao
valendo-se da investigacdo de outros indicadores, como marcadores imunoldgicos ou
microbiologicos. Exemplificando, o estudo realizado por Dahlén et al., em 1992, buscou
verificar o efeito nos indicadores clinicos € microbioldgicos de um programa de controle do
biofilme supragengival que incluia instrugdes meticulosas de higiene bucal e monitoramento
profissional, durante um periodo de 2 anos.” Sessenta e¢ dois pacientes foram incluidos e
distribuidos nos seguintes grupos: Grupo AB, composto por 23 pacientes que apresentavam
perda de insercdo e PS maiores (“sitios profundos™) e menores (‘“‘sitios rasos”) que 4 mm; e
Grupo C, com 39 pacientes com gengivite e apenas sitios “rasos”. Controle supragengival,
orientagdes de higiene bucal e motivagdo foram entregues em 4-8 consultas, durante os 3
primeiros meses. Novos exames foram realizados 24 meses ap6s o inicio do estudo. Pode-se
verificar que os indicadores clinicos de placa, gengivite e PS foram reduzidos
significativamente em todos os grupos, tanto em sitios “rasos” quanto “profundos, e que os
niveis de inser¢do foram mantidos. Além disso, entre as categorias de PS, houve um aumento
no numero de sitios rasos e diminuicdo dos profundos. Na mesma direcdo, os marcadores
microbiologicos foram significativamente alterados, tanto em sitios rasos como profundos,
como observado pela redu¢do da média do total de bactérias vidveis e pelo nimero e
percentual de sitios positivos para determinadas espécies bacterianas. Baseados nestes
resultados, os autores concluiram que a microbiota subgengival foi influenciada ndo somente
por fatores locais dentro da bolsa, mas, também, pelo ambiente supragengival e que as
alteragdes observadas nos sitios profundos estavam associadas a reducao da PS, ocasionada
pelo controle do biofilme supragengival. Este processo, por sua vez, levou a redugdo da carga
microbiologica e as alteracdes qualitativas da microbiota subgengival. Estes resultados sao
corroborados pelo estudo de Gomes et al, em 2008, que publicaram os resultados
microbioldgicos do estudo de 2007.° Nesta investigacio, pode-se observar que o controle do
biofilme supragengival marcadamente reduziu as contagens subgengivais das espécies
bacterianas estudadas (Porphyromonas gingivalis, Parvimonas micra, Dialister pneumosintes,
e Aggregatibacter actinomycetemcomitans), bem como do dominio Eubactéria, em ambos os

grupos, ¢ longitudinalmente. A despeito do conjunto destas observagdes, neste processo
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interdependente entre os biofilmes supra e subgengival ainda ndo se tem esclarecida, por
exemplo, a ordem dos fatores, ou seja, se as melhoras clinicas sdo consequéncia da reducao da
microbiota, ou se as alteragdes microbioldgicas sdo em decorréncia da diminuigdo dos
indicadores clinicos de inflamagao?

O modelo de infeccdo oportunista fundamenta, também, o controle do biofilme
supragengival como etapa e ferramenta essenciais para o sucesso do tratamento das
periodontites. Embora inexista um ensaio clinico randomizado (ECR) no qual o controle
supragengival tenha sido abordado como uma modalidade de intervencdo unica, em
comparagao a sua realizacdo como uma etapa prévia ao tratamento da periodontite ou a sua
realizagdo concomitante ao controle do biofilme subgengival, estas abordagens foram
comparadas em 2014, em um ECR sob modelo de boca-dividida.” Vinte e cinco pacientes
com periodontite cronica receberam, por quadrantes, os seguintes regimes terapéuticos: I)
controle supragengival estrito, em 1 quadrante, no dia 0, e sendo controle este mantido ao
longo de todo o periodo experimental; II) controle supra e subgengival simultaneos, em 2
quadrantes, no dia 0; e III) controle supragengival no dia 0 e o controle subgengival ap6s 30
dias, em 1 quadrante. Este estudo desenvolveu-se em 450 dias, durante os quais os pacientes
foram reavaliados e orientados em relacdo ao controle do biofilme supragengival (em média a
cada 2.2 + 1.64 meses). Pode-se observar que os 3 regimes propostos levaram a alteragdes
significativas nos niveis de placa e gengivite, bem como redugdes nos indicadores de PS, SS e
PI, sendo que as maiores reducdes nestes indicadores subgengivais ocorreram nos quadrantes
que receberam a intervengdo subgengival. Por outro lado, o controle supragengival como
etapa prévia reduziu as necessidades de intervengdo subgengival em quase 50%. Esta reducao
pode ser entendida da seguinte forma: 72% dos sitios com SS+ ao baseline no grupo II
receberam a intervencao subgengival; em contrapartida, no grupo III somente 37%
permaneceram necessitando receber a intervengdo subgengival (neste grupo entregue no dia
30), como avaliado pelo percentual de sitios que permaneceram com sangramento
subgengival, apos terem recebido o controle supragengival. Além disso, observou-se que as
maiores reducdes em todos os indicadores clinicos foram observadas ja aos 60 dias, quando,
entdo, estes valores foram mantidos longitudinalmente. Pode-se inferir, portanto, que um
controle adequado do biofilme dental, atestado pelos baixos indices de placa e sangramento
marginal ao longo do tempo, permitiu a estabilidade dos indicadores subgengivais.

Semelhante avaliagdo foi realizada j4 em 1983.' Muito embora empregando um
delineamento mais simples, e voltado unicamente para a analise dos marcadores

microbiologicos, Smulow ef al. conduziram um estudo com a inclusdo de 14 pacientes
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apresentando pelo menos 4 bolsas com PS > 5 mm, onde cada sitio/bolsa (de um total de 56)
foi alocado a uma das seguintes intervengdes: 1) controle supra e subgengival no dia 0,
seguido de controle supragengival por 20 dias; 2) controle supragengival estrito no dia 0,
seguido de controle supragengival por 20 dias; 3) controle supra e subgengival no dia 0,
porém sem qualquer controle posterior; e 4) nenhuma intervengdo e sem qualquer controle
posterior. Amostras de biofilme subgengival foram coletadas destes sitios e avaliadas por
meio da técnica de cultura e microscopia. Pode-se verificar que aqueles grupos que receberam
atencdo supragengival continuada experimentaram redugdes significativas nas contagens
bacterianas totais e de morfotipos bacterianos (espiroquetas e espécies anaerobias facultativas
e obrigatorias). Por outro lado, os grupos sem controle supragengival apresentaram
comportamento oposto, com aumento destas contagens. J& a época, estes autores, em
conclusdo, sugeriram que a microbiota subgengival era fortemente afetada pelo controle do
biofilme supragengival uma vez que o este biofilme seria a fonte primaria da microbiota
subgengival.

No mesmo contexto, avaliando desfechos clinicos e microbiolégicos, Feres ef al., em
2009, compararam os efeitos da intervencao subgengival isolada em relagdo a sua realizagao
combinada ao controle mecanico do biofilme supragengival, ou ainda complementada pelo
controle quimico deste biofilme.* Para tanto, 60 pacientes com periodontite cronica,
generalizada, foram alocados a receber uma das seguintes intervengdes: 1) raspagem e
alisamento radicular (RAR) realizada de forma estrita; 2) RAR combinada ao controle
mecanico do biofilme supragengival; e 3) RAR combinada ao controle quimico supragengival
com digluconato de clorexidina. O controle supragengival foi realizado durante 63 dias,
iniciando-se juntamente com a RAR, e reexames foram conduzidos apds 2 e 6 meses.
Clinicamente, observou-se maiores redugdes de PS, SS e PI, tanto ao 2°. como ao 6°. més pos
terapia subgengival, nos grupos que receberam também o controle do biofilme supragengival.
Além disso, embora o grupo com controle quimico tenha apresentado uma tendéncia a maior
redu¢do nos indicadores avaliados, esta mudanca nao foi estatisticamente diferente daquela
observada no grupo com controle mecanico. Mesmo comportamento foi observado em
relagdo aos marcadores microbiologicos: as maiores reducdes foram relacionadas aos grupos
com controle supragengival, e com especial impacto sobre as espécies bacterianas dos
complexos vermelho e laranja. Por fim, ambos os achados clinicos e microbiologicos,
suportaram as conclusdes dos autores de que o controle supragengival realizado durante e

