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TERAPIA PERIODONTAL ASSOCIADA AO USO DE CLOREXIDINA.

EXISTE RELACAO ENTRE A FREQUENSZIA BACTERIANA BUCAL, NITRITO
SALIVAR E PRESSAO ARTERIAL?

RESUMO

Clorexidina (CHX), um antisséptico bucal eficaz por suas propriedades
antimicrobianas e quando utilizado de forma racional pode ser uma ferramenta
importante no controle da doenca periodontal. A via enterosalivar nitrato-nitrito-
oxido nitrico resulta em producgédo sistémica de Oxido nitrico a partir de nitrato
dietético inorganico promovendo vasodilatacdo e regulacdo da presséao arterial
(PA). Bactérias localizadas na por¢cdo posterior da lingua sdo capazes de
converter nitrato em nitrito, todavia o impacto do uso de enxaguatérios bucais
na reducdo destas bactérias parece inibir esta conversdo levando a eventos
indesejaveis como alteracdo de PA. Hipotetizou-se que a terapia periodontal
mecanica com o uso de CHX se associa a comunidades bacterianas disbidticas
no dorso lingual podendo alterar a disponibilidade de nitrito na saliva e interferir
na PA. Assim, este estudo avaliou, em individuos com histérico de doenca
periodontal, o impacto da terapia de raspagem e aplainamento radicular
associada ao uso de CHX na quantificacdo de espécies Streptococcus oralis,
Streptococcus mutans, Actinomyces naeslundii, Veillonella atypica, Veillonella
parvula, Fusobacterium  nucleatum, Porphyromonas  gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans. Comparou-se os valores de PA e de
nitrito salivar pré e pos-terapia como também a eficacia clinica longitudinal da
terapia proposta. O desfecho primario foi a diferenca na quantificacao
bacteriana lingual pré e pés-tratamento. Foram incluidos 40 participantes com
histérico de PA normal subdivididos em dois grupos de 20 individuos, a saber,
grupo teste (RAR+CHX); grupo controle (RAR). Os dados foram comparados
longitudinalmente intragrupo (pré vs. pés-tratamento) e intergrupos (CHX vs.
sem enxaguatorio). Os resultados mostraram que de forma geral ndo houve
diferencas significativas entre os dois grupos para as variaveis investigadas.
Logo, podemos concluir que o uso de clorexidina em 14 dias tanto ndo inibiu as
bactérias investigadas como também na disponibilidade de nitrito salivar,
conseguentemente ndo houve impacto na PA. Estudos clinicos prospectivos de
longa duracgéo deve ser conduzidos para corroborar ou refutar nossos achados.

Palavras-chave: Bactéria; Oxido nitrico; Saliva; Lingua; Doencas periodontais.



PERIODONTAL THERAPY ASSOCIATED WITH THE USE OF
CHLORHEXIDINE.

IS THERE A RELATIONSHIP BETWEEN ORAL BACTERIAL FREQUENCY,
SALIVARY NITRITE AND BLOOD PRESSURE?

ABSTRACT

Chlorhexidine (CHX), an effective oral antiseptic due to its antimicrobial
properties, when used rationally, can be an important tool in the control of
periodontal disease. The enterosalivar nitrate-nitrite-nitric oxide pathway results
in systemic production of nitric oxide from inorganic dietary nitrate promoting
vasodilation and blood pressure (BP) regulation. Bacteria located in the
posterior portion of the tongue are capable of converting nitrate into nitrite,
however the impact of the use of mouthwashes in reducing these bacteria
seems to inhibit this conversion, leading to undesirable events such as
alteration of BP. It was hypothesized that mechanical periodontal therapy with
the use of CHX is associated with dysbiotic bacterial communities on the lingual
dorsum, which may alter the availability of nitrite in saliva and interfere with BP.
Thus, this study evaluated, in individuals with a history of periodontal disease,
the impact of scaling and root planing therapy associated with the use of CHX in
the quantification of species Streptococcus oralis, Streptococcus mutans,
Actinomyces naeslundii, Veillonella atypica, Veillonella parvula, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans. We evaluated in pre- and post-therapy the levels of
BP and salivary nitrite values, as well as the longitudinal clinical efficacy of the
pre-and post-therapy. The primary outcome was the difference in pre- and post-
treatment lingual bacterial counts. Forty participants with a history of normal BP
were included, subdivided into two groups of 20 individuals, namely, test group
(SRP+CHX); control group (SRP). Data were longitudinally compared
intragroup (pre vs. post-treatment) and intergroup (CHX vs. no mouthrinse). The
results showed that, in general, there were no significant differences between
the two groups for any of the investigated variables. Therefore, we can
conclude that the use of chlorhexidine in 14 days did not inhibit the investigated
bacteria as well as the availability of salivary nitrite, consequently there was no
impact on BP. Long-term prospective clinical studies must be conducted to
corroborate or refute our findings.

Keywords: Bacteria; Nitric oxide; Saliva; Tongue; Periodontal diseases.
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1. INTRODUCAO/ REVISAO DE LITERATURA

1.1 Doencga Periodontal

A doenca periodontal caracteriza-se por ser uma doenca destrutiva que
afeta as estruturas de suporte dos dentes incluindo ligamento periodontal,
cemento e o0sso alveolar. Dentre as doencgas periodontais destaca-se a
periodontite cronica que se inicia pela presenca de uma comunidade
microbiana sinérgica e disbidtica. Além disso, a doenca periodontal por seu
caréter infecto-inflamatorio produz efeitos sistémicos indesejaveis que limitam a

manuten¢ado de uma boa condicao geral de saude (Bretz et al. 2005).

1.2 Hipertensé&o Arterial (HA)

A HA é uma doenca cronica caracterizada por niveis elevados da
pressdo sanguinea nas artérias. Ela acontece quando os valores das pressoes
maxima e minima s&o iguais ou ultrapassam respectivamente os 140/90
mmHg. A pressao alta € um dos principais fatores de risco para a ocorréncia de
acidente vascular cerebral, enfarte, aneurisma arterial e insuficiéncia renal e
cardiaca (Go et al. 2013). A Organizacao Mundial da Saude estima que cerca
de 600 milhdes de pessoas tenham HA, com crescimento global de 60% dos
casos até 2025, além de cerca de 7,1 milh6es de mortes anuais (WHO, 2010).
De acordo com o Center for Disease Control and Prevention (2018), depois da
obesidade e inatividade fisica a HA é o terceiro maior fator de risco para as
doencas cardiovasculares nos Estados Unidos. O Ministério da Saude publicou
um relatério apontando que o niumero de adultos com diagnéstico médico de
hipertensdo aumentou 3,7% em 15 anos no Brasil. Os indices sairam de 22,6%
em 2006 a 26,3% em 2021. O relatério mostra ainda um aumento na
prevaléncia do indicador entre os homens, variando 5,9% para mais (Ministério
da Saude, 2022).
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1.3 Periodontite e HA

Estudos mostram que a pressao arterial (PA) € mais elevada entre
individuos com doenca periodontal do que em individuos sem a doenca
(Desvarieux et al. 2010; Tsakos et al. 2010). Dados da WHO (2018)
investigando 12.000 individuos adultos dentados observou-se uma associagao
positiva e linear entre a doenca periodontal e niveis de PA. Tsakos et al (2010)
ja havia relatado uma associacao positiva e linear entre a pressao sistolica e a

severidade da doenca periodontal em individuos de meia idade.

1.4 Oxido nitrico

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, inorganico, incolor, com
meia-vida de 4 a 6 segundos produzido por acdo de uma enzima NO-sintase a
partir do substrato L-arginina. Os efeitos positivos do NO incluem aspectos da
manutencdo de tonus vascular e permeabilidade, inibicdo de plaquetas
agregacdo e adesdo de leucocitos, protecdo contra antioxidantes,
neurotransmissdo e respiracdo mitocondrial (Blot. 2021). Devido a alta
volatiidade o NO pode ser indiretamente mensurado nos fluidos corporais
através de produtos mais estaveis como o nitrito (NO2) decorrentes da reacao
do NO com oxigénio. Adicionalmente, no contexto de producéo de NO deve-se
ter em mente que a arginase € outra enzima que utiliza o substrato L-arginina
competindo com a INOS. Desse modo, o aumento nas concentracfes de
arginase reduzem a atividade da INOS e, consequentemente, a
biodisponibilidade de NO. Além dessa via de sintetizac@o a partir da L-arginina
mais recentemente foi descrita uma segunda via de producdo de NO no
sangue e nos tecidos a partir de nitratos e nitritos de origem enddgena ou
dietética com a participacdo ativa de bactérias bucais. Com uma ingestéo
moderada de vegetais a fonte dietética de nitrato j& se sobrepbe a fonte
endodgena. Evidéncias tém sido demonstradas em estudos pré-clinicos e
clinicos que a suplementacéo de dieta rica em nitrato beneficia a regulacdo da
pressao arterial (Sobko et al. 2010; Kapil et al. 2015).

