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Araujo CF. Avaliacdo da suplementacéo diaria de &cidos graxos poli-insaturados
de O6mega-3 e aspirina em baixa dosagem no tratamento de periodontite
agressiva generalizada: estudos clinicos controlados randomizados [tese]. Séo
José dos Campos (SP): Universidade Estadual Paulista (Unesp), Instituto de
Ciéncia e Tecnologia; 2020.

RESUMO

A destruicdo periodontal resulta principalmente da resposta inflamatoria
exacerbada do hospedeiro frente ao desafio bacteriano. Por isso, pesquisas
envolvendo a modulagao da resposta do hospedeiro tém sido desenvolvidas com
0 objetivo de facilitar a resolucdo da inflamacg&o, bem como promover reparacéo
tecidual e estabilidade periodontal. Recentemente, 0 uso de acidos graxos poli-
insaturados de o6mega-3 (AGP Q-3) e acido acetilsalicilico (AAS) foi
relacionado a producdo de mediadores lipidicos mais bioativos e a melhores
resultados clinicos no tratamento de periodontite cronica. Desse modo,
pesquisas envolvendo modulacdo das respostas inflamatérias de portadores de
periodontite agressiva (PAg) podem ser de grande valia. Assim, o objetivo dos
presentes estudos clinicos controlados randomizados foi avaliar a utilizacdo da
suplementacdo de 900 mg AGP Q-3 e 100 mg de AAS por 180 dias como
adjuvantes ao tratamento de PAg generalizada (PAgG). (1) Selecionou-se 38
pacientes com PAgG os quais receberam debridamento subgengival associado a
AGP Q-3 e AAS (n=19) ou placebo (n=19). Ambos 0s grupos apresentaram
diminuicdo (p<0,05) em todos os parametros clinicos avaliados, bem como em
IL-1B, sem diferenca entre os tratamentos (p>0,05). O nivel de TIMP-2
diminuiu significantemente no grupo controle, porém se manteve estavel no
grupo teste. Concluiu-se que a nova terapia proposta ndo trouxe beneficios
clinicos no tratamento nédo-cirurgico de PAgG. (2) Selecionou-se 34 pacientes
com PAQG previamente submetidos a terapia basica que apresentavam bolsas
residuais e foram submetidos a cirurgia de acesso para raspagem e alisamento
radicular associado a AGP Q-3 e AAS (n=17) ou placebo (n=17). Ap0s 6 meses,
ambos 0s grupos obtiveram diminuicdo na PS (p<0,05), porém somente o0 grupo
teste obteve ganho no NIC na comparacdo intergrupo (p=0,02), assim como
apresentou menor recessao gengival (p=0,03), diminuicdo da hipersensibilidade
dentinaria (p=0,01), menor consumo de analgésicos (p=0,02) e diminuicao
intragrupo de IL-10 (p<0,05). Concluiu-se que a nova terapia proposta trouxe
beneficios clinicos no tratamento de bolsas residuais de pacientes com PAgG.

Palavras-chave: Acidos Graxos Omega-3. Aspirina. Bolsas residuais.
Imunomodulacgéo. Periodontite Agressiva.



Araujo CF. Evaluation of omega-3 polyunsaturated fatty acids daily
supplementation plus low-dose aspirin to treat generalized aggressive
periodontitis: randomized controlled clinical trials [doctorate thesis]. Sdo José
dos Campos (SP): Séo Paulo State University (Unesp), Institute of Science and
Technology; 2020.

ABSTRACT

Periodontal destruction results mainly from the exacerbated host inflammatory
response to the bacterial challenge. For this reason, research involving the
modulation of host response has been developed aiming to facilitate the
resolution of inflammation, as well as to promote tissue repair and periodontal
stability. Recently, the use of omega-3 polyunsaturated fatty acids (£2-3 PUFA)
and low-dose acetylsalicylic acid (ASA) was related to the production of
enhanced lipidic mediators and to better clinical outcomes in the treatment of
chronic periodontitis. Thus, the aim of the present randomized controlled
clinical trials was to evaluate the use of 900 mg 2-3PUFA and 100 mg ASA for
180 days as adjuvants to the treatment of generalized aggressive periodontitis
(GAgP). (1) Thirty-eight GAgP patients were submitted to subgingival
debridement associated with -3 PUFA and ASA (n=19) or placebo (n=19).
Both groups showed a statistically significant decrease (p<0.05) in all clinical
parameters, as well as a decrease in IL-18, with no difference between
treatments (p>0.05). The TIMP-2 level significantly decreased in the control
group and remained stable in the test group. It was concluded that the proposed
new therapy did not bring clinical benefits in the non-surgical treatment (NST)
of GAgP. (2) Thirty-four GAgP patients previously submitted to NST with
residual pockets were selected and underwent open flap debridement associated
with Q-3 PUFA 3 and ASA (n=17) or placebo (n=17). After 6 months, both
therapies led to decreased PD (p>0.05), but only the test group had CAL gain in
the intergroup comparison (p=0,02), as well as presented less gingival
recession (p=0,03), decreased dentin hypersensitivity (p=0,01), lower
consumption of analgesics (p=0,02) and significant intragroup reduction of IL-
10 (p<0.05). It was concluded that the proposed new therapy brought clinical
benefits in the surgical treatment of GAgP patients.

Keywords: Agressive Periodontitis. Aspirin. Immunomodulation. Omega-3 fatty
acids. Residual pockets.



1 INTRODUCAO

A doenca periodontal ¢ uma condicdo associada a microrganismos
anaerdbios gram-negativos especificos presentes no biofilme dental. Tais
microrganismos, = como  Aggregatibacter  actinomycetemcomitans e
Porphyromonas  gingivalis, produzem endotoxinas na forma de
lipopolissacarideos (LPS) que suscitam uma resposta imune sistémica do
hospedeiro, levando a destruicdo Ossea e periodontal (Ebersole et al., 2013;
Kantarci, Van Dyke, 2005; Gholizadeh et al., 2017). Dentre as formas de doenca
periodontal, a periodontite agressiva (PAQ) se caracteriza por apresentar uma
rapida taxa de progressdo, afetando principalmente individuos jovens e
sistemicamente saudaveis (Armitage, 2004). Pacientes diagnosticados com essa
doenca apresentam répida perda de insercdo e destruicdo Ossea, tendendo para
um quadro de edentulismo precoce (Aimetti et al., 2011).