apods a intervengao subgengival promoveu uma melhora dos desfechos do tratamento.
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A partir das evidéncias oriundas destes estudos, ¢ possivel identificar questdes
fundamentais relativas ao controle do biofilme supragengival. Este controle, se realizado pelo
paciente diariamente, ¢ de forma adequada, ¢ fundamental em qualquer etapa da atencao
periodontal. Por outro lado, a educacao do paciente ¢ de responsabilidade profissional e deve,
portanto, ser trabalhada em todas as fases da terapia periodontal, por meio da identificacao
das necessidades individuais em relacdo ao controle mecanico supragengival e, quando
necessario, da adequacao ou modificacdo dos habitos do paciente. Além disto, muito embora
a atuacdo deste bindmio paciente-profissional, objetivando o controle supragengival, ndo se
constitua como uma intervencao terapéutica Unica para a periodontite, sua realizacdo, como
etapa prévia e separada da interven¢ao de raspagem e alisamento radicular, pode proporcionar
redugdes relevantes nos indicadores inflamatorios, o que, por sua vez, pode auxiliar no
posterior controle subgengival e em sua efetividade. Nao obstante, na falta de um controle
supragengival adequado, o efeito terapéutico da interven¢do subgengival serd limitado,
provisério ou mesmo nulo. Neste ponto, ndo surpreendentemente, destaca-se a posicdo de

alguns autores em seus artigos vinculados ao 11°. Workshop Europeu em Periodontia.’

Controle supragengival durante a fase de manutencdo periodica preventiva

Pelo glossario da Sociedade Brasileira de Periodontologia,'® a Manuten¢io Periodica
Preventiva ¢ definida como: “(...) procedimentos realizados em intervalos selecionados para
ajudar o individuo a manter sua saide bucal. Fazendo parte da terapia periodontal, um
intervalo estabelecido para cuidados periodontais periddicos...”. Neste sentido, a MPP tem
com principais objetivos: 1) prevenir a recorréncia e progressao da doenga periodontal em
pacientes previamente tratados; 2) prevenir ou reduzir a incidéncia de perda dentaria nesses
pacientes; e 3) auxiliar no diagnostico precoce e tratamento, em tempo adequado, de outras
doengas e condi¢oes encontradas na cavidade oral.

A motivacao para a MPP surgiu, inicialmente, do reconhecimento da importancia do
biofilme no estabelecimento e progressdo da gengivite. Adicionalmente, a reconhecida
dificuldade de manterem-se niveis adequados de higiene bucal por parte da populacao
colocava um desafio para o tratamento das doencas periodontais. A proposta de realizagao de
consultas periodicas, nas quais o profissional interviria buscando atenuar as consequéncias da
ma higiene bucal, € a0 mesmo tempo motivando o paciente para um melhor controle didrio do

biofilme, surgiu a partir dos trabalhos de avaliagdao longitudinal da terapia periodontal
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realizados principalmente pelos grupos liderados por Ramfjord, ¢ por Lindhe & Nyman.*"
Estes autores observaram que diferentes técnicas cirurgicas ou diferentes procedimentos
terapéuticos apresentavam resultados semelhantes desde que os pacientes, na sequéncia,
participassem de uma sessdo de controle profissional dos biofilmes supra e subgengival a
intervalos de a cada 2-3 meses. Entretanto, pelos resultados observados por Ramfjord et al., o
sucesso terapéutico, durante a manutencdo, era independente dos padrdoes de controle do
biofilme realizado pelos pacientes.® Por outro lado, o grupo de Lindhe & Nyman demonstrava
que um adequado controle do biofilme pelo paciente, e por consequéncia a auséncia de
gengivite, era, sim, fator determinante, juntamente com a MPP, do sucesso das terapias.]l A
despeito destas divergéncias, o conjunto desses estudos, bem como a constatagdo de que as
terapias periodontais passaram a apresentar melhores resultados quando acompanhados pela
manutengdo periodica, coloca a MPP como parte integral da atencao periodontal. Da mesma
forma, origina-se, destes estudos, a periodicidade que até hoje se divulga para as consultas de
MPP. Em geral, o intervalo estabelecido ¢ de consultas a cada 3-4 meses. Entretanto, cabe
ressaltar, esta rotina ndo se baseia em estudos que se destinaram a comparar a eficacia e
seguranca de diferentes intervalos de tempo entre as consultas.

Além disto, contemporaneamente, a periodicidade das consultas de MPP tem sido
sugerida, também, pela “necessidade” de se realizar instrumentacdo subgengival em sitios
com PS > 3 mm, acompanhados ou nao pela presenca de SS, visando-se desorganizar/reduzir
as contagens de bactérias patogénicas em contanto com os tecidos periodontais, tomando por
base a “velocidade” de recolonizagdo dos sitios periodontais. Estudos sugerem que a
quantidade de bactérias apds a instrumentagao profissional, devido a recolonizacdo da area
subgengival, pode alcangar valores similares aos iniciais em um periodo de dias, meses ou até
mesmo um ano.” Todavia, devido a diferencas metodologicas entre os estudos, com
avaliagdes por diferentes indicadores periodontais, amostras oriundas de diferentes
populagdes, com critérios de inclusdo distintos, extrapolagdes sdo problematicas. Nao
obstante, uma vez que haja a recolonizagdo esta ndo implicard necessariamente em
recorréncia da doencga. Por outro lado, alguns autores propuseram basear a periodicidade das
consultas de MPP no perfil de risco periodontal individual dos pacientes, sendo este dado pela
histéria de progressao da doenga, adesdo e motivacao do paciente para o autocuidado com a
higiene bucal e em pardmetros clinicos.”’ Essas informagdes tio pouco fornecem orientagdes
precisas para um intervalo definido no tempo e o que se observa ainda ¢ a permanéncia

daqueles intervalos pré-sugeridos.
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Dadas essas observacdes, contudo, primariamente mais importante do que se
identificar a periodicidade ideal das consultas de MPP, deve ser a investigagao da efetividade,
impacto e magnitude das medidas de controle do biofilme supragengival em se manter os
resultados alcangados durante o tratamento, evitando assim a recolonizacdo dos sitios, e
consequente recorréncia da doenga.

Com base na relacdo dindmica e interdependente entre os biofilmes supra e
subgengival, e esta relagdo sendo capaz modular o ambiente subgengival, pode-se igualmente
entender e assumir o controle supragengival como uma intervengao eficaz também durante a
fase de MPP. Neste sentido, em outras palavras, pode-se questionar qual ¢ a necessidade de se
realizar repetidas intervengdes subgengivais a cada consulta de MPP, uma vez que o paciente
periodontal foi tratado com sucesso, € agora apresenta um quadro periodontal associado a
saude.

Ao olharmos para a literatura disponivel sobre esta temadtica, existem somente 3
artigos que tentaram responder a este questionamento objetivamente: um ECR, uma revisao
sistematica da literatura, e um posicionamento da Federacao Europeia de Periodontia. O ECR,
conduzido por Jenkins et al, em 2000, buscou investigar o efeito da combinacdao das
intervengoes supra e subgengival nos indicadores clinicos de pacientes previamente tratados
para periodontite crénica, em comparacio a intervencio unicamente supragengival.” Trinta e
um pacientes previamente tratados por terapia cirurgica ou ndo-cirurgica, em um Hospital-
Escola de Odontologia, porém apresentando pelo menos 4 bolsas residuais com PS >4 mm e
SS+, e com inconsisténcia nos niveis de biofilme supragengival ao longo do tempo,
constituiram a amostra. Este individuos foram alocados em um dos 2 regimes MPP, e
receberam as respectivas intervencdes e reexames a cada 3 meses, durante 1 ano. Pode-se
verificar auséncia de diferencga significativa entre os dois regimes propostos em relacdo aos
indicadores clinicos de PS, PI ¢ SS, bem como auséncia de diferenca entre os exames, ao
longo de todo o periodo do estudo. Frente a estes achados, os autores concluiram que nao
houve beneficio adicional da realizagdo da intervencao subgengival, e, portanto, colocaram a
realizagdo desta intervengao em questao.