Cerca de 25% do nitrato circulante € absorvido pelas glandulas salivares

e secretado na saliva sendo entdo reduzido a nitrito por acdo das bactérias
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bucais produtoras de nitrato redutase (Lundberg et al. 2018). Ou seja, apos o
nitrato ser levado para as glandulas salivares, o proximo passo no ciclo
enterosalivar € a sua conversdo em nitrito por bactérias redutoras de nitrato na
cavidade bucal. Entre as bactérias mais associadas com a conversao nitrato-
nitrito estdo algumas espécies dos géneros Streptococcus (Palmerini et al,
2003) e Veillonella (Mashima et al. 2011) entre outras. Um nUmero expressivo
de bactérias possui a capacidade de converter nitrato em nitrito, todavia, a
identificacdo e modus operandi, destas bactérias in vivo em mamiferos ainda &

um desafio.

1.5 Enxaguatorios bucais

Enxaguatorios bucais s&o ferramentas importantes no controle do
biofilme e na reducéo de inflamacédo gengival quando utilizados como adjuntos
a escovacao dental e uso de fio dental. A CHX € um bisbiguanidio catiénico de
amplo espectro antimicrobiano, que tem acgéo contra bactérias Gram-positivas,
Gram-negativas e fungos (Heasman & Seymour, 1994). O seu mecanismo de
acdo antibacteriano se deve ao fato da molécula catibnica da CHX ser
rapidamente atraida pela carga negativa da superficie bacteriana, sendo
adsorvida & membrana celular por interacfes eletrostaticas, provavelmente por
ligacdes hidrofébicas ou por pontes de hidrogénio (Rdlla & Melsen, 1975). A
CHX (0,02%) € indiscutivelmente um dos mais agentes antimicrobianos
amplamente utilizados por profissionais de saude bucal, bem como o publico
com e sem doenca oral, para reduzir a carga na cavidade oral a pretexto de
prevenir e gerir doenca bucal (Brookes et al. 2021). Exposi¢ées mais longas e
repetidas ao CHX resultaram de forma semelhante no desenvolvimento de
variantes bacterianas mais patogénicas, como Streptococcus mutans e
Porphyromonas gingivalis. Isso é relevante porque essas espécies estdo
relacionadas a carie e a alguns tipos de doenca periodontal, respectivamente.
No entanto, atualmente, ndo h& estudos suficientes investigando os efeitos da

CHX no microbioma oral, particularmente em doenca (Brookes et al. 2021).
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1.6 Enxaguatoérios bucais e nitrito

Estudos em modelo animal (Petersson et al. 2009) ou em humanos
(Kapil et al. 2013) mostraram que a diminuicdo das enzimas bacterianas
redutoras de nitrato acarretada pelo uso de CHX se correlacionou com a
diminuicdo dos niveis de nitrito bucal na ordem de 90% em humanos, além de
diminuicao plasmatica de 25% e aumento da PA entre 2 e 3.5mmHg. Ou seja, 0
uso de CHX reduziu os niveis de nitrito oral e plasmatico e resultou em um
aumento sustentado da PA em humanos. Vale ressaltar que no artigo publicado
por Kapil et al (2013) os autores destacam limitacdes no desenho do estudo
pois (1) ndo houve randomizacdo da amostra populacional e, (2) ndo houve a
composicdo de um grupo placebo. Finalmente, o estudo de Kapil incluiu
somente 19 jovens voluntarios saudaveis. Pouco se sabe sobre o impacto de
diferentes solu¢des antissépticas para bochechos na via nitrato-nitrito-NO.
Embora a hipétese permaneca sem comprovacao, com base nas meta-analises
disponiveis e estudos observacionais de coorte, recomenda-se restringir o uso

de antissépticos orais a indicagdes comprovadas (Blot. 2021).
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2. OBJETIVOS

2.1 Primario

Avaliar em individuos com doenca periodontal, o impacto da terapia
periodontal ndo cirargica associada ao uso de CHX na frequéncia de espécies

Veillonella atypica, Veillonella parvula, Streptococcus mutans, Streptococcus

oralis, Porphyromonas gingivalis, Fusobacterium nucleatum, Acytinomyces

naeslundii e Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

2.2 Secundérios
e Comparar os niveis de nitrito salivar pré e pos-terapia,
e Comparar os valores de pressao arterial pré e pés terapia;

e Avaliar a eficacia clinica longitudinal da terapia periodontal em 3 meses.
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3. METODOLOGIA

e Local de execucdo: Departamento de Odontologia da Universidade de

Taubaté

e Aspectos regulatorios: a conducao seguiu os principios de boas préticas

clinicas

3.1 Principios éticos

Os individuos foram alocados na clinica odontologica da UNITAU. Os
participantes foram verbalmente informados sobre os objetivos da pesquisa, e
escolheram livremente por sua participacdo o que foi documentada através da
assinatura do TCLE. Este projeto foi aprovado pelo CEP-UNITAU sob namero
(CAAE: 17482019.5.0000.5501).

3.2 Desfecho primério e célculo amostral

O desfecho primério estabelecido foi a diferenca na quantificacédo
bacteriana lingual pré e poés-tratamento. Para a definicAdo do numero de
participantes incluidos no presente estudo foi realizado um calculo amostral.
Para tanto, baseados na revisdo literaria foram selecionados artigos com
caracteristicas de desfechos semelhantes ao proposto. A variavel utilizada foi a
frequéncia dos patégenos periodontais avaliados. Aplicou-se a seguinte

formula estatistica:

DMS = t5%

Onde, DMS ¢é a diferenca minima significativa que se deseja observar
(selecionou-se 10% de diferenca), t (5%), um valor tabelado de 2 e DMe que é
a medida de dispersdo observada, sendo o desvio padrédo selecionado. Apés a

realizacdo do teste estatistico para os patdogenos e adotando uma margem de
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seguranca de 10%, verificou-se a necessidade de inclusdo de 20 individuos em
cada braco do estudo.

3.3 Delineamento do estudo

O Quadro 1 e 2 mostram os procedimentos realizados a cada visita
considerando que a visita V1 realizou-se o exame clinico inicial para
estabelecimento do diagndstico periodontal e as coletas (saliva, lingua e
subgengival). O tratamento propriamente dito aconteceu nas visitas V2 e V3 e
por fim a V4 foi o retorno de 90 dias para exame clinico periodontal e as coletas

(saliva, lingua e subgengival) e finalizacdo do estudo.

Quadro 1: Descricdo dos procedimentos realizados em cada visita do estudo.

Visita 1

Visita 2 (7 dias ap0s a visita 1)

Assinatura do TCLE

Mensuracdao e registro da pressao
arterial

Obtencao de dados demogréficos
e anamnese

** Verificagdo do uso regular de
enxaguatorio bucal

Verificacdo do uso regular de
enxaguatorio bucal

Raspagem e aplainamento
radicular (12 sessao)

Mensuracao e registro da pressao
arterial

Reagendamento para visita 3

Exame clinico inicial

Diagnostico periodontal

Coleta de saliva

Coleta microbiana da lingua

Coleta microbiana subgengival

(4 maiores sitios com PS)

Entrega da ficha para marcacéao do
enxaguatorio bucal (GT)

Reagendamento para visita 2
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Quadro 2: Descricdo dos procedimentos que foram realizados em cada visita do

estudo.

Visita 3 (7 dias ap0s visita 2)

Visita 4 (90 dias)

Mensuracdao e registro da
pressao arterial

Mensuracao e registro da pressao
arterial

** \Verificacdo do uso regular de
enxaguatorio bucal

** \Verificagcdo do uso regular de
enxaguatorio bucal

Raspagem e aplainamento
radicular (22 sessao)

Exame clinico periodontal

Coleta de saliva

Coleta de saliva

Coleta microbiana da lingua

Coleta microbiana da lingua

Coleta microbiana subgengival

(4 maiores sitios com PS)

Coleta microbiana subgengival

(4 maiores sitios com PS)

Reagendamento para visita 4

Finalizagdo do estudo.

Recebimento da ficha para
marcacado do enxaguatorio bucal
(GT)

3.4 Treinamento e concordancia Intra-examinador

Um treinamento foi realizado previamente ao inicio do estudo quanto a

realizacdo dos exames clinicos, microbiolégicos, salivares e mensuragcdo de

PA. O treinamento incluiu procedimentos clinicos e laboratoriais. Além de

treinado, o examinador clinico foi calibrado. Os dados de profundidade de
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sondagem (PS) e nivel de insercao clinica (NIC) obtidos durante o treinamento
foram submetidos ao teste ndo-paramétrico Kappa para a concordancia intra
examinador do estudo (JRC). O examinador esta calibrado quando dos valores
de concordancia se apresentarem > 0,90. A terapia RAR foi realizada por um

segundo examinador (FMOC) experiente para o procedimento.