A abordagem inicial do tratamento da PAg (atualmente denominada
Periodontite grau C - Papapanou et al., 2018) objetiva desorganizar o biofilme e
reduzir a microbiota patogénica (Griffiths et al., 2011) por meio da
instrumentacao radicular realizada por curetas ou instrumentos ultrassonicos
(Wennstrom et al., 2005). Uma vez que 0s pacientes portadores de PAg
respondem menos previsivelmente ao tratamento mecénico convencional
(Teughels et al., 2014), frequentemente antibioticos sistémicos sdo utilizados em
associacdo a terapia ndo-cirurgica (Teughels et al., 2014; Keestra et al., 2015;
Andere et al., 2017; Araujo et al., 2019), promovendo maiores ganhos no nivel
de insercdo clinica, maior reducdo na contagem de periodontopatdgenos e maior
reducdo nos niveis de citocinas inflamatdérias quando comparada a terapia
mecanica isoladamente (Casarin et al., 2012; Rabelo et al., 2015; Silva-Senem et
al., 2013).
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Por outro lado, 0 uso em grande escala de agentes antibidticos possui
alguns pontos negativos, como a possibilidade de impulsionar o
desenvolvimento de uma microbiota periodontal resistente (Van Winkelhoff et
al., 2005; Ardila et al., 2010; Rams et al., 2014; Sgolastra et al., 2012) e também
de suscitar mudancas permanentes na microbiota intestinal, tornando os
individuos mais susceptiveis a outras doengas, como doenca inflamatdria
intestinal, alergias e asma (Blaser, 2011). Deve-se destacar também que mesmo
apos a terapia bésica ter sido realizada em associag¢do a antimicrobianos, ainda
podem persistir sitios doentes, chamados de bolsas residuais. Esses sitios com
profundidade de sondagem > 5 mm ¢ sangramento sdo tidos como um fator de
risco para perda de insercdo adicional (Renvert, Persson 2002; Matuliene et al.,
2008) e determinam a necessidade de retratamento (Del Peloso Ribeiro et al.,
2008; Ribeiro Edel et al., 2009). Desta forma, o estabelecimento de novos
protocolos terapéuticos se faz necessario.

Atualmente, postula-se que a destruicdo periodontal resulta
principalmente da resposta inflamatdria exacerbada do hospedeiro frente ao
desafio bacteriano. Por isso, pesquisas envolvendo a modulacédo da resposta do
hospedeiro tém sido desenvolvidas com o objetivo de facilitar a resolucédo da
inflamacdo, bem como promover reparacédo tecidual e estabilidade periodontal
(El-Sharkawy, 2010). Além disso, estudos demonstram que a inflamacao por si
s6 pode contribuir para a selecdo e manutencdo de microrganismos
periodontopatogénicos nas bolsas periodontais (Freire, Van Dyke, 2013). Sendo
assim, o controle do processo inflamatorio poderia por si s6 contribuir para a
reducdo desses microrganismos.

Nesse contexto, o conceito da terapia de modulacdo do hospedeiro
(TMH) tem sido aplicado adicionalmente a terapia periodontal convencional em
periodontite crénica. Diferentes agentes foram avaliados como moduladores do

hospedeiro, dentre eles anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) (Paquette,
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Williams, 2000; Azoubel et al., 2008)), tetraciclinas de baixa dosagem (Golub et
al., 1995; Novak et al., 2008) e bisfosfonatos (Lane et al., 2005). Entretanto,
esses agentes possuem limitacOes e podem induzir efeitos adversos quando
utilizados por um longo periodo na TMH (Novak et al., 2002; Ciancio SG, 2002;
Preshaw et al., 2004; El-Sharkawy et al., 2010).

Estudos demostram que os acidos graxos poli-insaturados (AGP) de
dmega-3 (Q2-3) (&cido eicosapentaenoico - EPA e &cido docosahexaenoico -
DHA) possuem valor terapéutico, desempenhando acdes anti-inflamatorias e
protetivas no tratamento de artrite reumatoide, fibrose cistica, colite ulcerativa,
asma, aterosclerose, cancer, doenca cardiovascular e periodontite (Serhan et al.,
2008a,b). A partir da ingestdo de AGP Q-3, os neutrdfilos, que inicialmente
liberam mediadores pro-inflamatorios, podem modificar o perfil dos produtos
liberados passando a produzir mediadores lipidicos que funcionardo como
agonistas na limitacdo do processo inflamatdrio, chamados de resolvinas e
protectinas (Serhan et al., 2002, 2004, 2008a,b; Hong et al., 2003), favorecendo
a resolucdo da inflamacdo. AGP Q-3 diminuem a quantidade de acido
araquidonico (AA) disponivel nas células em resposta ao LPS bacteriano e, por
consequéncia, diminuem a producdo de eicosanoides (prostaglandinas,
tromboxanos e leucotrienos) (Serhan, Chiang, 2008; Calder, 2006), os quais séo
responsaveis pela intensidade e duracdo da resposta inflamatoria (Calder, 2008)
(Figura 1A-C).

O acido acetilsalicilico (AAS), um farmaco do grupo dos AINES, possui a
capacidade de blogquear a metabolizacdo do AA pela via da cicloxigenase (COX)
(Arita et al., 2005). Ademais, foi demonstrado que, além de induzir a producéao
de lipoxinas desencadeadas por aspirina, que sdo mais bioativas do que lipoxinas
usualmente produzidas pela degradacdo do AA via lipoxigenase (LOX) e

possuem melhores propriedades resolutivas da inflamacdo, na presenca de AGP

14



Q-3 0 AAS induz a producdo de resolvinas e protectinas desencadeadas por

aspirina (Van Dyke, Serhan, 2003) (Figura 1D-F).

Figura 1 - Esquema da atuagao de AGP Q-3 e AAS na degradacdo do AA
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Legenda: A) O acido araquidénico (AA) pode ser degradado pelas vias COX e LOX, produzindo
eicosanoides e lipoxinas. B, C) Na presenca de EPA e DHA ocorre a producdo de resolvinas das séries
E e D, protectinas D1 e maresinas. D) Na presenca de AAS, a via COX ¢ bloqueada e a via LOX
produz lipoxinas desencadeadas por aspirina. E, F) Quando o AAS esté presente juntamente com EPA
e DHA, sdo produzidas resolvinas e protectinas desencadeadas por aspirina.