Na sequéncia, em 2002, Heasman ef al. conduziram uma busca sistemdtica na
literatura a fim de revisar e analisar as evidéncias disponiveis em relagdo a efetividade clinica
do controle supragengival em comparacdo a intervencdo subgengival, durante a fase de
MPP."? No total, 28 estudos foram identificados pela busca manual e eletrdnica, mas apenas
11 artigos, com pelo menos 12 meses de acompanhamento, foram incluidos. Somente um

estudo comparou diretamente as interven¢des de interesse,” e entre os demais observou-se
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grande heterogeneidade. A fim de compensar esta heterogeneidade, alguns ajustes estatisticos
foram conduzidos. Por fim, os autores reportaram resultados semelhantes, em relacdo a PS e a
PI, entre os estudos incluidos relacionados as intervengdes de interesse, ao longo do tempo.
Estes achados suportaram a conclusao dos autores de que, frente as melhores evidéncias
disponiveis, ambos os regimes foram comparaveis clinicamente. Além disso, estes autores
também sugeriram a conduc¢do de novos e adequados estudos sobre esta tematica.

Com base naquela revisao de literatura, este tema foi discutido durante o 4° Workshop
Europeu em Periodontia, em 2002. Neste momento houve um posicionamento da Federacdo
Europeia de Periodontia, também chamando a atencdo para a necessidade de estudos
adicionais nesta tematica, inclusive propondo diretrizes para estes futuros estudos.'® Algumas
destas diretrizes, por exemplo, sugeriam que os novos estudos: 1) claramente definissem
quando se iniciaria o baseline da fase de MPP e os critérios de inclusdo dos participantes; 2)
avaliassem outros desfechos além dos clinicos, como marcadores microbiologicos e
imunologicos, e de percepgdo/adesdao dos pacientes; e, 3) detalhadamente descrevessem as
intervengoes realizadas. Por outro lado, houve, ainda, um consenso dessa Federacao de que
ambas as terapias levavam a um resultado clinico semelhante.

Desde entdo, mesmo frente ao chamamento por novos estudos, e ao melhor do
conhecimento, nenhum estudo foi publicado no qual a comparacdo direta entre essas
intervencgdes tenha sido realizado. A constatagdo da auséncia de novos estudos pode ser
observada frente aos novos artigos referentes ao mais recente encontro daquela Federacdo,’
bem como ap6s a condugdo de uma busca sistematica na literatura sobre estudos reportando
aspectos microbiologicos durante a fase de MPP. A realizagdo desta busca foi determinada
pelo importante papel dos microrganismos no processo dindmico do modelo de infeccao
oportunista que aponta para o controle supragengival como terapia eficaz durante a
manutengdo periodontal. Caso disponiveis, os resultados microbioldgicos durante esta fase

. ~ I 1
poderiam complementar e estender a compreensio dos resultados clinicos reportados.'

Materiais e métodos

Brevemente, uma busca sistematica foi realizada na base de dados MEDLINE, via PUBMED,
bem como na lista de referéncia de outras revisdes de literatura previamente publicadas, sem
restri¢des de linguagem e data de publicagdo, e utilizando diferentes arranjos dos seguintes

descritores: randomized clinical trial, randomized controlled trial, clinical trial, longitudinal
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study, prospective study, supportive periodontal care, periodontal maintenance, €
microbiology. Buscou-se, especificamente, por estudos realizados em humanos, apresentando
delineamento de ensaio clinico randomizado ou ensaio clinico de brago unico, com um
minimo de 6 meses de duragdo, e reportando resultados microbioldgicos subgengivais
decorrentes de pelo menos uma das intervengdes de interesse (controle supragengival estrito,
ou controle combinado dos biofilmes supra e subgengival).

Dentre os 1.828 titulos identificados pelos mecanismos de busca, apenas 18 estudos
apresentavam tais caracteristicas metodologicas. Nao foram encontrados estudos comparando
diretamente ambas as intervengdes quanto aos desfechos microbioldgicos, estando disponiveis

somente estudos reportando uma das intervencdes de interesse: 5 estudos relacionados ao

21-2 26-38
1,212 1.

controle supragengiva e 13 relacionados ao controle combinado supra e subgengiva
De interesse, os estudos disponiveis foram, em sua maioria, investigacdes reportando
desfechos microbiologicos de diferentes terapias periodontais, longitudinalmente. Nestes
estudos, devido ao longo periodo de acompanhamento, uma das intervengdes de interesse foi
realizada como procedimento de MPP, e, em geral, iniciando-se passados 3 meses apos a
terapia inicial. Assim, se considerados somente os dados relacionados ao periodo apos o
inicio da fase de MPP, haveria a possibilidade de ser avaliar nestes estudos os resultados
referentes a esta fase. No entanto, em semelhanca a revisdo quanto aos desfechos clinicos
conduzida por Heasman ef al.,'* observou-se grande heterogeneidade entre os estudos. Tais
diferencas foram principalmente devido aos diferentes métodos microbioldgicos empregados.
Além disso, a maior parte dos estudos somente reportou os dados por meio de graficos, o que
impossibilitou a coleta e uma anélise estatistica dos dados.

Apesar destas limitagdes, descritivamente, pela leitura dos resultados e levando-se em
consideragdo as conclusdes dos autores de cada estudo, ambas as intervengdes investigadas
parecem estar associadas a uma tendéncia de estabilidade, ou até mesmo de redugdo, nos
marcadores microbioldgicos subgengivais ao longo do tempo. No entanto, nenhuma
conclusao pode ser estabelecida.

Portanto, frente aos aspectos e estudos até aqui discutidos, claramente se verifica a
escassez de evidéncias, tanto no que se refere aos indicadores clinicos como microbiologicos
subgengivais, sobre qual deve ser a ateng¢do periodontal a ser entregue aos pacientes durante a
MPP na ordem de se manter os resultados positivos alcangados com o tratamento periodontal,
e se evitar um futuro restabelecimento e/ou progressao de doenca. Por outro lado, a principio,

a literatura disponivel parece apontar para uma auséncia de beneficio adicional da realiza¢do
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de intervengdes subgengivais, e credita a manutencao dos resultados durante a fase de MPP,

majoritariamente, ao controle do biofilme supragengival.

Discussao

A presente revisao de literatura sugere que o controle do biofilme supragengival difira do
controle de placa ndo somente em termos semanticos. Pelo contrario, a partir da compreensao
da placa bacteriana como um biofilme dental, pode-se elencar uma série de mudancas no
“olhar” sobre o que se considera processo saude-doenga periodontal que, por sua vez, conduz
a uma proposi¢cao de uma atengao profissional diferenciada.

De acordo com algumas publicac;ées,l’z’13 existe uma estreita relagdo entre a formagao
do biofilme supragengival e a dinamica de estabelecimento do biofilme subgengival, bem
como a alteracdo quantitativa e qualitativa deste biofilme. Estas tultimas, diretamente
associadas a presenca de inflamagdo marginal inicialmente, e da perpetuacdo de um ambiente
subgengival favoravel ao desenvolvimento de um biofilme subgengival, com caracteristicas
cada vez mais propicias para o desenvolvimento e progressdo das periodontites.”> No entanto,
como este nem sempre foi o olhar sobre os biofilmes dentais, iniciou-se uma etapa, na
Periodontia, muito voltada para a instrumentacdo subgengival de qualidade como o objetivo
principal a ser alcangado, e a “eliminacdo” de bactérias por meio do uso de antibidticos como
uma forma de garantir sucesso terapéutico longitudinalmente. Ao longo do tempo, porém,
questionou-se estes modelos de atengdo, tendo em vista que eles se mostraram insuficientes
para garantir sucesso imediato ou mediato de terapias periodontais, fossem elas cirtirgicas ou
ndo cirargicas.” Por outro lado, os limites apresentados por estas formas terapéuticas foram
interpretados de tal forma a buscar a exceléncia terapéutica por meio do conceito de “placa
zero”, fato que também contribuiu para uma série de equivocos ao longo dos anos. Nao ¢
possivel deixar dentes livres de biofilme dental. SO € possivel manter um nivel de biofilme
dental compativel com a saude.