3.5 Critérios de inclusao

a) idade acima de 18 anos; b) minimo de 12 dentes em boca; c)
diagndstico de gengivite/periodontite cronica Estagio Il e 11l (Tonetti et al. 2018);

3.6 Critérios de exclusao

a) alérgicos a CHX; b) pacientes gravidas ou aleitamento materno; c)

agueles com incapacidade de cumprir o protocolo do estudo.

3.7 Procedimentos

3.7.1 Exame clinico periodontal
Os exames clinicos periodontais (PS; NIC; indices de placa e gengival)
foram realizados pelo mesmo examinador nas visitas designadas (ver Quadro 1
e 2).
» Profundidade de sondagem (PS): medida pela distancia entre a margem
gengival e o fundo do sulco gengival.
= Nivel clinico de insercdo (NCI): medido pela soma da profundidade de
sondagem e da distancia da linha esmalte-cemento até a margem
gengival.
= indice de placa visivel (IP): presenca (+) ou auséncia (-) de placa.
= Sangramento a sondagem (SS): presenca (+) ou auséncia (=) de

sangramento observado durante 30 segundos apés a sondagem.

3.7.2 Coleta lingual para quantificagéo bacteriana
Amostras foram coletadas da superficie dorsal posterior da lingua
usando uma alga plastica de 10ul descartavel esterilizada (Cral®) deslizando

suavemente no sentido postero-anterior por 5 vezes até o preenchimento da
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algca pléstica. A alca foi colocada em um tubo estéril de 1,5ml e 1ml de agua
ultrapura (MilliUni) adicionado. Em seguida, as amostras foram agitadas em
vortex e 500ul e transferidos para outro tubo de 1,5ml, que foi centrifugado a
10.000xg por trés minutos e o sobrenadante descartado, restando apenas o
precipitado (pellet). A extragdo do DNA foi realizada a partir do pellet. Todas as
amostras foram devidamente identificadas por numero para posterior

processamento.

3.7.3 Coleta salivar para dosagem de nitrito

As amostras salivares foram coletadas pela manha e/ou a tarde. Durante
a coleta eles permaneceram sentados, com a cabeca levemente inclinada
(cerca de 45°) em ambiente calmo, e 2,0 ml de saliva total ndo estimulada
foram coletados em tubos Falcon estéreis. As amostras foram centrifugadas

por 10 min, 15.000xg e 4°C, e o sobrenadante armazenado a —-80°C.

3.7.4 Avaliagéo da PA

A PA foi aferida usando monitor de pressao arterial de pulso control
HEM-6124 da Omron no periodo da manhd e/ou a tarde com o participante
confortavelmente sentado na cadeira odontolégica com a cabeca reta e pernas
descruzadas e os bracos relaxados. A pressao arterial foi aferida 2 vezes no
inicio da consulta e ao final dela. A primeira afericdo foi realizada ap6s 5
minutos com o participante sentado na cadeira utilizando o braco direito, e a
segunda foi feita ao término da consulta. A média das mensuracdes obtidas de

cada participante foi registrada em fichas préprias.

3.8 Alocacéao dos participantes

Os participantes foram alocados para um dos 2 bracos do estudo de
acordo com a historia pregressa do uso de enxaguatorios bucais. Em seguida
0s participantes receberam tratamento de raspagem dental em duas sessdes
tendo como base a terapia de raspagem e aplainamento radicular (RAR) como

descrito abaixo:
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e Grupo RAR {controle (n=20 participantes)}: O procedimento de
raspagem dental foi realizado por um Unico operador dividido em duas
sessodes de 60 minutos com 7 dias de diferenca.

e Grupo RAR {Clorexidina (n=20 participantes)}: O procedimento de
raspagem dental foi realizado por um Unico operador dividido em duas
sessOes de 60 minutos com 7 dias de diferenca com a inclusdo de solucao
de CHX a 0.12% por 14 dias.

Todos os procedimentos de raspagem dental foram realizados com
curetas Gracey e McCall e limas Hirschfield e por ultrassom. Para os
participantes dos dois grupos foi realizada a terapia de raspagem e
aplainamento radicular (RAR) em 2 consultas com intervalo de 7 dias.

Os participantes receberam o enxaguatério bucal designado, copos
dosadores para registrar o volume do enxaguatério usado e um diario para
marcar o horario do enxague. O horario do uso do enxaguatorio foi registrado

no diario do participante da pesquisa.

3.9 Processamentos Laboratoriais — Amostras linguais

Extracdo do DNA gendémico bacteriano

A extracdo do DNA genbmico foi realizada com o kit PureLink™
Genomic DNA Purification (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA). Especificamente,
para as bactérias Gram-positivas (Streptococcus oralis e Streptococcus
mutans, Actinomyces naeslundii), o material foi previamente homogeneizado
em agitador mecanico por 60 seg. e 500uL da amostra e centrifugados
(15.000xg por 3 min.). Em seguida, o sobrenadante foi descartado e, ao
precipitado (pellet), foram adicionados 180ul de Lysozime Digestion Buffer
(contendo lisozima). O tubo foi agitado em vortex, incubado a 37°C por 30 min.
Foram adicionados 20ul de Proteinase K e 200ul de Purelink Genomic
Lysis/Binding Buffer. Apés homogeneizacéo, o tubo foi incubado a 55°C por 30

min. Foram adicionados 200ul de etanol (96-100%) e novamente
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homogeneizados. Ao término deste processo, todo o lisado (aproximadamente
640ul) foi transferido para uma coluna (contendo membrana de silica -
“PureLink™ Spin Column”) acoplado a um tubo de colecéo, e este conjunto foi
centrifugado a 10.000xg por 1 min. Em seguida, foram realizadas duas
lavagens da membrana com 500ul de Wash Buffer 1 (15.000xg por 1 minuto) e
Wash Buffer 2 (15.000xg por 3 min.). Finalmente, 100yl de PureLink™
Genomic Elution Buffer foi utilizado na eluicdo do DNA fixado na membrana de
silica.

Para as bactérias Gram-negativas (Veillonella atypica, Veillonella
parvula, Fusobacterium nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter
actinomycetemcomitans e Carga total bacteriana), o material foi previamente
homogeneizado em agitador mecénico por 60 seg. e 500uL da amostra foram
centrifugados (15.000xg por 3 min.). Em seguida, o sobrenadante foi
descartado e, ao precipitado (pellet), foram adicionados 180ul de PureLink™
Genomic Digestion Buffer e 20ul de Proteinase K. Cada tubo de 1,5ml foi
incubado a 55°C por 90 min. Apds estes procedimentos, 20ul de RNAase A foi
adicionado ao lisado, esta solucdo foi agitada e incubada por 2 minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, 200yl de PureLink™ Genomic
Lysis/Binding Buffer e 200ul de etanol (99,5%) foram adicionados e o tubo
agitado por 5 seg. até a formacdo de uma solucdo homogénea. Ao término
deste processo, todo o lisado (aproximadamente 640ul) foi transferido para
uma coluna (contendo membrana de silica - “PureLink™ Spin Column”)
acoplado a um tubo de colecéo, e este conjunto foi centrifugado a 10.000x g
por 1 min. Em seguida, foram realizadas duas lavagens da membrana com
500ul de Wash Buffer 1 (15.000xg por 1 minuto) e Wash Buffer 2 (15.000xg por
3 min.). Finalmente, 100ul de PureLink™ Genomic Elution Buffer foi utilizado na
eluicdo do DNA fixado na membrana de silica.

Também foi extraido o DNA de uma cultura pura de cada bactéria, em
gue as cepas de referéncia foram obtidas do Instituto FIOCRUZ. As amostras
liofilizadas foram cultivadas e seu DNA extraido, a fim de obter uma curva
padrao que foi usada posteriormente na gPCR. O DNA extraido dessa cultura

pura foi quantificado no NanoDrop 2000 Spectrophotometer da Thermo
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Scientific. Uma diluicdo seriada (até 107) foi realizada e o limite de detec¢éo
para 102 copias com 95% de positividade ajustado.

Analise microbiana por gPCR

A gPCR foi empregada com o sistema de deteccdo LuminoCt® SYBR®
Green gPCR Ready Mix (Sigma-Aldrich). A concentracdo dos primers, bem
como, as condicdes ideais para que ocorra o processo de amplificacdo foram
previamente estabelecidas para cada conjunto de primers incluido no estudo. A
gPCR foi realizada no aparelho 7500 Fast Real-Time PCR System da Applied
Biosystems. Um ciclo inicial a 95°C por cinco min.; 40 ciclos de 95°C por 30
seg., 55°C por 30 seg. e 72°C por um min.; e um ciclo final de 72°C por cinco
min. A quantificacdo de Streptococcus oralis, Streptococcus mutans,
Actinomyces naeslundii, Veillonella atypica, Veillonella parvula, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans
e da Carga total bacteriana foi realizada por comparacéo do ciclo que cruza a
linha de treshold (Ct), ou seja, ciclo no qual a fluorescéncia se torna detectavel
acima da fluorescéncia de fundo (background), e é inversamente proporcional
ao logaritmo do namero de moléculas iniciais alvo obtido das amostras com os
valores de Ct determinados de uma curva padrdo construida com amostras
(concentracdes) conhecidas de DNA. Controles positivo e negativo foram
empregados no estudo, sendo que o controle negativo ndo possui amostra,
apenas agua ultrapura MilliUNI e o controle positivo constitui em uma analise
de Carga Total de bactérias utilizando-se uma cepa Universal para bactérias

em que todas as amostras foram submetidas.