Fonte: Elaborado por Nidia Castro.
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Estudos clinicos randomizados realizados para se avaliar o efeito da
suplementagao diaria de Q-3 e AAS como adjuvantes a RAR no tratamento de
periodontite cronica revelaram diminuicdo na profundidade de sondagem e
ganho clinico de insercdo significativamente maiores em relacdo ao grupo
submetido somente a raspagem subgengival (El-Sharkawy et al., 2010; Deore et
al., 2014; Elwakeel, Hazaa, 2015). Naqvi et al. (2014) realizaram um estudo
clinico randomizado para avaliar a influéncia da suplementacdo diaria de Q-3 (2
g) e AAS (81 mg) na periodontite crénica sem que terapias clinicas fossem
aplicadas e os resultados mostraram melhora significante nos parametros
clinicos e inflamatorios locais no grupo teste em comparacdo com 0 grupo
placebo. Esses estudos demonstraram que a utilizagdo de Q-3 associado ao AAS
pode trazer beneficios adicionais quando associados a terapia periodontal
mecanica.

Recentemente, Yang et al. (2019) relataram que a administracao de Q-3
e AAS foi capaz de inibir a presenca de TNF-a (fator de necrose tumoral-a) e
IL-1R8 (interleucina-1R) no soro de ratos, bem como promover ganho de 0sso
alveolar, segundo uma anéalise histomorfométrica. Griel et al. (2007)
demostraram em um estudo clinico que ha uma relacdo inversamente
proporcional entre 0 aumento de Q-3 na dieta e a diminui¢do dos niveis de NTx
(telopeptideos aminoterminais do colageno tipo 1) sérico, um importante
marcador de reabsorcdo dssea originado da clivagem proteolitica do colageno
6sseo por osteoclastos (Clemens et al., 1997).

Estudos in vitro sugerem que pacientes com PAg podem se beneficiar da
suplementacdo de Q-3. Fredman et al. (2011) relataram que o contato com a
resolvina foi capaz de restaurar a atividade fagocitaria deficiente de células
provenientes de pacientes portadores de PAgQ localizada. A restituicdo da

normalidade fagocitaria também foi relatada por Wang et al. (2016) guando
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essas células foram colocadas em contato com outro mediador da resolucéo da
inflamacéo proveniente do Q-3 recentemente descoberto, a maresina.

No entanto, ainda ndo h& estudos clinicos randomizados na literatura
avaliando o efeito da suplementacdo diaria de dmega-3 e &cido acetilsalicilico
como adjuvantes ao tratamento de pacientes com periodontite agressiva

generalizada.
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2 EFEITO DA TERAPIA DE MODULACAO DO HOSPEDEIRO POR
MEIO DA SUPLEMENTACAO DIARIA DE ACIDOS GRAXOS POLI-
INSATURADOS DE OMEGA-3 E ASPIRINA NA FASE NAO-
CIRURGICA DO TRATAMENTO DE PERIODONTITE AGRESSIVA
GENERALIZADA: estudo clinico controlado randomizado

2.1 PROPOSICAO

Avaliar o efeito clinico e imunolégico da suplementacdo diaria de 900
mg de acidos graxos poli-insaturados de O0mega-3 e de 100 mg de acido
acetilsalicilico por um periodo de 180 dias como adjuvantes ao debridamento
periodontal ultrassonico de boca toda no tratamento de periodontite agressiva

generalizada.

2.2 MATERIAL E METODOS

A metodologia do presente estudo seguiu as normas do CONSORT-
STATEMENT 2010 (Moher et al., 2010) e do SPIRIT 2013 (Chan et al., 2013)
para estudos clinicos randomizados, tendo sido conduzido de acordo com a
Declaragcdo de Helsinki de 1975, revisada em 2013. O protocolo do estudo foi
registrado no ClinicalTrials.gov (NCT03093246).
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2.2.1 Populacéo-alvo

A populacdo foi constituida de pacientes com diagnostico de
Periodontite Agressiva Generalizada (PAgG), atualmente denominada
Periodontite Grau C (Papapanou et al., 2018), recrutados no Instituto de Ciéncia
e Tecnologia — Unesp, em S&o José dos Campos/SP. O estudo foi aprovado pelo
Comité de FEtica em Pesquisa da mesma instituicio (CAAE
66096817.3.0000.0077; ANEXO A).

2.2.2 Tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra do estudo foi baseado nos resultados
obtidos por um estudo anterior que avaliou o efeito da suplementacéo diaria de
O0mega-3 e aspirina em baixa dosagem no tratamento de periodontite crénica (El-
Sharkawy et al., 2010). Considerando 0=5% e Pp=20% (power de 80%) para
detectar uma diferenca média intergrupo de ao menos 1,2 mm na profundidade
de sondagem de bolsas maiores que 5 mm, com um desvio padrdo de 0,8 mm,
16 pacientes seriam necessarios em cada grupo. Para compensar possiveis

atricdes, foram incluidos 19 pacientes por grupo, obtendo-se um power > 80%.

2.2.3 Critérios de inclusao

Individuos maiores de 18 anos de idade; apresentar Periodontite
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Agressiva Generalizada, atualmente Periodontite Grau C (Papapanou et al.,
2018), com perda Ossea e de insercdo em pelo menos outros trés dentes
permanentes além de incisivos e primeiros molares, segundo Armitage (1999) e
American Academy of Periodontology (2015), com no minimo seis dentes com
ao menos uma bolsa periodontal > 5 mm, com sangramento a sondagem, € mais
dois dentes com ao menos uma bolsa > 7 mm, também com sangramento a
sondagem; quantidade de depositos de biofilme incompativel com a severidade
da doenca; apresentar ao menos 20 dentes; apresentar boa saude sistémica;
concordar em participar do estudo e assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) para a participacdo na pesquisa, apos a explicacdo dos riscos
e beneficios (Conselho Nacional de Salde - Resolucdo 466/2012 e Cddigo de
Etica Odontoldgica CFO-42/2003).