Recentemente, retomaram-se, em encontro ¢ publicacdes de grande impacto estas
discussdes.”'® Em linhas gerais, se destacou o papel fundamental do controle do biofilme
supragengival em todas as fases de atencdo ao paciente: prevengado, tratamento e manutengao.
A plausibilidade para esta importincia, recai sobre o conceito de doenga periodontal como
infec¢do oportunista,”” capaz de determinar inflamagdo gengival/periodontal, ao mesmo

tempo em que apresenta crescimento qualitativo e quantitativo de alguns tipos bacterianos
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permitido, exatamente, pela expressao inflamatoria gerada. Estabelece-se assim, um
mecanismo de retroalimentacdo, de alguma forma j& ilustrado em publicagdes como a de
Kawada et al.,'> Abusleme e? al., 16 e Gomes et al."”

Por meio dos resultados aqui apresentados, depreende-se que o controle supragengival
¢ o que incialmente ird modular o estabelecimento e a qualidade da microbiota subgengival, e
manter uma situacio de equilibrio entre agressio e defesa.'>” Por outro lado, na auséncia
deste controle, os resultados terapéuticos sdo perdidos, situacdo para a qual ndo existe
remediacdo, como por exemplo, o uso de antibidticos locais/sistémicos. Alids, este conceito €
fragilizado por questdes de método de avaliagdo. Como os estudos que apontam vantagens
destes farmacos tém sua avaliagdo microbiologica baseada em testes que tem um limite de
deteccao muito alto, ou seja, s6 conseguem identificar as bactérias quando elas estdo em nivel
elevado, ao sugerirem “erradicagdo de periodontopatdogenos”, sé estdo sugerindo que aquele
método ndo detecta presenga de microrganismos que estejam abaixo do limite de detecgdo, o
que ¢ muito diferente de dizer que eles foram eliminados.

Ao assumir esta dindmica relacdo entre o biofilme supragengival e aquele subgengival
o profissional se impde grandes desafios. Seria muito mais fécil poder garantir o sucesso do
tratamento se este dependesse tdo somente da intervengdo terapéutica, ou s6 do uso de um
farmaco, por exemplo. Porém, ndo € esta a realidade que se apresenta. Cada vez mais a
literatura tem mostrado qudo importante ¢ o trabalho do bindmio paciente-profissional na
busca e manutencio do sucesso terapéutico.®” E por esta razdo que os estudos comecam a
identificar que: 1) o controle supragengival bem estabelecido influencia o ambiente
subgengival em pacientes com periodontite, independente de esta ser moderada ou severa; 2)
que o controle do biofilme supragengival prévio ao do biofilme subgengival permite reduzir a
necessidade de intervengdo subgengival; e 3) que na fase de manutengao periddica preventiva
parece ndo existir beneficios adicionais da deplacagem subgengival quando comparada a
deplacagem unicamente supragengival. Como o controle do biofilme supragengival ¢ uma
funcdo didria, hd necessidade de se estabelecer rotinas de controle deste biofilme junto ao
paciente, e uma constante interagdo com o mesmo, objetivando atingir niveis adequados de

controle supragengival advindo de constante atividade de educagdo para a saude.
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Conclusio

A evolucao do conceito de biofilme possibilitou entender-se as doencas periodontais como
uma infeccdo oportunista. Sob este modelo etiopatogénico, visualiza-se inicialmente a
dependéncia do biofilme subgengival em relacdo ao pré-estabelecimento do biofilme
supragengival. Consequentemente, tem-se o controle do biofilme supragengival como capaz
de exercer importante acdo modulatoria no ambiente subgengival por diversos mecanismos
biologicos, alguns destes, inclusive, ainda nao totalmente esclarecidos. Baseado neste
processo dinamico e interdependente entre os biofilmes, as evidéncias disponiveis na
literatura tém cada vez mais suportado o cuidado, pelo bindmio paciente-profissional, para
com o controle do biofilme supragengival como uma intervengdo efetiva e necessaria em

todos os aspectos e etapas do manejo dos pacientes periodontais.

Aplicacio clinica

A partir das questdes aqui abordadas, cunhando o conceito do biofilme supragengival como
fundamental na Periodontia, espera-se que ndo somente o periodontista, mas, também, o
clinico-geral possam atuar compreendendo a extensdo dos beneficios que sua atencdo a
educagdo para a saude bucal, em especial ao controle supragengival, trard para o paciente

periodontal.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Comparar o efeito da realizacdo do controle estrito do biofilme supragengival em
relacdo ao controle combinado dos biofilmes supra e subgengival, nos indicadores
microbiologicos subgengivais de pacientes durante a fase de manutencdo periddica

preventiva, ao longo de 12 meses.

3.2 Objetivos Especificos

- Verificar o efeito de ambos protocolos de MPP nas contagens subgengivais absolutas
das espécies bacterianas Porphyromonas gingivalis, Tannerella forsythia, e Treponema
denticola, bem como no total de bactérias do dominio Eubactéria, nos diferentes tempos
experimentais, ao longo do periodo do estudo.

- Comparar o efeito de ambos protocolos de MPP em relagdo as contagens

subgengivais das espécies bacterianas investigadas, ao longo do tempo.
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Abstract

Aim: Compare the effects of supragingival scaling alone (SPG) against the combined supra
and subgingival scaling (SPG+SBG), on subgingival microbiota from patients during
periodontal maintenance period (PMP), along 1 year.

Material and Methods: Sixty-two periodontitis patients (mean age 50.97+9.26, 40 females,
24 smokers) were treated according to a non-surgical protocol. Ended the therapy, they
entered a PMP and were randomly allocated to receive SPG or SPG+SBG interventions.
Periodontal exams, oral hygiene instructions, and SPG or SPG+SBG were performed at
quarterly appointments. Subgingival biofilm was sampled at baseline, 3, 6 and 12 months.
Real-time PCR was used to quantify Porphyromonas gingivalis (Pg), Treponema denticola
(Td), Tannerella forsythia (Tf), and Eubacteria domain (7otal bacteria). Generalized
estimating equations were used to estimate treatment effects while accounting for longitudinal
evaluation.

Results: No inter-groups differences were observed to Pg, Td, Tf, and Total bacteria counts
over 1 year. However, from 3 months onward, Pg and 7f counts increased significantly in
both groups. Total bacteria and Td counts were maintained overtime. Still, the mean counts of
target species remained at low levels (<10°) throughout the study.

Conclusions: The PMP interventions yielded similar microbiological results along time,
demonstrating the great impact and importance of SPG during PMP.

(ClinicalTrials.gov #01598155)
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Clinical Relevance

Scientific rationale for study: The relevance of enrolling a treated patient in a periodontal
maintenance period (PMP) is well recognized; however, no consensus exists on which
intervention should be performed to maintain the therapeutic results along time.

Principal findings: No significant differences on microbiological markers were observed in
patients following a quarterly PMP based on supragingival scaling alone (SPG) as compared
with a combined supra and subgingival scaling protocol. Alongside, the clinical parameters
remained stable in both groups.

Practical implications: SPG is an effective intervention to be rendered to patients after

periodontal treatment in order to maintain the periodontal health.
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Introduction

The causal relationship between oral biofilms and periodontal disease is well established in
the literature (Page & Kornman 1997). Whereas most of the studies have focused on the role
of supragingival biofilms on gingivitis and of the subgingival one on periodontitis, it is also
clear that the supragingival biofilm has a great influence on the subgingival environment
(Marsh et al. 2011). Illustrating, supragingival biofilm accumulation causes an initial
inflammatory responses that increase the gingival crevicular fluid flow, local edema, and
bleeding. Besides providing host-defenses components, these alterations propitiate nutrients
that are used as metabolic substrates and provide important growth factors for anaerobic and
proteolytic bacteria. Additionally, the edema leads to a periodontal probing depth (PPD)
increase which is an ideal local for facultative anaerobic bacteria deplete the oxygen and
produce carbon/hydrogen dioxides, keeping an anaerobic environment. Also, bacterial
metabolism promotes small pH and temperature elevations that are essential to
competitiveness and aggressiveness of some species. Hence, is possible a numeric shift of
those pathogenic species, which results in an increase on total bacteria load. Consequently,
there is a greater challenge to the host, that responds increasing the inflammatory response,
retro feeding the process (Marsh 2003, Marsh et al. 2011). Still, this interdependent process
supports the supragingival biofilm as a primary source of subgingival microbiota (Socransky
& Haffajee 2005).