Descricdo dos primers que foram utilizados no estudo por qPCR

QUANTIFICACAO BACTERIANA LINGUAL

Microrganismo Primer

Carga total bacteriana F AGAGTTTGATCCTGGCTCAG

R ATTACCGCGGCTGCTGG
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Veillonella atypica F TCTCTTTGGGAAGAATTAGAACGC

R GTGTAACAAGGGAGTACGGACC

Aggregatibacter F TGGGTTTAAAGGGTGCGTAG

actinomycetemcomitans R CAATCGGAGTTCCTCGTGAT

Veillonella parvula F
GAACGTTTGTTGCGTGCTATTTTTGGT

R TCGTCGCCATTTTCACGGGTAA

Porphyromonas gingivalis F CCTTTACCCCACCAACTACC

R GGACGGGTGAGTAATGCTTG

Streptococcus mutans F ACTACACTTTCGGGTGGCTTGG

R CAGTATAAGCGCCAGTTTCATC

Streptococcus oralis F ACCAGGTCTTGACATCCCTCTGACC

R ACCACCTGTCACCTCTGTCCCG

Fusobacterium nucleatum F CGCCCGTCACACCACGAGA

R ACACCCTCGGAACATCCCTCCTTAC

Actinomyces naeslundii F CTGCTGCTGACATCGCCGCTCGTA

R TCCGCTCGCGCCACCTCTCGTTA

3.10 Processamentos Laboratoriais — Amostras salivares

Previamente a andlise, as amostras de saliva foram descongeladas e
centrifugadas (12.000rpm x 5 min./4°C). ApOs este procedimento o
sobrenadante (500 pl), foi coletado e transferido para um mini tubo tipo
eppendorf. A este sobrenadante, foi adicionado solucédo salina tamponada com
fosfato (PBS) (relacdo de 1:1) contendo 0,05% de Tween 20 (PBST), PMSF
(ImM) e coquetel inibidor de protease (1:1000). A concentracdo de proteina
total salivar dos homogeneizados foi determinada pelo método do &cido
bicinchonicic (BCA), utilizando o Kit reagente QuantiPro BCA da Sigma-Aldrich.
As leituras espectrofotométricas foram realizadas no leitor de microplacas
FuoStar Optima (BMG Labtec) em 595 nm.

Para quantificacdo dos niveis de nitrito salivar foi utilizada metodologia
previamente empregada por nosso grupo através do método colorimétrico de

Griess (Green et al. 1982). O reagente de Griess foi preparado misturando-se
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3,86 mmol/L de dihidrocloridrato de natftiletilenodianino com 58,07 mmol/L de
sulfanilamida em 5% de &acido fosférico na proporcdo de 1:1. Um volume de
40ul da amostra salivar descongelada e diluida em agua ultrapura entre 4 e 20
vezes foi incubada com 40yl do reagente Griess por 15 minutos em
temperatura ambiente. A absorbancia foi medida a 540nm usando o leitor de
microplacas de 96 pogos BMG Labtech Optima FLUOSstar. A curva padrao foi

gerada com nitrito de sédio em concentragdes variando de 2 a 100 umol/L.

3.11 Anélise Estatistica

O nivel de significancia adotado no presente estudo foi de 0,05 (5%) e
os intervalos de confianga construidos foi com 95% de confianga estatistica.

Foram utilizados testes estatisticos ndo paramétricos, pois testou-se a
normalidade das variaveis quantitativas de desfecho principal através do teste
de Kolmogorov-Smirnov (N<100) e conclui-se que ndo houve distribuicdo de
normalidade assegurada.

Os resultados foram comparados entre os Grupos Controle (GC) e Teste
(GT) para todos os parametros, onde para isso foi utilizado o teste de Mann-
Whitney. Essa comparacéo foi realizada para cada tempo analitico.

Nesta andlise estatistica foram utilizados os softwares: SPSS V26
(2019), Minitab 21.2 (2022) e Excel Office 2010.

Observagodes:

p-valores considerados estatisticamente significativos perante o nivel de

significancia adotado.

p-valores que por estarem proximos do limite de aceitacdo, sao
considerados que tendem a ser significativos (até 5 pontos percentuais acima

do valor do alfa adotado).
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Tabela 1: Descri¢do dos dados demograficos da populacéo incluida no estudo.

Dados demograficos

50% 50%
Género
Homens Mulheres
52,5% 47,5%
Idade
18 a 45 anos Acima de 45 anos
. L. 22,5% 77,5%
Diagndstico
Gengivite Periodontite

Tabela 2: Distribuigdo comparativa dos valores médios dos parametros clinicos

periodontais entre 0s grupos teste e controle no tempo 1 (inicial) e tempo 2 (3 meses).

Desvio P-
Média Mediana
Padrao valor
GC 0,534 0,536 0,211 0,090
Tempo 1 0,808
GT 0,526 0,551 0,260 0,109
IPV
GC 0,102 0,103 0,082 0,038
Tempo 2 0,937
GT 0,144 0,089 0,173 0,080
GC 0,490 0,565 0,206 0,088
ISG Tempo 1 0,697
GT 0,475 0,472 0,235 0,098




GC 0,169 0,116 0,153 0,071
Tempo 2 0,447
GT 0,198 0,145 0,175 0,081
GC 2,513 2,556 0,362 0,155
Tempo 1 0,789
GT 2,730 2,376 0,729 0,305
PS
GC 2,342 2,263 0,478 0,221
Tempo 2 0,164
GT 2,660 2,417 0,720 0,333
GC 3,130 2,845 0,795 0,340
Tempo 1 0,671
GT 3,342 2,739 1,489 0,622
NCI
GC 2,956 2,787 0,974 0,450
Tempo 2 0,613
GT 3,339 2,476 1,641 0,758

IPV = indice de placa visivel

ISG = indice de sangramento gengival

PS = Profundidade de sondagem

NCI = Nivel clinico de inser¢éo

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confian¢a
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Tabela 3: Distribuicdo comparativa dos valores médios dos parametros

periodontais entre os tempos 1 (inicial) e tempo 2 (3 meses).

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
Tempo
0,534 0,536 0,211 0,090
GC <0,001
Tempo
PV 0,102 0,103 0,082 0,038
Tempo
GT 0,526 0,551 0,260 0,109 <0,001



Tempo

) 0,144 0,089 0,173 0,080
Tempo
1 0,490 0,565 0,206 0,088
GC <0,001
Tempo
) 0,169 0,116 0,153 0,071
ISG
Tempo
1 0,475 0,472 0,235 0,098
GT <0,001
Tempo
5 0,198 0,145 0,175 0,081
Tempo
1 2,513 2,556 0,362 0,155
GC 0,237
Tempo
5 2,342 2,263 0,478 0,221
PS
Tempo
1 2,730 2,376 0,729 0,305
GT 0,625
Tempo
5 2,660 2,417 0,720 0,333
Tempo
1 3,130 2,845 0,795 0,340
GC 0,406
Tempo
5 2,956 2,787 0,974 0,450
NCI
Tempo
1 3,342 2,739 1,489 0,622
GT 0,683
Tempo
3,339 2,476 1,641 0,758

IPV = indice de placa visivel

ISG = indice de sangramento gengival
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PS = Profundidade de sondagem
NCI = Nivel clinico de inser¢ao
GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca

Tabela 4: Distribuicdo comparativa dos valores médios de pressao arterial entre

0S grupos teste e controle nos tempos inicial, 7 e 14 dias e 3 meses.

_ _ Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
GC 22,25 22,00 3,20 1,44
Inicial 0,776
GT 22,41 23,10 3,34 1,43
GC 22,90 22,55 3,17 1,42
7 dias 0,328
GT 22,20 21,65 2,76 1,24
GC 22,54 22,68 2,46 1,13
14 dias 0,494
GT 21,99 22,15 2,70 1,22
3 GC 22,58 22,60 2,52 1,27
1,000
meses GT 22,71 22,60 2,70 1,29

GC = Grupo controle
GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianga

Tabela 5: Distribuicdo comparativa dos valores médios de nitrito (ml e mg)

entre 0s grupos teste e controle.

_ _ Desvio
Media  Mediana . IC  P-valor
Padréo
GC 15,56 15,86 6,17 3,65
Nitrito 11 0,068
GT 20,94 18,77 8,46 4,60

ml

T2 GC 19,57 16,12 7,63 4,51 0,818
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GT 20,73 19,87 9,04 5,34
GC 19,20 17,59 10,01 4,90
T3 0,207
GT 21,78 21,32 8,01 3,81
GC 4,70 3,37 2,86 1,69
T1 0,067
GT 6,27 6,27 1,90 1,04
Nitrito GC 8,06 6,49 4,78 2.83
T2 0,768
mg GT 8,04 7,59 3,71 2,19
GC 6,08 4,63 4,16 2,04
T3 0,195
GT 6,96 7,18 2,84 1,35

GC = Grupo controle
GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca

Tabela 6: Distribuicdo comparativa dos valores médios de pressao arterial entre
os tempos 1 (inicial), 7, 14 dias e 3 meses.