2.2.4 Critérios de nao-inclusao

Pacientes com problemas sistémicos (alteracbes cardiovasculares,
discrasias sanguineas, imunodeficiéncia - ASA HI/IV/V - Mupparu, Singer,
2018) que contraindiquem o procedimento periodontal; historico de gastrite ou
Ulceras no trato gastrointestinal; ter passado por tratamento periodontal nos
ultimos 12 meses; ter feito uso de antibidticos e anti-inflamatdrios nos Gltimos
seis meses; fumar mais do que 10 cigarros por dia; estar em periodo de gestacao
ou lactante; fazer uso cronico de medicacdes que podem alterar a resposta dos
tecidos periodontais; ter indicacdo de profilaxia antibiotica para procedimentos
odontoldgicos; historico de alergia ao acido acetilsalicilico e a frutos do mar;

suplementacdo de 6mega-3 previamente ao estudo.
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2.2.5 Critérios de saida

Pacientes que, por qualquer motivo, fizerem uso de antibidticos e/ou
anti-inflamatérios durante o periodo do estudo ou que voluntariamente

decidirem abandonar a pesquisa.

2.2.6 Delineamento do estudo

Estudo do tipo clinico, controlado, randomizado, prospectivo, duplo-

cego, de superioridade com acompanhamento de 6 meses.

2.2.7 Terapia inicial

Todos os pacientes foram submetidos a uma terapia inicial que consistiu
na realizacdo da adequacdo do meio bucal. Primeiramente, o0s pacientes
receberam informacdes sobre o seu estado periodontal. Em seguida, foi realizada
instrucdo de higiene oral, raspagem de calculo supragengival, profilaxia e
polimento coronério. A seguir, todos os dentes condenados foram extraidos e 0s
que necessitam de tratamento endodontico foram submetidos & primeira fase.
Cavidades abertas foram escariadas e seladas com restauracdo proviséria de
cimento de iondmero de vidro e excessos de material restaurador foram

removidos.



2.2.8 Sequéncia de randomizacao, ocultamento e cegamento

A randomizacdo foi feita da seguinte forma: uma pessoa externa ao
estudo gerou uma sequéncia aleatéria em computador para definir a ordem de
realizacdo dos tratamentos (teste/controle) de acordo com o nimero de pacientes
que comporiam a amostra. Essa sequéncia foi seguida a medida que 0s
debridamentos foram executados. Os pesquisadores responsaveis pelo
recrutamento (MS), tratamento (CA) e afericdo dos parametros clinicos (NA)

eram distintos, caracterizando o cegamento do estudo.

2.2.9 Tratamento

Os pacientes foram submetidos a debridamento periodontal ultrassonico
de boca toda em estagio Unico (Wennstrom et al., 2005). Para tal, em uma unica
sessdo sem tempo pré-definido, os pacientes foram anestesiados e receberam
debridamento periodontal com equipamento de ultrassom (Cavitron — Dentsply,
EUA) através de pontas especificas para raspagem subgengival (UI25KSF10S,
Hu-Friedy, EUA). Todos os sitios apresentando bolsa periodontal foram
instrumentados nesta sessdo, a qual foi realizada por um Unico operador (CA)
treinado, cego para a alocacdo dos pacientes e diferente do avaliador (NA). Caso
houvesse alguma intercorréncia que impedisse o debridamento de toda a boca, o
procedimento deveria ser retomado no prazo maximo de 24 horas.

Imediatamente apds o debridamento periodontal, os pacientes receberam

os frascos de comprimidos, conforme a randomizacéo:
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a) grupo teste (n=19): debridamento periodontal + 900 mg de AGP Q-3
e 100 mg de AAS por 180 dias;

b) grupo controle (n=19): debridamento periodontal + placebo.

A dose diéria de 900 mg de AGP Q-3 se constituiu de 540 mg de &cido
eicosapentaenoico (EPA) e 360 mg de acido docosahexaendico (DHA),
provenientes de 3g de 6leo de peixe (Omega-3 1000 mg, Catarinense Pharma,
Brasil).

2.2.10 Medidas clinicas

Todas as medidas clinicas foram realizadas por um Unico pesquisador
(NA) previamente calibrado para as medidas e cego em relacdo ao tratamento
adjunto recebido pelos pacientes. O examinador foi calibrado através da
mensuracdo da profundidade de sondagem e nivel clinico de inser¢do de 10
pacientes duas vezes em um intervalo de 24 horas. Em seguida, as medidas
foram submetidas ao teste de correlagdo intraclasse e o examinador foi julgado
calibrado por ter alcangado uma concordancia de 92% entre as medidas.

As avaliagdes foram realizadas previamente ao tratamento (baseline),
trés e seis meses apds. Os seguintes parametros foram avaliados: 1. indice de
placa (IP) (Ainamo, Bay, 1976); 2. sangramento a sondagem (SS); 3.
profundidade de sondagem (PS), medida do fundo da bolsa até a margem
gengival; 4. nivel de inser¢édo clinica (NIC), medida do fundo da bolsa até a
juncdo cemento-esmalte; 5. recesséo gengival (RG), medida da juncdo cemento-
esmalte até a margem gengival. Todas as medidas foram efetuadas com sonda
periodontal Carolina do Norte (UNC - Hu-Friedy, EUA).
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Para cada grupo, foram realizadas analises com os dados clinicos de
boca toda e, posteriormente, as bolsas foram estratificadas em moderadas (PS =
5-6 mm) e profundas (PS > 7 mm). Adicionalmente, 0 nUmero de pacientes que
atingiram o endpoint do tratamento (até 4 bolsas com PS > 5Smm), segundo Feres
et al. (2012), foi calculado, bem como o nimero e a porcentagem de bolsas

residuais com PS > Smm e sangramento.

2.2.11 Analise imunoldgica

Para analise das possiveis mudancas imunoldgicas produzidas pelos
tratamentos, foram coletadas amostras de fluido crevicular gengival (GCF) de
trés sitios com bolsas moderadas e trés sitios com bolsas profundas,
provenientes de 30 pacientes (15 de cada grupo). As coletas foram realizadas no
baseline, 3 e 6 meses apds o tratamento. Para tal, os sitios de interesse eram
isolados com roletes de algodao esteril, seguido de cuidadosa remoc¢do do
biofilme supragengival com o auxilio de uma cureta periodontal. Apds, um
cone de papel estéril era inserido na bolsa e mantido por 30 s (Hartoch et al.,
1999). As amostras eram armazenadas em microtubos estéreis de acordo com o
estrato (bolsa moderada ou profunda) contendo 300ul de solucdo salina de
fosfato (PBS) e armazenadas em freezer -20°C até o ensaio multiplex. O nivel
das seguintes citocinas foi mensurado no GCF: interleucinas (IL)-10, -1, -6,
proteina inflamatdria de macrofago (MIP)-1a, fator de necrose tumoral (TNF)-a,
inibidores teciduais de metaloproteinase (TIMP)-1, -2, assim como
metaloproteinases da matriz (MMP)-2 e -9. Foi utilizado o 10-plex kit de alta
sensibilidade (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) de acordo com a

instrucdo do fabricante. As amostras foram analisadas pela plataforma MAGpix
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(MiraiBio, Alameda, CA, EUA e as concentracGes de cada citocina (pg/ml)
foram calculadas utilizando uma curva padrdo de 5 pardmetros, no programa

Xponet (Millipore Corporation).