The enrollment of patients treated for periodontitis in a periodontal maintenance
period (PMP) is a cornerstone of modern periodontology, irrespectively of the treatment
modality (Ramfjord et al. 1982, Lindhe & Nyman 1984, Ramfjord 1987). Periodontally
treated patients who do not follow an established periodontal maintenance protocol are clearly
more likely to experience progression of clinical attachment loss (CAL) and tooth loss
(Hirschfeld & Wasserman 1978, Axelsson et al. 2004, Fisher et al. 2008, Chambrone et al.
2010). Nevertheless, no consensus exists on which intervention should be rendered to patients
during PMP in order to maintain periodontal health. Specifically, it is unclear the need to
perform subgingival scaling (SBG) at each appointment (Sanz & Addy 2002, Sanz et al.
2015). Only one study directly compared the effects of SBG against supragingival scaling
alone (SPG) during PMP, however just regarding clinical parameters, and showed no
significant differences in PPD, bleeding on probing (BOP), and CAL between these
interventions (Jenkins et al. 2000). Interestingly, some studies have demonstrated the SPG as
an intervention able to determine positive and significant impacts on clinical parameters

(Dahlén et al. 1992, Gomes et al. 2007, 2014) and on subgingival microbiota (Smulow et al.
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1983, Dahlén et al. 1992, Gomes et al. 2008); however, these investigations were not related
to PMP and involved untreated periodontal patients.

Microbiological analysis is a tool to comprehend the periodontal response to treatment
protocols, as it illustrates subclinical findings that can identify additional patterns of response
(van Winkelhoff 2003). Noteworthy, to the best of knowledge, no study has compared the
effects of PMP protocols based on SPG or SBG on subgingival microbiological markers, even
though studies on therapy are reported, some of them encompassing longitudinal
microbiological evaluation (Ximénez-Fyvie et al. 2000, Haffajee et al. 2001, Ehmke et al.
2005; Valenza et al. 2009).

The aim of this study was to compare the effects of SPG alone against the combined
SPG and SBG interventions (SPG+SBG) on the subgingival microbiota from patients during
PMP, along 12 months. The hypothesis was that the interventions could promote a similar

impact on the microbiological markers over 1 year.

Material and Methods

Study design and sample
This study was a masked, parallel-design, randomized clinical trial. The Ethics Committee of
the Federal University of Rio Grande do Sul (UFRGS) approved the research protocol
(#18917). All subjects signed an informed consent prior to their inclusion in the study.
Volunteers were recruited from the dental clinic at School of Dentistry, UFRGS,
Brazil, between May 2012 and September 2013. Initially, subjects were selected to participate
if they were 35 years or older, had >12 teeth present, and had >2 interproximal sites with
CAL>4mm or >2 interproximal sites with PPD>5mm (Page & Eke 2007). Individuals were
not involved if they had any systemic condition that could affect periodontal wound healing
(i.e., diabetes mellitus, cardiovascular disease), required antibiotic prophylaxis for dental
procedures, had taken antibiotics in previous 3 months, received periodontal treatment in the
last 12 months, had fixed orthodontics devices or who were pregnant or nursing, and/or could
not comply with the treatment appointments frequencies. The selected individuals were, then,
periodontally treated (Figure 1). All the patients that complete the therapy were included in
the experimental phase of the study (PMP). During this period, patients were excluded if they

could not comply with appointments frequency, developed any systemic condition that might
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affect periodontal condition, or showed additional CAL>3mm between consecutive
examinations.
Figure 1 depicts the flowchart and study design. Herein, it is described the results

regarding the subjects who were followed-up for 12 months.

Sample size calculation

The sample size calculation considered the CAL as the primary outcome. A sample size of 25
subjects was estimated to be necessary to detect a mean difference of 0.5mm between groups
assuming a power of 80%, significant level of 5%, and standard deviations of 0.76 and
0.44mm (Heasman et al. 2002). A sample size of 30 subjects per groups was established after

considering an attrition rate of about 20%.

Experimental phase

Randomization

The interventions delivered during PMP were randomly assigned at day O/baseline (Figure 1),
as follows: 1) SPG; or 2) SPG+SBG. Considering the stratification to self-reported smoking
habit, the allocation was performed in blocks of 4 and 6 patients using a web-based
randomization program (www.randomization.com). The randomization concealment was
assured by wusing individual opaque envelopes, which were handled, during its

implementation, by a periodontist not involved with data collection.

Clinical Intervention
The PMP started after the conclusion of a non-surgical periodontal therapy (Gomes et al.
2014) (Figure 1). Briefly, after screening examination, the patients were scheduled to start
their treatment in the next week. It was initiated by delivering the supragingival debridement
(hand instruments), dental polishing, and oral hygiene instructions according to individual
needs, once a week for 1 month, for gingivitis treatment. In sequence, 2 periodontists (A.F.S.,
P.D.M.A.) performed quadrant-wise scaling and root planing (SRP) (hand instruments) under
local anesthesia, one quadrant per week, during 1 month, for periodontitis treatment. Ended
the therapy, a healing period of 3 months (mean 96.03+13.5 days) was given until the next
appointment, which, in turn, was considered the PMP baseline (day 0).

Therefore, starting at day 0, and then at every 3 months, patients received their

respective PMP intervention as follows:
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* SPG: strict supragingival scaling (i.e.: debridement of any debris/biofilm up to
gingival margin with hand instruments), dental polishing, and oral hygiene re-
instructions according to individual needs (evaluated by means of VPI and GBI
positive sites).

* SPG+SBG: SPG complemented by full-mouth subgingival scaling (i.e.: debridement
of subgingival biofilm with hand instruments).

These interventions were provided by 3 periodontists not involved with data
collection. Throughout the study, also at every 3 months, regular toothbrushes, interproximal
cleaning devices (dental floss, interproximal brushes), and fluoride toothpaste were provided

at no costs to patients. Subjects were asked to avoid mouthrinses.

Clinical examination

Full-mouth exams, at six sites per tooth (mesio-lingual, lingual, disto-lingual, mesio-buccal,
buccal, disto-buccal) of all erupted teeth, with exception of third molars, were performed
using a North Carolina probe (CP-15mm, Neumar Instrumentos Cirurgicos, Sao Paulo, SP,
Brazil). The clinical parameters evaluated were Visible Plaque (VPI) and Gingival Bleeding
(GBI]) indexes (Ainamo & Bay 1975), PPD, BOP (presence or absence), and CAL. PPD and
CAL were measured in millimeters, and rounded up to the entire millimeter.

Two calibrated examiners (A.F.S., P.D.M.A.) performed the examinations. Inter and
intra-examiner reproducibility was performed by means of 7 repeated exams for both PPD
and CAL, previously and during the study. The Intraclass Correlation Coefficients were
always greater than 0.90 for intra-examiner, and greater than 0.80 for inter-examiners

calibration. The examiners were not involved with the interventions provided during PMP.