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
Baseline 22,25 22,00 3,20 1,44
7 dias 22,90 2255 3,17 1,42
GC 0,724
14 dias 22,54 22,68 2,46 1,13
3 meses 22,58 22,60 2,52 1,27
Baseline 22,41 23,10 3,34 1,43
7 dias 22,20 21,65 2,76 1,24
GT 0,860
14 dias 21,99 22,15 2,70 1,22
3 meses 22,71 22.60 2,70 1,29

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste



IC = Intervalo de confianca
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Tabela 7: Distribuicdo comparativa dos valores médios de nitrito (ml e mg)

entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo 3 (90 dias).

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
T1 15,56 15,86 6,17 3,65
GC T2 19,57 16,12 7,63 451 0,435
T3 19,20 17,59 10,01 4.90
Nitrito ml
T1 20,94 18,77 8,46 4.60
GT T2 20,73 19,87 9,04 534 0,857
T3 21,78 21,32 8,01 3,81
T1 4,70 3,37 2,86 1,69
GC T2 8,06 6,49 4,78 2,83 0,190
T3 6,08 4.63 4,16 2,04
Nitrito mg
T1 6,27 6,27 1,90 1,04
GT T2 8,04 7,59 3,71 2,19 0,524
T3 6,96 7,18 2,84 1,35

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianga

As tabelas 8 a 15 mostram os resultados referentes a quantificacéo

bacteriana expressas por reacdo em cadeia da polimerase (PCR) quando das

coletas subgengivais (cone), do dorso da lingua (lingua) e da saliva (saliva)

entre 0s grupos nos tempos inicial (T1), 14 dias (T2) e 3 meses (T3) por meio

do teste de Mann-Whitney.
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Tabela 8: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Streptococcus oralis

entre 0s grupos teste e controle.

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
GC 6244 647,1 72,8 31,2
T1 0,923
GT 628,3 612,8 66,6 27,8
GC 660,12 672,3 51,0 22,9
Cone T2 0,866
GT 6594 659,0 75,6 33,1
GC 6185 606,3 56,2 26,0
T3 0,164
GT 6456 636,6 65,4 30,2
GC 580,8 586,7 102,9 43,0
T1 0,054
GT 629,3 648.,4 74,5 311
GC 6454 6424 58,7 26,4
Lingua T2 0,715
GT 6279 640,4 83,5 36,6
GC 5711 5775 70,8 32,7
T3 0,025
GT 619,7 625,0 50,5 22,7
GC 456,2 4495 63,9 28,0
T1 0,050
GT 496,44 505,8 57,9 24.8
GC 479,0 481,0 59,1 259
Saliva T2 0,030
GT 516,7 5145 60,4 26,5
GC 443,3 443.8 44 4 20,5
T3 0,164
GT 465,0 476,4 43,8 20,3

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianga
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Tabela 9: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Porphyromonas

gingivalis entre os grupos teste e controle.

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
GC 698,6 648.,0 169,7 85,9
T1 0,841
GT 6822 665,8 134,2 58,8
GC 809,8 803,6 158,5 71,3
Cone T2 0,105
GT 7265 758.,9 153,0 68,8
GC 658,6 654,7 115,3 54.8
T3 0,575
GT 687,6 670,9 136,0 62,8
GC 754,6 760,9 82,8 34,6
T1 0,110
GT 800,7 806,8 96,1 40,2
GC 8196 827,3 57,6 259
Lingua T2 0,216
GT 8326 870,0 105,0 46,0
GC 7725 765.,0 74,4 34,4
T3 0,236
GT 801,0 798.,5 72,4 325
GC 5588 551,8 219.1 110,9
T1 0,129
GT 6327 658,1 116,7 53,9
GC 6177 564.,0 148.,4 75,1
Saliva T2 0,049
GT 708,6 689.,9 148,3 65,0
GC 556,4 569.,3 1345 63,9
T3 0,817
GT 518,1 579,9 168,4 77,8

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Tabela 10: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Aggregatibacter

actinomycetemcomitans entre 0s grupos teste e controle.

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
GC 608,9 602,4 96,5 41,3
T1 0,846
GT 603,8 615,1 73,5 30,7
GC 658,7 653,7 94,1 423
Cone T2 0,286
GT 622,7 637,3 104,1 45,6
GC 5978 594.8 93,7 44.6
T3 0,766
GT 609,0 615,9 67,5 31,2
GC 587,3 566,9 71,9 30,7
T1 0,124
GT 614,0 634,2 94,0 41,2
GC 6240 620,8 109,1 49,0
Lingua T2 0,300
GT 590,6 566,7 67,1 30,2
GC 590,8 600,0 51,5 23,8
T3 0,083
GT 626,7 658,5 75,9 341
GC 520,9 5242 36,7 16,1
T1 0,230
GT 508,8 5414 1215 52,0
GC 5225 547 4 93,5 41,0
Saliva T2 0,871
GT 536,2 532.,6 54,3 23,8
GC 4942 4985 108,5 50,1
T3 0,947
GT 4894 496,5 109,4 52,0

GC = Grupo controle
GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianga
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Tabela 11: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Actinomyces

naeslundii entre os grupos teste e controle.

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
GC 769,2 758,3 72,3 30,9
T1 0,981
GT 763,8 776,3 68,7 28,7
GC 781,2 773,8 61,2 27,5
Cone T2 0,354
GT 7977 803,3 68,3 29,9
GC 7364 729,4 47,7 221
T3 0,704
GT 7425 743,0 57,3 26,5
GC 870,8 860,0 85,2 35,6
T1 0,496
GT 881,8 876,0 50,3 21,0
GC 8741 8723 67,6 30,4
Lingua T2 0,694
GT 8819 889.,9 86,1 37,7
GC 846,5 8423 89,0 41,1
T3 0,121
GT 8851 907,4 68,8 30,9
GC 640,9 666,2 138,3 60,6
T1 0,241
GT 684,6 705.8 99,5 42.6
GC 692,2 686.,5 64,9 28,4
Saliva T2 0,152
GT 7227 728,0 76,3 33,5
GC 665,8 661,8 92,2 42.6
T3 0,874
GT 641,8 687,5 147,0 67,9

GC = Grupo controle
GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianga



Tabela 12: Distribuicio comparativa dos valores médios
Fusobacterium nucleatum entre os grupos teste e controle.
Desvio
Média Mediana IC  P-valor
Padréo
GC 576,55 557,9 93,2 39,9
T1 0,942
GT 5734 552,3 69,3 29,0
GC 630,1 649,0 71,7 32,3
Cone T2 0,736
GT 6348 594,7 132,2 58,0
GC 566,1 545,2 118,6 54,8
T3 0,569
GT 600,6 574,6 124,4 57,5
GC 6344 645,5 117,2 49,0
T1 0,116
GT 6876 684,7 122,7 51,3
GC 700,3 719,9 65,3 29,4
Lingua T2 0,822
GT 6833 713,9 120,2 52,7
GC 674,2 666,9 87,2 40,3
T3 0,429
GT 689,1 680,8 72,1 32,4
GC 440,3 444 4 101,4 44,4
T1 0,072
GT 485,8 514,8 129,2 55,3
GC 4452 485,6 131,9 57,8
Saliva T2 0,040
GT 5230 557,9 138,1 60,5
GC 438,2 431,7 116,2 53,7
T3 0,535
GT 4405 516,7 169,9 83,2

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianga
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Tabela 13: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Veillonella atypica

entre 0s grupos teste e controle.

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
GC 679,2 699,2 87,1 37,3
T1 0,481
GT 693,6 7122 80,8 33,8
GC 687,3 732,3 91,5 41,1
Cone T2 0,888
GT 6838 730,4 95,2 41,7
GC 7235 733,3 78,4 36,2
T3 0,076
GT 7718 7625 76,7 35,4
GC 7749 764.8 77,0 32,2
T1 0,542
GT 7785 773,1 47,1 19,7
GC 812,7 789.,4 73,9 33,2
Lingua T2 0,238
GT 7837 776,7 75,0 32,9
GC 7947 786,4 42 .4 19,6
T3 0,395
GT 7991 809,3 48,6 219
GC 740,9 743,2 100,9 44 2
T1 0,549
GT 717.,8 712.8 82,2 351
GC 644,22 717.8 2142 93,9
Saliva T2 0,358
GT 7133 768,7 151,0 66,2
GC 7184 745.3 86,7 41,2
T3 0,121
GT 779,4 764,3 72,6 33,5

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Tabela 14: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Veillonella parvula
entre 0s grupos teste e controle.