2.2.12 Andlise estatistica

Média e desvio-padrdo foram calculados para cada parametro. A
distribuicdo normal foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
demograficos foram analisados pelo Teste-t para varidveis independentes. O
teste qui-quadrado foi empregado na analise do género e do nimero de pacientes
que atingiram o endpoint do tratamento. As diferencas entre as variaveis de boca
toda, assim como as concentracOes das citocinas, foram analisadas utilizando um
Modelo de Equacbes Estimadas Generalizadas e as reducdes foram avaliadas
por Modelos Lineares Generalizados, ajustados para baseline quando indicado.
O teste post-hoc aplicado para cada comparacdo por pares foi Bonferroni. As
analises de correlacdo entre os dados clinicos e as citocinas foram realizadas
pelo coeficiente de Pearson (dados com distribuicdo normal) ou pelo coeficiente
de Spearman. A andlise estatistica foi realizada adotando-se nivel de

significancia de 5%, utilizando os programas IBM SPSS e RStudio.

2.3 RESULTADOS

Foram realizados 39 tratamentos no periodo de ago/l17 a jul/2019.

Devido a perda de 1 paciente do grupo controle antes que o acompanhamento de
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3 meses pudesse ser realizado, a analise estatistica foi composta por dados de 38

pacientes, conforme demonstra o fluxograma do estudo (Figura 2).

Figura 2 - Fluxograma do estudo

Eligibilidade avaliada (n=80)

[ Recrutamento ]

Excluidos (n=42)
« Critérios de inclusdo (n=35)
« Recusaram participar (n=6)
« Outras razdes (n=1)

A 4

Randomizados (n=39)

!

: [ Alocacdo ] v
Groupo Teste (n=19) Grupo Controle (n=20)
Receberam DPU+Q-3 e AAS Receberam DPU+Placebo
Receberam a intervencédo alocada (n=19) Receberam a intervencdo alocada (n=20)
N&o receberam a intervencédo alocada (n=0) Nédo receberam a intervencdo alocada (n=0)
Y [Acompanhamento ] v
Perda de acompanhamento de 3 meses (n=0) Perda de acompanhamento de 3 meses (n=1)
Perda de acompanhamento de 6 meses (n=2) Perda de acompanhamento de 6 meses (n=3)
Intervencdo discontinuada (n=0) Intervencdo discontinuada (n=1)
[ Anilise ]
= J
Analisados (n=19) Analisados (n=19)
Excluidos da analise (n=0) Excluidos da analise (n=1)

Fonte: Elaborado pelo autor.



2.3.1 Dados clinicos e demograficos

Os dados iniciais dos participantes do estudo estdo representados na
Tabela 1. Nao foram encontradas diferencas estatisticamente significantes entre
0s grupos em relacdo aos parametros clinicos iniciais de PS, NIC, SS e IP, bem

como a idade, numero de dentes e distribuicdo de homens e mulheres.

Tabela 1 - Dados clinicos e demogréaficos dos grupos no baseline (n=38)

Parametros Teste (n=19) Controle (n=19) p value
Idade (anos) 32,84 £ 5,47 30,42 £ 5,79 0,19F
Género (m/f) 12/7 14/5 0,728
Numero de dentes 25,53 £2,41 25,95 + 3,12 0,647
PS (mm) 3,74 £ 0,15 3,88 + 0,15 1*
NIC (mm) 4,01+0,21 3,94 + 0,17 1*
SS (%) 44,58 + 3,72 54,11 + 4,97 1*
IP (%) 26,3 + 3,89 26,5 + 3,17 1*

Legenda: m, masculino; f, feminino. PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de insercéo clinica;
SS, sangramento a sondagem; IP, indice de placa. p < 0,05. p value, {Teste-t para variaveis
independentes. §x2. *ajustado pela correcdo de Bonferroni.

Fonte: Elaborado pelo autor.

As médias dos parametros clinicos de boca toda durante os periodos de
acompanhamento estdo descritas na Tabela 2. Passados 3 meses do tratamento,
foi observado que ambos os grupos obtiveram diminuicdo estatisticamente

significante (p<0,05) nos pardmetros de PS (mm), NIC (mm) e SS (%), sem
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diferengas intergrupo, bem como ganho no NIC (mm). Ademais, nota-se a
manutencdo dos resultados aos 6 meses de acompanhamento. Os dois grupos
apresentaram diminuicdo no acumulo de biofilme (IP %) ao longo dos
acompanhamentos, sem diferencas entre os tempos e grupos (p>0,05). Porém,
destaca-se que no baseline esse parametro jA se encontrava em niveis

relativamente baixos, compativeis com salde periodontal.

Tabela 2 - Média * dp dos parametros clinicos de boca toda (n=38)

Parametro Periodo Teste (n=19) Controle (n=19) pvalue
Baseline 3,74 +£0,15 Aa 3,88 + 0,15 Aa 1*
PS (mm) 3 meses 3,26 + 0,13 Ab 3,38+ 0,14 Ab 1*
6 meses 3,25+0,13 Ab 3,37 £ 0,14 Ab 1*

PS (A) 0,49 +0,09 A 0,51+0,09 A 0,947
Baseline 4,01 +£0,21 Aa 3,94 +0,17 Aa 1*
NIC (mm) 3 meses 3,65 +0,21 Ab 3,58 +0,17 Ab 1*
6 meses 3,64 +0,2 Ab 3,59+0,17 Ab 1*

NIC (A) 0,38 £0,07 A 0,43+0,07 A 0,587
Baseline 4458 + 3,72 Aa 54,11 +4,97 Aa 1*
SS (%) 3 meses 27,41 +235Ab 33,27+3,72 Ab 1*
6 meses 26,17 +2,18 Ab 31,77 3,58 Ab 1*