Microbiological sampling and analysis

Subgingival biofilm sampling

In brief, supragingival biofilm was carefully removed, and the selected teeth were gently
washed, dried, and isolated with cotton rolls. A sterilized paper point (#30, Tanari®, Manaus,
MA, Brazil) was then introduced inside the crevice for 30 seconds. The sites submitted to the
subgingival sampling were those 4 sites that, before treatment, showed the greatest PPD
values (preferably PPD>5mm, CAL +, BOP +, 1 site per quadrant). The paper points were
pooled together in a sterilized tube (rendering a total of 247 samples), and stored at -20°C
until the microbiological analysis. The same examiners that performed the -clinical

examinations conducted the biofilm sampling.
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Microbiological analysis

Samples were suspended in 100uL of distillated ultra-pure water (Gibco®, Thermo Fisher
Scientific Inc., Waltham, Massachusetts, USA) and vortexed for 10 minutes. DNA isolation
was carried using a commercial kit (QIJAAMP DNA Mini Kit, Qiagen, Hilden, Germany),
following the manufacturer’s instructions. Real-Time Polymerase Chain Reaction (PCR)
technique was applied to absolute quantification of bacterial species Porphyromonas
gingivalis (Pg), Tannerella forsythia (Tf), Treponema denticola (Td), and Eubacteria domain
(Total bacteria). The primers and probes used are shown in Box 1. These primers and probes
sequences were previously validated (Total bacteria: Shelburne et al. 2000; Pg and Tf:
Kuboniwa et al. 2004; 7d: Amodini Rajakaruna et al. 2012).

Bacterial quantification was based on standard curves constructed for each species by
using synthesized specie-specific amplicons (DNA oligonucleotides; Invitrogen™, Thermo
Fisher Scientific Inc.) Briefly, amplicons sequences based on respective bacterial 16STRNA
gene were obtained at GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank). Then, following
determination of the initial number of copies of each synthesized amplicon by means a math
formula [concentration (ug/uL) * 6.02*10%/ molecular weight] (Applied Biosystems®,
Thermo Fisher Scientific Inc.) (Bustin et al. 2009, Kavlick et al. 2011), ten-fold serial
dilutions (2*10” to 2*10") of each amplicon were prepared and run in duplicated to generate
the cycle thresholds (Ct) for standard curves (Appendix 1).

Real-time PCR amplification was performed in a total reaction mixture volume of
25uL, containing: 6.25ul of 2x TagMan Universal PCR Master Mix (Invitrogen™), 0.5ul of
200-nM forward and reverse primers and 200-nM probe (Invitrogen™), 12.25ul of distillated
ultra-pure water, and SuL of DNA template. No-template control consisted of SuL of water.
Positive control was a pool of subgingival biofilm collected from several patients with
untreated periodontitis. The cycle conditions applied were: 50°C for 2 minutes, 95°C for 10
minutes, followed by 40 cycles at 95°C for 15 seconds and 60°C for 1 minute. StepOne Plus
machine (Applied Biosystems®) was used to monitor the amplification. Samples were run in

duplicate and in a random sequence, in a total of 1,976 samples-reactions.

Statistical analysis
Clinical data was analyzed using parametric and non-parametric tests. Baseline data was
compared between experimental groups using independent t-test, chi-square test and Mann-

Whitney test. Longitudinal clinical data was analyzed using generalized estimating equations
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and unstructured correlation. Quasi-likelihood under the independence model criterion
method was used for model-selection including the correlation structure (Pan 2001).

Bacteria count data did not follow a normal distribution. Bacteria counts were
presented using box-plots. Crude and adjusted generalized estimating equations were used to
estimate treatment effects while accounting for the longitudinal nature of the study. Bacteria
counts were rank-transformed and the quasi-likelihood under the independence model
criterion method was also here used for model-selection including the correlation structure
(Pan 2001). An exchangeable correlation structure was used. Bacteria samples were available
for the microbiological analysis for all but one participant for the 12 months interval. A last
observation carried forward strategy was used for the missing data. The individual was
considered the unit of analysis, and the significant level was set at 5%. The analyses were
performed using the statistical package STATA v.10.1 (Stata Corporation, College Station,
Texas, US).

Results
Sixty-one patients completed the 1-year follow-up (Figure 1). At baseline, no significant
differences were observed between experimental groups for any variables, except for PPD
that was greater at SPG as compared with SPG+SBG group (Table 1). During PMP, the
interventions promoted similar impact on full-mouth clinical parameters, without significant
intra and inter-groups differences (Appendix 2).

The longitudinal behavior of clinical parameters on sampled sites is presented in Table
2. The VPI levels rendered stability in clinical signs of gingivitis, as showed by the low GBI
scores, and without intra and inter-groups differences along 1 year. Similarly, the PPD and
CAL values did not differ overtime and inter-groups. The BOP presented a trend (p=0.05) to
be greater for SPG+SBG as compared with SPG, at baseline. However, it slowed down at 3
months and reached stability.

Results for the generalized estimating equations of bacteria counts are presented in
Table 3. No significant differences between experimental groups were observed for Total
bacteria, Pg, Td and Tf after accounting for follow-up time. A significant increase in bacteria
counts was observed for Pg and 7f overtime, irrespective of the experimental groups. Similar,
although not statistically significant, trends were observed for Total bacteria and Td.

Figure 2 shows the box-plots for bacteria counts. Despite the increases observed

overtime, the mean counts for the target species evaluated were not up than 10’ along the



47

study period. The median and 25% - 75% percentiles values corroborate these results

(Appendix 3).

Discussion

This investigation aimed to compare the effects of SPG as a PMP protocol, against the
SPG+SBG, on subgingival microbiota. No significant differences on microbiological markers
were observed between the interventions along 1 year. Although some bacterial rebound
could be observed, especially for Pg and Tf species, the counts still remained at low levels,
and were not accompanied by signs of clinical deterioration. These results confirm the study
hypothesis, and suggest the SPG as a PMP intervention able to maintain the periodontal
health.

Is intriguing that until now does not exist a consensus on which interventions should
be performed during PMP in order to maintain the periodontal health. Since the earliest
European Workshops on Periodontology, it has been stressed the need of new studies
addressing the overall effects of performing SBG at each appointment (Sanz & Addy 2002,
Sanz et al. 2015). To the best of knowledge, this is the first investigation to compare the SPG
against SPG+SBG, as PMP protocols, regarding subgingival microbiological aspects.
Collectively, the clinical and microbiological findings can improve the comprehension of the
effects of PMP interventions (van Winkelhoff 2003). Particularly, the SPG effect endorses the
interdependent process between supra/subgingival biofilms and host-response (Marsh 2003,
Marsh et al. 2011). Once periodontitis has been successfully treated, the continuous disruption
of the supragingival biofilm probably limits the recolonization by avoid the reestablishment of
adequate nutritional, respiratory and environmental conditions to the growth and perpetuation
of a subgingival microbiota. Consequently, the retro feeding process does not occur. This
assumption encounters feedback at the literature. Some authors, assuming this plausibility,
have already tried to demonstrate the impacts of SPG on subgingival microbiota during PMP
(Ximénez-Fyvie et al. 2000, Ehmke et al. 2005). In these studies, however, subgingival
interventions were also delivered overtime making the interpretation of the effect of each
intervention difficult. Besides, these studies did not have PMP comparison groups, as they
were long-term evaluations of periodontal therapies. Similar limitations can be observed in
others investigations (Haffajee et al. 2001, Valenza et al. 2009).

Herein, along 1 year, no inter-groups differences were observed regarding bacterial

counts, nor for target species, neither regarding Total bacteria counts. This result is
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interesting as it shows the same benefits, when comparing the interventions, to promote
periodontal stability. On the other hand, despite of an overall stability for Total bacteria and
Td, a significant increase in Pg and 7f counts could be observed overtime, for both groups.
Somewhat similar findings had already been reported by others investigations, that, however,
only performed the SPG+SBG during PMP. Using checkerboard DNA-DNA hybridization,
Ximenez-Fyvie et al. (2000) monitored, along 12 months, periodontally treated patients that
have received a new set of SRP and weekly supragingival control for 3 months, and then were
enrolled in PMP with SPG+SBG. The results showed that mean % DNA probe counts for the
“red complex” decreased 3 months after initial therapy, and then presented a trend to increase
overtime. Ehmke et al. (2005) conducted a 2-year investigation where patients were
previously treated by SRP alone or with systemic antibiotics, and then enrolled in a
SPG+SBG PMP. Using conventional PCR, the authors demonstrated a transient reduction on
detection frequencies of Pg, Td, Tf and others species at 3/6 months after initial therapy,
followed by slight increase thereafter. Lastly, using the 16SrRNA gene sequencing, Valenza
et al. (2009) monitored, along 1 year, periodontitis patients that were treated by 1-day full-
mouth supra/subgingival debridement plus systemic antibiotics, and that, then, received
quarterly SPG+SBG. These authors reported that despite the positive treatment impact in all
bacterial genera evaluated, a rebound was observed for Pg and Treponema sp. at 12 months.
Still, in those investigations the rebounds never reached the baseline values and, besides, were
considered by the authors yet at low levels as remained lower or at 10> counts.