VP Média Mediana Desv~|o IC P-
Padrao valor

GC 6374 648,4 47,7 20,4
T1 0,627
GT 6341 630,0 51,2 214

GC 6495 648,9 35,2 15,8
Cone T2 0,736
GT 644,7 662,1 61,1 26,8

GC 6535 654,3 33,7 15,6
T3 0,613
GT 657,2 675,0 46,2 213

GC 6434 660,7 385 16,1
T1 0,113
GT 654,7 664,7 46,9 20,6

GC 668,1 6705 16,2 7,3
Lingua T2 0,953
GT 656,6 667,0 74,0 333

GC 656,7 658,7 26,7 12,3
T3 0,191
GT 665,3 672,5 32,7 14,7

GC 487,3 561,6 1815 79,6
T1 0,076
GT 574,9 625,3 141,1 60,4

GC 4745 515,7 1919 86,3
Saliva T2 0,757
GT 5014 588,0 179,1 78,5

GC 502,7 549,2 146,6 67,7
T3 0,409
GT 520,1 589,4 155,3 73,8

GC = Grupo controle
GT = Grupo teste
IC = Intervalo de confianga

Tabela 15: Distribuigdo comparativa dos valores médios de Streptococcus

mutans entre os grupos teste e controle.

_ _ Desvio
Média Mediana . IC  P-valor
Padréo

Cone T1 GC 572,77 584,2 21,0 9,0 0,716




GT 5718 570,6 18,9 7,9
GC 567,8 575,8 23,2 10,4
T2 0,354
GT 5759 574,7 15,1 6,6
GC 5645 567,8 36,6 17,4
T3 0,843
GT 5726 568,3 22,3 10,3
GC 5522 549,0 18,8 7,9
T1 0,944
GT 552,8 548,5 18,3 7,6
GC 5532 549,5 16,8 7,5
Lingua T2 0,574
GT 5550 551,5 14,9 6,5
GC 562,0 553,0 25,5 11,8
T3 0,447
GT 5658 568,1 18,7 8,4
GC 514,22 556,9 129,1 56,6
T1 0,220
GT 5728 562,8 58,2 249
GC 563,1 573,1 92,4 40,5
Saliva T2 0,808
GT 5529 576,2 89,8 39,3
GC 5344 563,0 102,3 47,2
T3 1,000
GT 5416 554,2 115,0 53,1

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Por fim, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis para comparar os tempos,

por grupo em relacéo as bactérias incluidas no estudo.

Tabela 16: Distribuigdo comparativa dos valores médios de Streptococcus

oralis entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo 3 (90 dias).



Desvio

Média Mediana IC P-valor
Padrao
T1 624.,4 647,1 72,8 31,2
GC T2 660,1 672,3 51,0 229 0,052
T3 6185 606,3 56,2 26,0
Cone
T1 628,3 612,8 66,6 27,8
GT T2 6594 659,0 75,6 33,1 0,316
T3 645,6 636,6 65,4 30,2
T1 580,8 586,7 102,9 43,0
GC T2 6454 6424 58,7 26,4 0,011
T3 571,1 577,5 70,8 32,7
Lingua
T1 629,3 648.,4 74,5 31,1
GT T2 6279 640,4 83,5 36,6 0,657
T3 619,7 625,0 50,5 22,7
Tl 456,2 4495 63,9 28,0
GC T2 4790 481,0 59,1 259 0,213
T3 443,3 443,8 44 4 20,5
Saliva
Tl 4964 505,8 57,9 24.8
GT T2 516,7 5145 60,4 26,5 0,020
T3 465,0 476,4 43,8 20,3

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Tabela 17: P-valores da tabela 16 - Comparacdes entre os tempos dois a dois.
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T1 T2
T2 0,072
GC
T3 0,652 0,019
Cone
T2 0,174
GT
T3 0,265 0,579
T2 0,023
GC
T3 0,724 0,004
Lingua
T2 0,669
GT
T3 0,433 0,465
T2 0,291
GC
T3 0,559 0,075
Saliva
T2 0,322
GT

T3 0,059 0,007

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

Tabela 18: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Porphyromonas

gingivalis entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo 3 (90 dias).

Média Mediana Desv~|o IC P-valor
Padrao

T1 698,6 648,0 169,7 85,9
GC T2 809,8 803,6 158,5 71,3 0,010

T3 658,6 654,7 115,3 54.8
Cone

T1 682,2 665,8 134,2 58,8
GT T2 7265 758,9 153,0 68,8 0,607
T3 687,6 670,9 136,0 62,8

Lingua GC T1 754,6 760,9 82,8 34,6 0,010




T2 819,6 827,3 57,6 25,9
T3 7725 765,0 74,4 34,4
T1 800,7 806,8 96,1 40,2

GT T2 8326 870,0 105,0 46,0 0,265
T3 801,0 798,5 72,4 32,5
T1 558,8 551,8 219,1 110,9

GC T2 6177 564,0 148,4 75,1 0,705
T3 5564 569,3 134,5 63,9

Saliva

T1 6327 658,1 116,7 53,9

GT T2 708,6 689,9 148,3 65,0 0,007
T3 518,1 579,9 168.,4 77,8

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Tabela 19: P-valores da tabela 18 - Comparacdes entre os tempos dois a dois.

T1 T2
T2 0,031
GC
T3 0,719 0,003
Cone
T2 0,369
GT
T3 0,815 0,429
T2 0,005
GC
T3 0,644 0,018
Lingua
T2 0,190
GT
T3 0,958 0,129
T2 0,406
Saliva GC
T3 0,746 0,610




42

T2 0,161
GT
T3 0,043 0,003

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

Tabela 20: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Aggregatibacter
actinomycetemcomitansentre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo
3 (90 dias).

_ _ Desvio
Média Mediana . IC P-valor
Padréo

T1 608,9 602,4 96,5 41,3
GC T2 6587 653,7 94,1 42,3 0,150

T3 5978 594,8 93,7 44,6

Cone
T1 603,8 615,1 73,5 30,7
GT T2 6227 637,3 104,1 45,6 0,862
T3 609,0 615,9 67,5 31,2
T1 587,3 566,9 71,9 30,7
GC T2 624,0 620,8 109,12 49,0 0,418
T3 590,8 600,0 51,5 23,8
Lingua
T1 6140 634,2 94,0 41,2
GT T2 590,6 566,7 67,1 30,2 0,292
T3 626,7 658,5 75,9 34,1
T1 520,9 524,2 36,7 16,1
GC T2 5225 547.,4 93,5 41,0 0,123
Saliva

T3 4942 498,5 108,5 50,1

GT T1 508,8 541,4 1215 52,0 0,229
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T2 536,2 532,6 54,3 23,8

T3 4894 496,5 109,4 52,0

GC = Grupo controle
GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca

Tabela 21: P-valores da tabela 20 - Comparacgdes entre os tempos dois a dois.

T1 T2
T2 0,091
GC
T3 0,918 0,096
Cone
T2 0,597
GT
T3 0,913 0,704
T2 0,273
GC
T3 0,693 0,248
Lingua
T2 0,273
GT
T3 0,574 0,140
T2 0,194
GC
T3 0,188 0,079
Saliva
T2 1,000
GT
T3 0,131 0,135

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

Tabela 22: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Actinomyces

naeslundii entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo 3 (90 dias).

Média Mediana Desv~|o IC P-valor
Padrao

Cone GC T1 769,2 758,3 72,3 30,9 0,086




T2 781,2 773,8 61,2 27,5
T3 736,4 729,4 47,7 22,1
T1 763,8 776,3 68,7 28,7
GT T2 797,7 803,3 68,3 29,9 0,041
T3 7425 743,0 57,3 26,5
T1 870,8 860,0 85,2 35,6
GC T2 8741 872,3 67,6 30,4 0,476
T3 846,5 842,3 89,0 41,1
Lingua
T1 881,8 876,0 50,3 21,0
GT T2 8819 8899 86,1 37,7 0,981
T3 885,1 907,4 68,8 30,9
T1 640,9 666,2 138,3 60,6
GC T2 6922 686,5 64,9 28,4 0,576
T3 6658 661,8 92,2 42,6
Saliva
Tl 684,6 705,8 99,5 42,6
GT T2 722,77 728,0 76,3 33,5 0,134
T3 641,8 687,5 1470 67,9

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Tabela 23: P-valores da tabela 22 - Comparagfes entre os tempos dois a dois.