SS (A) 22,85+ 256 A 21,97 256 A 0,81%
Baseline 26,3 + 3,89 Aa 26,5+ 3,17 Aa 1*
IP (%) 3 meses 2414 + 427 Aa 24,32 £ 3,72 Aa 1*
6 meses 21,83+ 3,77 Aa 22 +3,01 Aa 1*

Legenda: PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de inser¢do clinica; SS, sangramento a
sondagem; IP, indice de placa. Diferencas estatisticamente significantes entre tempos e grupos foram
analisadas através de Equagdes de Estimativas Generalizadas (EEG); A: Modelos Lineares
Generalizados (MLG) com ajustes para baseline. Letras diferentes (mailsculas na horizontal e
minusculas na vertical) indicam diferencas estatisticamente significantes; p < 0,05. *Ajustado pela
corre¢do de Bonferroni. TTeste-T para variaveis independentes.

Fonte: Elaborado pelo autor.



A Tabela 3 descreve a estratificacdo de bolsas moderadas (PS=5-6 mm)
e profundas (PS>7 mm) em sitios ndo localizados em éareas de furca. Foi
observada melhora estatisticamente significante (p<0,05) intragrupo em todos os
parametros avaliados aos 3 e 6 meses em relacdo ao baseline, porém sem

diferenca entre os grupos teste e controle (p>0,05).

Tabela 3 - Avaliagéo das bolsas néo localizadas em areas de furca (n=38)

Parametro Periodo Teste (n=19) Controle (n=19) p value

# bolsas Baseline 24,84 + 3,07 Aa 29,63 + 2,64 Aa 1*

moderadas 3 meses 13,88 +2,1 Ab 16,33 +2,59 Ab 1*

(PS=5-6 mm) 6 meses 12+2,18 Ab 15,52 +2,56 Ab 1*
Redugdo (A) 14,73+ 2 A 13,052 A 0,561

PS bolsas Baseline 532+0,03Aa 5,36 +£0,27 Aa 1*

moderadas 3 meses 4,17 +0,15Ab 4,10+0,17 Ab 1*

(PS=5-6 mm) 6 meses 406+015Ab 4,07+0,18 Ab 1*
Redugdo (A) 126+016 A 129+0,16 A 0,951

Baseline 553+0,09 Aa 5,42 +0,04 Aa 1*

NIC bolsas 3 meses 468+018Ab 4,31+0,2Ab 1*

moderadas 6 meses 448 +0,18 Ab 4,28 +0,21 Ab 1*
NIC (A) 1,07+0,15A 122+0,15A 0,517

# bolsas Baseline 11,26 £2,11 Aa 11,12 + 2,09 Aa 1*

orofundas 3 meses 488+1,77 Ab 4,73+1,42 Ab 1*

(PS>7 mm) 6 meses 496+174Ab 482+1,48 Ab 1*
- Redugao (A) 6,46 +1A 6,42+ 1A 0,977

PS bolsas Baseline 7,67+0,23 Aa 7,69+0,26 Aa 1*

profundas 3 meses 565+0,24 Ab 5,67+0,34 Ab 1*

(PS>7 mm) 6 meses 553+0,28 Ab 554 +0,35Ab 1*
- Redugdo (A) 224+038A 192+0,38A 0,567

Baseline 7,88 +0,22 Aa 7,15 0,27 Aa 1*

NIC bolsas 3 meses 6,1+0,19 Ab 5,96+0,37 Ab 1*

profundas 6 meses 5,97 +0,37 Ab 5,84 +0,38 Ab 1*
NIC (A) 1,92+034A 185+034A 0,9+

Legenda: PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de insercdo clinica. Diferencas estatisticamente
significantes entre tempos e grupos foram analisadas através de Equagbes de Estimativas
Generalizadas (EEG); A: Modelos Lineares Generalizados (MLG) com ajuste para baseline. Letras
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diferentes (mailsculas na horizontal e mindsculas na vertical) indicam diferengas estatisticamente
significantes; p < 0,05. *Ajustado pela corre¢do de Bonferroni. TTeste-T para variaveis independentes.
Fonte: Elaborado pelo autor.

Como pode ser visto na Tabela 4, foram observadas diferencas
estatisticamente significantes (p<0,05) entre os dados iniciais e 0s periodos pos-
operatdrios de 3 e 6 meses nos parametros de numero e porcentagem de bolsas
com PS>5 mm e sangramento a sondagem, sem diferengas intergrupo (p>0,05).
No entanto, somente no grupo teste houve diminuicdo significativa (p<0,05) da

média de PS (mm) desses sitios.

Tabela 4 - Bolsas residuais (PS > 5 mm ¢ sangramento a sondagem) (n=38)

Parametro Periodo Teste (n=19) Controle (n=19) p value
Baseline 46,79 +6,17 Aa  50,79+503 Aa 1*
f#sitios com 3 meges 2921+513Ab  30,15+49Ab 1*
PS2omm g eges 2805+521 Ab  3147+48Ab 1%
por paC|ente ! - ! -
Redugéo (A) 19,34 +3,32 A 19,34 +332 A 1%
Média da Baseline 5,94 +£0,09 Aa 6+0,11 Aa 1*
PS de sitios 3 meses 574 +0,1 Aa 5,78+ 0,17 Aa 1*
=5mm por 6 meses 5,65+ 0,1 Ab 58+017 Aa  1*
paciente  Redugio (A) 0,35+ 0,07 A 0,36 +0,07A 0,967
% sitios Baseline 30,64 + 4,06 Aa 32,74+33Aa 1*
com 3 meses 19,11+33Ab  19,77+3,04Ab 1*
PS>5mm 6 meses 18,39 +3,33Ab  2061+299Ab 1*

porpaciente  pequcso (A) 12,6 +215A 12,43+2,15A 0,95%

Legenda: PS, profundidade de sondagem. Diferencas estatisticamente significantes entre tempos e
grupos foram analisadas através de Equacdes de Estimativas Generalizadas (EEG); A: Modelos
Lineares Generalizados (MLG) com ajuste para baseline. Letras diferentes (maiusculas na horizontal e
minasculas na vertical) indicam diferencas estatisticamente significantes; p <0.05. *Ajustado pela
corregdo de Bonferroni. TTeste-T para varidveis independentes.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Conforme a Tabela 5, ndo houve diferencas intergrupo em relagcdo ao
nimero de pacientes que atingiram o endpoint do tratamento (< 4 sitios com PS

> 5 mm) passados 6 meses dos procedimentos.