Besides, since the study by Socransky et al. (1998) that characterized the subgingival
bacterial complexes with supposing major roles in periodontal health or disease, several
studies have tried to determine the risk of disease progression based on the presence/absence
of periodontopathogens. Just more recently an investigation correlated the bacterial counts
with periodontal conditions, as well as to future risk (Charalampakis et al. 2013). In that
study, by using DNA-DNA hybridization, two different cut-off levels were applied to
bacteria species at each site: counts <10°, meaning a non- or less heavily colonized site;
counts >10°, meaning a heavily colonized site. The results showed that counts <10’ for one or
more specie was not associated with periodontitis, but instead correlated to healthy/gingivitis.
Otherwise, counts >10° for one or more species was a nonspecific marker to identify disease.
It was also revealed that the “red complex” cluster could not exclusively explain cases of
periodontitis, since other clusters could equally well identify diseased sites. Timely, if those
cut-off levels were applied to the present investigation, the mean counts of the target species

might be assumed as being always at low levels throughout the study, irrespective of the
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rebounds observed. Notwithstanding, these results support the assumption that the presence of
a pathogen is not a sufficient cause for disease (Riep et al. 2009).

Finally, given microbiological and clinical results, it may be surmised that if a specie-
specific bacterial counts increase is not associated with clinical changes, especially further
PPD increases, this specific rebound can be a physical process of re-organization of the
subgingival environment, after being dramatically changed by the initial therapy (Socransky
et al. 2013). Additionally, following the restructuration of subgingival microbiota, a longer-
term shift in the ecosystem can lead to a new climax community that might be stable for years
to decades, especially if a effective PMP is established (Teles et al. 2008). In this scenario, a
longer follow-up period is necessary to confirm the microbiological process that take place
during PMP, and that here just seems to start, and its clinical implications (Tonetti et al.
1998).

It could be argued that the use of real-time PCR technique represents a limitation of
the present study, as a few number of microorganisms can be identified, as compared to other
tests, like DNA-DNA hybridization that simultaneously evaluates 40 bacteria. However,
while dealing with treated patients, especially when they can present low bacteria counts, as
expected in PMP, the sensibility is a more important issue. Methods as the DNA-DNA
hybridization can give the idea of eradication when, in fact, it presents a high cut-off to
identify bacteria, usually 10° counts (Valasek & Repa 2005). The concept of eradication
impinges the concept of dental biofilms and oral microbiota. In opposition, the strengths of
the study are the study design, standardization of procedures and the fact that all patients have
received the same non-surgical therapy protocol. Besides that, the results observed shows not
only that the study therapy protocols were valid, but also that the randomization process was
adequate.

In conclusion, the PMP interventions were able to similarly and importantly influence
the subgingival area. Furthermore, despite an increase in some bacterial counts have been
observed overtime, for both groups, the counts remained always at low levels, and did not
represent changes in clinical parameters. Taking together, these results infer that repeated
subgingival interventions during PMP did not involve additional microbiological benefits to
patients. Therefore, a quarterly PMP based on SPG can be an effective intervention to

maintain the periodontal health overtime.
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Table 1. Sample characteristics at Periodontal Maintenance Period baseline.

SPG (n=31) SPG+SBG (n=31 p-value

Demographics, socioeconomic and behavioral variables

55

Age (yeas; mean + SD)* 52.71 £ 8.66 49.23 £9.72 0.14
Gender (Male / Female)™** 13/18 09/22 0.29
Smoking status (Smokers/ Non-smokers)** 12/19 12/19 0.99
Cigarettes/day* 12.08 £ 6.86 16.67+£11.6 0.25
Years of habit* 2475+ 11.89 203+11.0 0.35

Full-mouth clinical parameters (mean + SD)

VPI (%)*** 26.16 + 1459  24.18 + 12.96 0.54
GBI (%)*** 06.77+07.09  06.63 = 08.13 0.69
BOP (%)*** 17.21£07.79 1829 +07.61 0.38
PPD (mm)* 2.3240.33 2.10+0.41 0.03
CAL (mm)* 315+ 1.13 3.08 + 0.89 0.77
N teeth* 20.81+4.93  21.29+438 0.68

Clinical parameters on sampled sites (mean = SD)

VPI (%)*** 41.94+£29.15  31.45+25.79 0.15
GBI (%)*** 1129+ 15.60  08.06 + 16.31 0.25
BOP (%)*** 282342212 41.94+27.68 0.05
PPD (mm)* 3.46 +0.70 3.23+0.67 0.19
CAL (mm)* 440+ 1.12 423+1.14 0.54

SPG - supragingival scaling; SPG+SBG - supra and subgingival scaling; SD - standard
deviation; VPI - visible plaque index; GBI - gingival bleeding index; BOP - bleeding on
probing; PPD - periodontal probing depth; CAL - clinical attachment loss; *Independent t-

test; **chi-square test; ***Mann-Whitney test.
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Figure legends

Figure 1. Flowchart and study design.

Figure 2. Box-plots of bacteria counts according the experimental groups and time.
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Figure 1. Flowchart and study design.
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Figure 2. Box-plots of bacteria counts according the experimental groups and time.
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Appendix 1. Real-time PCR standard curves for each bacterial species evaluated in the study.

Appendix 2. Full-mouth clinical parameters according to experimental groups and time.*

Appendix 3. Bacteria counts according to experimental groups and time.*
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Appendix 1. Real-time PCR standard curves for each bacterial species evaluated in the study.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Neste trabalho foram apresentados os achados de um ensaio clinico randomizado, cego,
conduzido em paralelo, € com o objetivo de avaliar o efeito do controle estrito do biofilme
supragengival, como um protocolo de interven¢do trimestral, durante a fase manutenc¢do
periodica preventiva, em relagdo ao controle combinado dos biofilmes supra e subgengival.
Aqui, mais especificamente, foi reportada a comparagao direta do efeito destas intervencoes
nos desfechos microbiologicos subgengivais, durante o periodo de 1 ano.

Dentro do processo dindmico e interdependente entre os biofilmes, o principio de
modulagdo do ambiente subgengival como sendo majoritariamente relacionado a um
adequado controle do biofilme supragengival outrora norteou e foi comprovado por uma série
de investigacoes (SMULOW; TURESKY; HILL, 1983; DAHLEN et al., 1992; GOMES et
al., 2007; 2008; 2009; 2014; 2015; ANGST et al., 2013). Entretanto, aquelas foram
investigacdes abordando o efeito do controle supragengival durante a fase do tratamento
periodontal. Assim, considerou-se oportuno estender tais estudos iniciais a fim de se verificar
o efeito deste controle também durante a fase de MPP. No entanto, sobre o principio de que
na fase de manutengdo periodontal o controle supragengival teria a implicacao especifica de
modular a recolonizagdo do ambiente subgengival, apds a terapia periodontal. Isto porqué a
recolonizagdo tem sido, historicamente, sugerida como dependente ¢ moderada, em certa
medida, pelos niveis presentes de biofilme supragengival (MAGNUSSON et al., 1984;
SHILOAH; PATTERS, 1996), e, biologicamente, suportada pelo biofilme supragengival
como fonte primdria dos microrganismos subgengivais (MARSH, 2003; SOCRANSKY;
HAFFAIJEE, 2005).