T1 T2
T2 0,524
GC
T3 0,143 0,027
Cone
T2 0,151
GT
T3 0,277 0,011
Lingua GC T2 0,875




T3 0,355 0,236
T2 0,801
GT
T3 0,937 0,955
T2 0,372
GC
T3 0,884 0,365
Saliva
T2 0,262
GT
T3 0,297 0,054
GC = Grupo controle
GT = Grupo teste
Tabela 24: Distribuigdo  comparativa  dos

valores  médios
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de

Fusobacterium nucleatum entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo

3 (90 dias).
Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
T1 576,55 557.,9 93,2 39,9
GC T2 6301 649,0 71,7 32,3 0,042
T3 566,1 545,2 118,6 54.8
Cone
Tl 5734 552.3 69,3 29,0
GT T2 6348 594.,7 132,2 58,0 0,387
T3 600,6 574.6 1244 57,5
Tl 6344 645.,5 117,2 49,0
GC T2 700,3 719,9 65,3 29,4 0,120
Lingua T3 6742 666,9 87,2 40,3
Tl 687,6 684,7 122,7 51,3
GT 0,880
T2 683,3 713,9 120,2 52,7




T3 689,1 680,8 72,1 32,4
T1 4403 4444 101,4 44,4

GC T2 4452 485,6 131,9 57.8 0,870
T3 438,2 431,7 116,2 53,7

Saliva

T1 4858 514.,8 129,2 55,3

GT T2 5230 557,9 138,1 60,5 0,162
T3 4405 516,7 169,9 83,2

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Tabela 25: P-valores da tabela 24 - Comparagfes entre os tempos dois a dois.

T1 T2
T2 0,053
GC
T3 0,592 0,019
Cone
T2 0,174
GT
T3 0,744 0,365
T2 0,044
GC
T3 0,328 0,274
Lingua
T2 0,880
GT
T3 0,917 0,518
T2 0,705
GC
T3 0,726 0,640
Saliva
T2 0,137
GT
T3 0,624 0,086

GC = Grupo controle



GT = Grupo teste
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Tabela 26: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Veillonella atypica

entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo 3 (90 dias).

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
Tl 679,2 699,2 87,1 37,3
GC T2 6873 732,3 91,5 41,1 0,570
T3 7235 733,3 78,4 36,2
Cone
Tl 693,6 712,2 80,8 33,8
GT T2 683,8 730,4 95,2 41,7 0,023
T3 771,8 762.,5 76,7 35,4
T1 7749 764.8 77,0 32,2
GC T2 8127 789,4 73,9 33,2 0,064
T3 7947 786,4 42 .4 19,6
Lingua
T1 7785 773,1 47.1 19,7
GT T2 783,7 776,7 75,0 32,9 0,312
T3 799,1 809,3 48.6 21,9
T1 740,9 7432 100,9 44,2
GC T2 644,22 717.8 2142 93,9 0,454
T3 7184 745,3 86,7 41,2
Saliva
T1 717.8 712.8 82,2 35,1
GT T2 713,3 768,7 151,0 66,2 0,157
T3 779,4 764.3 72,6 33,5

GC = Grupo controle
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GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca

Tabela 27: P-valores da tabela 26 - Comparacgdes entre os tempos dois a dois.

T1 T2
T2 0,924
GC
T3 0,272 0,466
Cone
T2 0,650
GT
T3 0,016 0,019
T2 0,047
GC
T3 0,047 0,738
Lingua
T2 0,860
GT
T3 0,143 0,249
T2 0,245
GC
T3 0,670 0,377
Saliva
T2 0,676
GT
T3 0,037 0,279

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

Tabela 28: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Veillonella parvula

entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo 3 (90 dias).

Desvio P-

VP Média Mediana -
Padrao valor

T1 6374 648,4 47,7 20,4

GC T2 6495 648,9 35,2 15,8 0,772
Cone
T3 653,5 654,3 33,7 15,6

GT T1 6341 630,0 51,2 21,4 0,351




T2 644,7 6621 61,1 26,8
T3 657,2 6750 46,2 21,3
Tl 6434 660,7 385 16,1
GC T2 668,1 6705 16,2 7,3 0,056
T3 656,7 658,7 26,7 123
Lingua
Tl 654,7 664,7 46,9 20,6
GT T2 656,6 667,0 74,0 33,3 0,794
T3 6653 6725 32,7 14,7
Tl 487,3 561,6 1815 79,6
GC T2 4745 5157 1919 86,3 0,986
T3 502,7 549,22 146,6 67,7
Saliva
T1 5749 625,3 141,1 60,4
GT T2 5014 588,0 179,12 785 0,154
T3 520,1 5894 1553 73,8

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca
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Tabela 29: P-valores da tabela 28 - Comparac¢des entre os tempos dois a dois.

T1

T2

Cone

GC

T2
T3

0,636
0,517

0,715

GT

T2
T3

0,351
0,157

0,640

Lingua

GC

T2
T3

0,015
0,505

0,145

GT

T2
T3

0,800
0,465

0,759

Saliva

GC

T2
T3

0,978
0,792

0,903




GT

T2 0,112

T3 0,086 0,831

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste
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Tabela 30: Distribuicdo comparativa dos valores médios de Streptococcus

mutans entre os tempos 1 (inicial), tempo 2 (14 dias) e tempo 3 (90 dias).

Desvio
Média Mediana IC P-valor
Padrao
T1 572,7 584,2 21,0 9,0
GC T2 567,8 575,8 23,2 10,4 0,864
T3 5645 567,8 36,6 17,4
Cone
T1 571,8 570,6 18,9 7,9
GT T2 5759 574,7 15,1 6,6 0,776
T3 5726 568,3 22,3 10,3
Tl 552,2 549.,0 18,8 7.9
GC T2 5532 5495 16,8 7,5 0,433
T3 562,0 553,0 255 11,8
Lingua
T1 552.,8 548,5 18,3 7,6
GT T2 5550 551,5 14,9 6,5 0,043
T3 565,8 568,1 18,7 8,4
T1 514,2 556,9 129,1 56,6
GC T2 5631 573,1 92,4 405 0,466
Saliva
T3 5344 563,0 102,3 47,2
GT T1 5728 562,8 58,2 249 0,851
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T2 552,9 576,2 89,8 39,3

T3 5416 554,2 115,0 53,1

GC = Grupo controle
GT = Grupo teste

IC = Intervalo de confianca

Tabela 31: P-valores da tabela 30 - Comparacgdes entre os tempos dois a dois.

T1 T2
T2 0,524
GC
T3 0,826 0,962
Cone
T2 0,497
GT
T3 0,935 0,599
T2 0,754
GC
T3 0,201 0,378
Lingua
T2 0,420
GT
T3 0,021 0,060
T2 0,224
GC
T3 0,770 0,413
Saliva
T2 0,876
GT
T3 0,573 0,704

GC = Grupo controle

GT = Grupo teste

Assim, nas tabelas pares temos as estatisticas descritivas e a
comparacao dos tempos (teste de Kruskal-Wallis). Ja nas tabelas impares
estdo expressos 0s p-valores das comparacdes entre os tempos dois a dois
(teste de Mann-Whitney). Nestas tabelas pares basta cruzar a linha com a

coluna para encontrar o p-valor necessario.
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5. DISCUSSAO

O biofilme dental é a principal causa de véarias doencas bucais, como
carie e periodontite. Logo, ha uma grande demanda por estratégias preventivas
e terapéuticas, como o0 uso de agentes quimicos para o controle do biofilme
dental.

Dentre os enxaguatérios bucais disponiveis destaca-se a clorexidina, um
antisséptico bucal eficaz por suas propriedades antimicrobianas e quando
utilizada de forma racional pode ser uma ferramenta importante no controle da
doenca periodontal.

Por outro lado, h& na literatura uma frequente discussédo sobre o uso de
enxaguatorios bucais e aos possiveis impactos sistémicos que seu uso
frequente poderia acarretar, principalmente em relacdo as alteracbes na
pressdo arterial. Essa relacdo se baseia no fato de que enxaguatorios bucais
podem afetar a concentracdo oral de bactérias redutoras e, assim, influenciar o
metabolismo do NO3. Os dados disponiveis sobre esta relagdo parecem ser
ainda discordantes, ou seja, os estudos conduzidos por Bondonno et al (2015);
Mc Donagh et al (2015) e Woessner et al (2016) descreveram uma acao
negativa significativa de bochechos na concentracdo plasmatica de nitrito (p <
0,05), enquanto o estudo de Sundgvist et al (2016) concluiram que em
mulheres jovens e saudaveis, o uso de clorexidina foi eficaz em interromper a
conversao bucal de nitrato bacteriano em nitrito, mas isso nédo foi associado a
alteracdes no nitrito plasmatico ou no niveis de PA. Estudos em modelo animal
(Petersson et al. 2009) ou em humanos (Kapil et al. 2013) mostraram que a
diminuicdo das enzimas bacterianas redutoras de nitrato acarretada pelo uso
de clorexidina se correlacionou com a diminuicdo dos niveis de nitrito bucal na
ordem de 90% em humanos, além de diminuicdo plasmatica de 25% e
aumento da PA entre 2 e 3.5mmHg. Ou seja, o uso de clorexidina reduziu os
niveis de nitrito oral e plasmatico e resultou em um aumento sustentado da PA
em humanos. Ja para enxaguante bucais a base de 6leos essenciais e iodo
povidona estes ndo provocaram efeito na atividade redutora de nitrato (Mitsui et
al. 2017).