Tabela 5 - Numero de pacientes que atingiram ou ndo o endpoint do tratamento

apos seis meses, segundo Feres et al. (2012)

Teste (n=19) Controle (n=19) p value
Considerando todos _ B
0s sitios SIM/NAO 2/17 SIM/NAO 1/18 0,54
Excluindo sitios _ B
localizados em areas SIM/NAO  4/15 SIM/NAO 4/15 1
de furca

Legenda: p value: x?; p < 0,05.
Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3.2 Analise imunoldgica

O exsudato inflamatorio (GCF) coletado separadamente de bolsas
moderadas e profundas no baseline, 3 e 6 meses apds os tratamentos de 15
pacientes de cada grupo foi submetido a um ensaio multiplex.

A anélise de bolsas moderadas (PS=4-5 mm) (Figura 3) mostrou que a
concentracdo (pg/ml) de IL-1B diminuiu estatisticamente (p<0,05) entre o inicio
e o final dos acompanhamentos, em ambos 0s grupos, sem diferenca entre 0s
mesmos (p>0,05). No grupo controle, a concentracdo (pg/ml) de IL-10 em
bolsas moderadas foi significantemente menor (p=0,027) aos 3 meses em

comparacdo ao grupo teste, porém, sem diferencas intragrupo (p>0,05). Em



relacdo ao biomarcador TIMP-2, foi observado que, em bolsas moderadas, a sua

concentracdo (pg/ml) se manteve estavel (p>0,05) ao longo dos 6 meses no

grupo teste, enquanto que no controle houve reducdo -estatisticamente

significante entre 0 e 3 e entre 0 e 6 meses (p<0,05).

Figura 3 - Concentracdo (pg/ml) de citocinas em bolsas moderadas ao longo dos

acompanhamentos (n=30)

IL-1PB - Bolsas moderadas
4 @
V+\
3
2
1
0
0 3 6

Tempo (meses)

[pg/ml]

m Teste

m Controle

MIP-1a - Bolsas moderadas

Z5
2
T 15
£
a1 m Teste
05 m Controle
0
0 3 6

Tempo (meses)

TIMP-2 - Bolsas moderadas

3

®
E— A

0 3 6

Tempo (meses)

m Teste

m Controle

IL-6 - Bolsas moderadas
2,5

[pg/ml]

m Teste

m Controle

0 3 6

Tempo (meses)

TNF-a - Bolsas moderadas

2
15
)
0,5
0

0 3 6

Tempo (meses)

[pe/ml]

m Teste

m Controle

MMP-2 - Bolsas moderadas

4
3
2
1
0
0 3 6

Tempo (meses)

[pe/ml]

m Teste

m Controle

IL-10 - Bolsas moderadas
= e

15
1

[pe/ml]

m Teste
0,5
7 m Controle
0

0 3 6

Tempo (meses)

TIMP-1 - Bolsas moderadas

m Teste

m Controle

Tempo (meses)

MMP-9 - Bolsas moderadas

6
4
2
0
0 3 6

Tempo (meses)

[pg/ml]

m Teste

m Controle

Legenda: *diferenca significante intragrupo (p<0,05); **diferenca significante intergrupo (p<0,05).
Diferencas estatisticamente significantes entre tempos e grupos foram analisadas através de Equacdes
de Estimativas Generalizadas (EEG), com ajuste para baseline quando indicado.

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quando as bolsas profundas (PS>7 mm) foram analisadas (Figura 4),

evidenciou-se que somente no grupo teste houve diminuicdo estatisticamente

significante (p<0,05) da concentracao (pg/ml) de TIMP-2 entre 0 e 6 meses, sem
diferencgas intergrupo (p>0,05).

Figura 4 - Concentracdo (pg/ml) de citocinas em bolsas profundas ao longo dos

acompanhamentos (n=30)
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Legenda: *diferenca significante intragrupo (p<0,05); **diferenca significante intergrupo (p<0,05).
Diferencas estatisticamente significantes entre tempos e grupos foram analisadas através de Equacdes
de Estimativas Generalizadas (EEG), com ajuste para baseline quando indicado.

Fonte: Elaborado pelo autor.



2.3.3 Analises de correlacéo

As citocinas foram correlacionadas com os dados clinicos de PS (mm) e
NIC (mm) dos sitios moderados e profundos de onde as coletas foram realizadas
no baseline e aos 6 meses e com APS (mm), ANIC (mm) e a porcentagem de
bolsas que fecharam (PS<4 mm) (%RedMod; %RedProf). A seguir, somente as
andlises de correlacdo que apresentaram -0,4<r>0,4 com p<0,05 serdo descritas.

Na analise de bolsas moderadas do grupo teste no baseline, foi possivel
observar uma correlacéo positiva significante (r=+0,52; p=0,04) entre NIC e IL-
10, indicando que quanto maior a perda de insercdo clinica inicial, maior a
presenca de IL-10. Aos 6 meses, no grupo teste, foram encontradas correlacbes
negativas significantes entre ANIC e MMP-2 (r=-0,61; p=0,016) e entre ANIC e
IL-1B (r=-0,56; p=0,032), corroborando com o resultado obtido na analise
imunolodgica da IL-1B (pg/ml) desse mesmo grupo, a qual mostrou diminuicéo
significante entre 0 e 6 meses (p<0,05). Nao foram encontradas correlagdes
significantes entre dados clinicos e imunoldgicos, tanto no baseline quanto aos 6
meses, nas bolsas moderadas que ndo receberam tratamento sistémico adjuvante
(Figura 5).