Outro aspecto que pautou o presente estudo, € permeia também a compreensao
daquele mecanismo interdependente, ¢ o fato de nao ser possivel, até o momento, erradicar
tipos bacterianos “especificos”, mas, sim, modular sua expressao. Esta observagdo pode ser
corroborada por estudos que mostram a presenca dos entdo chamados “periodontopatdégenos”
em sujeitos saudaveis, e a sua redu¢do, em individuos com doenga periodontal, apos terapia
de RAR, sem, no entanto, ser possivel comprovar a elimina¢do destas bactérias apos estas
intervengoes (TELES et al., 2008; CHARALAMPAKIS et al., 2013). Por outro lado, uma vez
que a cavidade bucal ndo ¢ um ambiente estéril, certo grau de recolonizacao ¢ inevitavelmente
esperado (SOCRANSKY et al., 2013), e esta ndo implica necessariamente em recorréncia da

doenca.
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Neste cenario, ndo foram surpreendentes os presentes achados de que com o avangar
do tempo houve certa recolonizacdo subgengival, mas que ainda assim as contagens
bacterianas mantiveram-se a niveis considerados baixos, e, principalmente, que estas
alteragdes tdo pouco resultaram em mudangas no quadro clinico periodontal dos pacientes.
Interessantemente, desde que ambas intervengdes foram associadas com aumentos nas
contagens bacterianas, e que durante todo o estudo um adequado controle de placa (< 30%) e
gengivite (< 10%) foi mantido pelos pacientes nos dois grupos, a auséncia de diferenca nos
marcadores microbioldgicos e clinicos longitudinalmente fortalece ainda mais o poderoso
efeito do controle supragengival, pelo bindomio paciente-profissional, sobre o ambiente
subgengival. Além disso, depreende-se que o controle subgengival realizado a cada consulta
de MPP n3o determinou beneficio adicional a realizagdo unicamente do controle
supragengival. Portanto, pode-se apontar este controle como uma intervencao de manutencao
eficaz, podendo ser efetivamente assumida, afim de se manter a saide periodontal dos
pacientes periodontais previamente tratados.

Alguns aspectos metodologicos relacionados ao ensaio clinico conduzido merecem
atencdo. O método de quantificacdo e identificagdo bacteriana utilizado foi escolhido por
apresentar destacada sensibilidade e especificidade (VALASEK; REPA, 2005). No entanto,
reconhece-se que este método, especialmente devido aos altos custos envolvidos e tempo de
trabalho necessario, ndo possibilita a avaliagdo de uma vasta gama de microrganismos. Por
outro lado, ainda que se acredite que a presenga de determinadas espécies ndo seja causa
suficiente para o desenvolvimento ou retomada de um quadro de doenca (MARSH 2003;
2012; NONNENMACHER et al., 2005), foi contemplada no estudo a andlise daquelas
bactérias ditas “periodontopatdogenas”, pertencentes ao complexo vermelho proposto por
Socransky et al. (SOCRANSKY et al., 1998). A escolha por estes marcadores foi determinada
pelo intento de se evidenciar que o controle supragengival poderia ser capaz de influenciar até
mesmo tais bactérias. Nao obstante, a andlise adicional de uma espécie associada a “saude”
poderia complementar tal motivagdo. Desta forma, a incorporagdo de outros marcadores
microbiologicos deve ser pensada e, se possivel, contemplada em uma analise futura. No
mesmo sentido, um maior periodo de acompanhamento dos pacientes em MPP acarretaria em
melhor entendimento, e fortaleceria os dados reportados. Esta sugestdo baseia-se nos relatos
de que as maiores mudancas nos quadros clinicos periodontais durante a fase de manutencao
ocorrem somente em periodos mais tardios de acompanhamento (TONETTI; MULLER-

CAMPANILE; LANG, 1998; SERINO et al., 2001).
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Esta investigacdo foi conduzida sob alguns cuidados essenciais para que os grupos
fossem semelhantes em tudo a excegao do tipo de intervengdao de manutenc¢ao. Ilustrando-se, a
amostra incluiu pacientes com periodontite moderada e severa, fumantes e nao-fumantes.
Todos os pacientes receberam a mesma terapia periodontal ndo-cirargica, conduzida em duas
fases, e que preconiza desde este momento o estabelecimento de um adequado controle
supragengival pelo bindmio paciente-profissional como essencial ao sucesso longitudinal. Na
sequéncia, a todos pacientes foi dado similar periodo de cicatrizagao periodontal (3 meses pds
ultima sessao de RAR). Contudo, com relacao a este tltimo ponto, cabe aqui ressaltar que nao
existem estudos at¢ o momento que tenham determinado qual ¢ o periodo de cicatrizagao
periodontal, havendo apenas uma sugestdo por estudos cldssicos em Periodontia
(BADERSTEN; NILVEUS; EGELBERG, 1984; CLAFFEY; EGELBERG, 1994) de que as
maiores redugdes nos parametros clinicos ocorrem dentro de 90 dias, quando, entdo se
estabilizam. Neste sentido, uma vez que a randomizag¢do do presente estudo foi bem sucedida,
dada a auséncia de diferenca em todas as demais varidveis clinicas, microbioldgicas, e socio-
demograficas, a diferenca nos valores de PS, ao baseline, entre os grupos, pode ser associada
a necessidade de um maior periodo de cicatrizagdo. A despeito, esta diferenca ndo acarretou
em maiores implicagdes € aos 3 meses os grupos encontravam-se semelhantes também quanto
a este parametro.

Embora se reconheca a terapia subgengival ndo-cirirgica como a intervencao de
primeira escolha para o tratamento das periodontites, a cada novo episodio de instrumentagao
subgengival existe o risco de se ocasionar novo trauma aos tecidos moles (ECHEVERRIA;
CAFFESSE, 1983; CLAFFEY et al., 1988). Além disso, esta intervencdo pode acarretar em
remocgao irreversivel do cemento e tecido dentinério radicular, sendo, assim, apontada como
uma das principais causas da sensibilidade dentinéria, e podendo, at¢ mesmo, na continuidade
de sua repeti¢do, causar algum dano pulpar (ZAPPA et al., 1991; GANTES et al., 1992).
Desta forma, a constatacao de auséncia de beneficio adicional da realizagdo da intervengao
subgengival a cada consulta de MPP tem implicacdes de cunho clinico-pratico diretas e
importantes, a iniciar pela redu¢ao destes potenciais danos.

Nao obstante, visto que a realizacdo da intervencao subgengival, em geral, requer um
maior tempo clinico e um professional treinado, os presentes resultados abrem a possibilidade
do controle supragengival ter grande aplicabilidade em populacdes com acesso limitado a
prestacdo de cuidados dentarios regulares (CORBET; DAVIES, 1993). Por exemplo, o
cirurgido-dentista clinico geral, se munido de adequadas informagdes sobre a importancia do

controle supragengival pelo bindmio paciente-profissional, ¢ se de fato o implementar,
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poderia ser um grande aliado na manuten¢do de pacientes apds a terapia periodontal,
principalmente no manejo dos pacientes comprometidos com as consultas de MPP.

Por fim, espera-se que os presentes resultados venham ao encontro do chamamento
por novos e adequados estudos, como sugerido pela Federacdo Europeia de Periodontia, e
ampliem o entendimento sobre o controle do biofilme supragengival durante a fase de MPP.
Grandes esfor¢os foram colocados e dispendidos neste ensaio clinico, tanto para a sua
condugdo como para as analises dos dados, mas ao se creditar ao controle supragengival o
sucesso para a prevengao, terapia € manutengao periodontal, pelos presentes resultados e suas
implicacdes, os esfor¢os se justificam.

Em conclusdo, frente a auséncia de diferencas nos marcadores microbiologicos
subgengivais dos pacientes mantidos sobre um protocolo de controle supragengival estrito em
comparacgdo aqueles que receberam intervencdo combinada supra e subgengival, durante o
periodo de 1 ano, reitera-se que ambos protocolos de MPP foram capazes de positivamente
influenciar o ambiente subgengival. Para mais, apesar de um aumento nas contagens médias
bacterianas ter sido observado ao longo do tempo, as contagens bacterianas espécie-
especificas mantiveram-se ainda em niveis considerados baixos, € ndo foram acompanhadas
por sinais clinicos de progressdao de doenca. Desta forma, os presentes resultados depreendem
que a realizagdo de repetidas intervengdes subgengivais durante a MPP ndo acarretou em
beneficios adicionais aos pacientes. Logo, um protocolo trimestral de manutengao baseado no
controle do biofilme supragengival, pelo bindmio paciente-profissional, parece ser efetivo em

manter o quadro de saude periodontal dos pacientes ao longo do tempo.
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