Desta forma, neste estudo nos propusemos investigar se a terapia

periodontal associada ao uso de clorexidina poderia impactar na frequéncia
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bacteriana bucal e assim interferir na redugéo de nitrito e consequentemente na
alteracdo da PA em individuos sistemicamente saudaveis com diagnostico de
doenca periodontal, gengivite ou periodontite.

Foram incluidos 40 individuos no estudo, diagnosticados com doenca
periodontal, divididos em 2 grupos baseados na historia pregressa do uso
regular de bochechos a base de clorexidina. Os participantes do grupo RAR
(controle) eram nado usuarios de enxaguatorios bucais de qualquer tipo
enquanto o grupo RAR (clorexidina) ja faziam uso rotineiro de enxaguatorios
bucais. Esta decisao foi tomada com o intuito de facilitar a aderéncia dos
participantes ao grupo clorexidina uma vez que a partir dos exames basais e
procedimentos de raspagem dental estes utilizaram, sob rigido controle dos
investigadores, bochechos de clorexidina duas vezes ao dia por 14 dias
ininterruptos controlando quantidade e tempo de uso do produto.

Os principais resultados observados neste estudo mostraram que dentre
0s parametros clinicos investigados, IPV, ISG, PS e NCI ndo houve diferenca
estatistica entre os grupos controle e teste analisados entre os tempos basal e
3 meses pobs terapia. Todavia, quando da analise na evolugdo temporal existiu
diferenca estatistica entre os tempos basal e 3 meses para ambos 0s grupos
em apenas dois indices IPV e ISG. Ja para os parametros PS e NCI ndo houve
diferenca estatistica. Os parametros IPV e ISG reduziram em ambos 0S grupos
mostrando que os métodos de instrucdo de higiene bucal recebidos pelos
pacientes no inicio do estudo foram eficazes ao longo dos 3 meses, todavia a
inclusdo da clorexidina néo interferiu no nosso achado.

H& uma vasta literatura relacionando a condicdo periodontal com PA
(Hansen et al. 2022; Pignatelli et al. 2020; Desvarieux et al. 2010; Tsakos et al.
2010). De acordo com Del Pinto et al. (2021) existe uma justificativa para a
avaliacdo do estado de saude bucal e do perfl da PA na presenca de
hipertenséo ou periodontite. Além de seus beneficios comprovados no perfil da
PA, uma dieta com baixo teor de sal pode ser benéfica também para o estado
de saude periodontal e, a manutencdo de uma boa condicéo periodontal pode
se estender a beneficios do perfil da PA.

Como ja mencionado a clorexidina apresenta propriedades

antimicrobianas eficazes no combate ao biofilme e representa uma ferramenta
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importante no controle da doenca periodontal, todavia, de acordo com Govoni
et al. (2008) o uso duas vezes ao dia de clorexidina a 0,2% por 7 dias reduziu a
liberacdo salivar de NO em quase 50%, aumentando a presséao arterial sistolica
e diastolica em 2 a 3,5 mmHg. Ja o estudo de Mitsui et al. (2017) o uso diario
de clorexidina, mesmo em baixa concentracdo de 0,0025%, pode reduzir a
contagem de Veillonella dispar e inibir a atividade redutora de nitrato, mas nao
afetou a producéo salivar de nitrito. Os 0leos essenciais e o enxaguatorio bucal
com iodopovidona demonstraram ter pouco efeito na atividade redutora de
nitrato. Em funcdo destes achados nos propulsemos a avaliar além da
frequéncia das espécies Streptococcus oralis, Streptococcus mutans,
Actinomyces naeslundii, Veillonella atypica, Veillonella parvula, Fusobacterium
nucleatum, Porphyromonas gingivalis e Aggregatibacter
actinomycetemcomitans também o perfil de PA e disponibilidade de nitrito
salivar.

A tabela 4 mostra os resultados referentes a PA entre 0s grupos nos
tempos inicial, 7, 14 dias e 3 meses. A tabela 5 mostra os resultados referentes
a nitrito (ml e mg) entre os grupos nos tempos inicial (T1), 14 dias (T2) e 3
meses (T3) e concluimos que ndo houve diferenca estatistica. Observamos
ainda nas tabelas 6 e 7 se havia diferenca entre os tempos, em ambos 0s
grupos. Destes dados concluimos entdo que o grupo teste e controle foram
similares ndo havendo diferenca estatisticamente significante nos valores de
PA e nitrito no periodo de avaliacéo.

De acordo com a revisdo sistematica conduzida por Zhurakivska et al.
(2019) as espécies redutoras de nitratos mais abundantes na superficie da
lingua sdo: Staphylococcus, Streptococcus, Actinomyces, P. melaninogenica,
V. dispar, H. parainfluenzae, N. subflava, V. parvula, F. nucleatum subsp.
nucleatum, C. concisus, L. buccalis, P. intermedia. A porcdo posterior da lingua
pode acumular uma quantidade maior de biofiime do que outras areas da
mucosa bucal e as bactérias presentes no dorso posterior da lingua séo
diferentes daqueles que proliferam nos dentes e na gengiva. Estas bactérias se
assemelham mais ao microbioma da saliva (Human Microbiome Project
Consortium Structure, 2012). Esta razdo nos levou a investigar as bactérias

presentes na lingua e na saliva e por uma maior investigacdo da presenca



55

bacteriana na cavidade bucal, investigamos ainda bactérias provenientes do
sulco/bolsa periodontal.

Hyde et al. (2014) caracterizando o microbioma oral de ratos e os efeitos
do nitrato na dieta destacaram que o nitrato presente na cavidade bucal é
convertido em nitrito e NO também por Actinomyces, Haemophilus, Neisseria e
Veillonella. Entdo, NO é absorvido pela vasta vascularizacdo sub epitelial ou
através do trato gastrointestinal. Os autores observaram ainda que o
microbioma da lingua de rato é menos diverso do que o microbioma da lingua
humana, mas que a atividade fisiolégica € comparavel, pois a suplementagédo
de nitrato de sddio reduziu significativamente a PA diastdlica em ratos Wistar.

Bryan et al. (2017) numa revisdo literaria mostrando evidéncias da
associacado da microbiota bucal com a producéo de 6xido nitrico e a regulacdo
da PA sistémica identificou que as bactérias mais abundantes foram Veillonella,
Prevotella, Neisseria, Heemophilus e Actinomyces spp.

Diante da diversidade microbiana presente na cavidade bucal nosso
estudo selecionou espécies mais comumente encontradas na superficie da
lingua como Streptococcus, Actinomyces, Veillonella e Fusobacteruim para
relacionar com os desfechos PA e disponibilidade de nitrito além de espécies
comumente presentes nos casos de doenca periodontal como Porphyromonas
gingivalis e Aggregatibacter actinomycetemcomitans.

Nossos resultados mostraram que nas avaliacbes subgengivais, do
dorso da lingua e da saliva, nos tempos analisados, raras foram as situacfes
em que se observou diferencas estatisticas significantes. Ou seja, o perfil
microbiano se comportou de forma bastante similar entre os dois grupos.

Em um recente estudo publicado por Janket et al. (2023) os autores
abordam que varios estudos associam o0 uso de enxaguatério bucal com a
diminuicdo de bactérias produtoras de NO e com o0 aumento da PA, enquanto
outros ndo encontraram qualquer alteracdo. O aumento da PA induzido pelo
uso de enxaguatoério bucal foi pequeno (2,3 mm Hg) mas estatisticamente
significativo. Essa mudanga no nivel minimo de PA sistdlica pode ser devido a
variacdo diurna, ingestdo de sédio, estresse psicologico, consumo de café ou
niveis de estrogénio. Os autores enfatizam que a maior falha entre os estudos

ligando o uso de enxaguatorio bucal e PA sistélica elevada € a de que nenhum
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deles considerou a influéncia da producédo endégena de NO, que contribui com
mais de 80% da producéo total de NO em humanos.

Em nosso estudo buscamos avaliar o padrdao nutricional da populacao
estudada por meio de questionarios validados, todavia, a inconsisténcia de
dados n&do nos permitiu inferir se o padréo de ingestédo alimentar interferiu nos
achados de PA.

Em suma, em relacdo ao desfecho clinico podemos considerar que 0s
procedimentos de raspagem e alisamento radicular foram suficientes para a
resolucdo dos problemas periodontais e a adicdo do controle quimico no grupo
teste ndo representou um ganho adicional.

Nossos achados mostraram ainda que o uso da clorexidina nao interferiu
na conversao de nitrato em nitrito nem tdo pouco influenciou as alteracées na
PA.
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6. CONCLUSAO

A terapia periodontal ndo cirdrgica associada ao uso da clorexidina néo
influenciou a frequéncia bacteriana das espécies investigadas;

Os niveis de nitrito e PA nédo sofreram alteracdes ao longo do estudo;

A terapia periodontal foi eficaz independentemente do uso da clorexidina

em ambos 0s grupos investigados.
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