Ao serem analisadas as bolsas profundas do grupo teste aos 6 meses, foi
encontrada uma correlagdo positiva significante entre ANIC ¢ MMP-2 (r=+0,55;
p=0,035), diferentemente do observado nas bolsas moderadas do mesmo grupo,
nas quais a correlacdo encontrada entre esses mesmos parametros foi negativa.
No grupo controle também houve correlagdo positiva entre ANIC e MMP-2

(r=+0,42), porém sem significancia estatistica (p=0,123) (Figura 6).
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Figura 5 - Gréficos de correlacdo entre bolsas moderadas e marcadores

inflamatdrios no baseline e aos 6 meses apos o tratamento (n=30)
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Figura 6 - Gréaficos de correlacdo entre bolsas profundas e marcadores

inflamatdrios no baseline e aos 6 meses apos o tratamento (n=30)
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2.4 DISCUSSAO

O presente estudo clinico controlado randomizado avaliou as respostas
clinica periodontal e imunoldgica frente a suplementacdo sistémica de acidos
graxos poli-insaturados de 6mega-3 (900 mg) e acido acetilsalicilico em baixa
dosagem (100 mg) por 180 dias como adjuvantes ao debridamento periodontal
ultrassonico no tratamento de periodontite agressiva generalizada. O emprego da
supracitada terapia de modulacdo falhou em promover diferencas clinicas
significantes em comparacao ao debridamento subgengival isoladamente.

Até 0 momento, ndo ha relatos de estudos que fizeram uso de AGP Q-3 e
AAS no tratamento de pacientes portadores de periodontite agressiva. Na
presente investigacdo, as duas terapias utilizadas promoveram melhora
estatisticamente significante em todos os parametros clinicos de boca toda, com
diminuicdo de SS, P, PS e ganho no NIC, diferentemente do encontrado em
estudos envolvendo modulagdo em periodontite cronica. No estudo de El-
Sharkawy et al. (2010), pacientes com periodontite crbnica tratados com
raspagem subgengival e suplementacdo didria de 900 mg de Q-3 e 81 mg de
AAS por 6 meses tiveram diminuicdo na PS e ganho no NIC significativamente
maiores que o0 grupo controle, assim como diminui¢cdo de MMP-8. Deore et al.
(2014) e Elwakeel, Hazaa (2015) obtiveram resultados semelhantes. Castro dos
Santos et al. (2020) reportaram que a utilizagdo de 900 mg de AGP Q-3 e 100
mg de AAS por 60 dias foi benéfica no tratamento periodontal de portadores de
diabetes tipo 2. Em comparacdo ao grupo placebo, os pacientes randomizados
para receber o tratamento teste apresentaram maior ganho de inser¢do em bolsas
moderadas e profundas, maior reducdo do sangramento a sondagem e
diminuicdo significantemente maior no nivel de hemoglobina glicada passados 6

meses do tratamento, além de diminuicdo de IL-6.
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Sabe-se que Porphyromonas gingivalis libera LPS a partir de vesiculas
presentes em sua membrana externa (Darveau et al., 2004), estimulando a
secrecdo de mediadores pro-inflamatérios pelos mondcitos, como TNF-a, IL-1,
COX e MMPs, sendo as MMPs o mediador de reabsorcdo 0ssea mais potente na
periodontite (Graves et al., 2008; El-Sharkawy et al., 2010). No presente estudo,
0s niveis de IL-1p de bolsas moderadas (PS = 5-6 mm) foram reduzidos
significantemente nos dois grupos experimentais, indicando que somente a
desorganizacdo do biofilme subgengival é capaz de diminuir a concentracao
dessa citocina relacionada ao aumento da expressdo de moléculas de adesédo
endotelial, quimiotaxia de celulas do sistema imune e a degradacéo de colageno
(Taylor, 2010). A concentracdo de TIMP-2 em bolsas moderadas foi constante
ao longo dos 6 meses de acompanhamento no grupo teste, enquanto que no
grupo controle essa citocina se mostrou menos presente aos 3 € aos 6 meses apos
0 tratamento mecénico, sinalizando que a presenca de AGP Q-3 e AAS pode
exercer um papel importante na manutengdo do colageno. Em bolsas profundas
(PS > 7 mm), o nivel de TIMP-2 sofreu uma reducdo aos 6 meses em
comparacdo ao baseline no grupo teste, porém, a concentracdo desse
biomarcador ndo diferiu na comparagdo intergrupo. No entanto, as
concentracbes de MMP-2 e MMP-9 ndo sofreram alteracdo apds as
intervencodes.

Foram observadas correlagdes negativas significantes entre ANIC e
MMP-2 (r=-0,61; p=0,016) e entre ANIC e IL-1p (r=-0,56; p=0,032),
corroborando com o resultado obtido na andlise imunoldgica da IL-1B desse
mesmo grupo, a qual mostrou diminuicdo significante entre 0 e 6 meses. Apesar
dessa reducéo significativa na concentracdo de IL-1B também ter ocorrido no
grupo controle, ndo foram encontradas correlagdes significantes entre dados
clinicos e imunolégicos, tanto no baseline quanto aos 6 meses, nas bolsas

moderadas que ndo receberam tratamento sistémico adjuvante.
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Ao serem analisadas as bolsas profundas do grupo teste aos 6 meses, foi
encontrada uma correlagdo positiva significante entre ANIC e MMP-2 (r=+0,55;
p=0,035), diferentemente do observado nas bolsas moderadas do mesmo grupo,
nas quais a correlacdo encontrada entre esses mesmos parametros foi negativa.
No grupo controle também houve correlacdo positiva entre ANIC e MMP-2
(r=+0,42), porém sem significancia estatistica (p=0,123), sugerindo que mesmo
tendo havido reducdo estatisticamente significante na PS e no NIC, ndo houve
modulacdo dessas citocinas de forma favoravel nos dois grupos. Os dados
anteriormente citados indicam que mesmo havendo ganho de insercédo, ainda ha
um processo ativo de doenca nos sitios profundos desses pacientes, apontando
para um alto risco de perda adicional de insercdo (Renvert, Persson 2002;
Matuliene et al., 2008) e necessidade de tratamentos complementares (Del
Peloso Ribeiro et al., 2008; Ribeiro Edel et al., 2009).

Os dados da presente investigacdo apontam que o0s participantes
apresentaram ao redor de 30 bolsas residuais, APS = 0,5 mm e ANIC = 0,4 mm,
resultados notadamente inferiores ao atingido por estudos que utilizaram
antibioticoterapia adjuvante ao tratamento de periodontite agressiva
generalizada versus placebo. Uma revisdo sistematica (Zandbergen et al., 2013)
revelou que o emprego de amoxicilina e metronidazol promove, em média, APS
= 1,41 mm e ANIC = 0,94 mm, além de APS = 3,72 mm e ANIC = 2,66 mm em
bolsas profundas. Em comparacdo, os dados referentes a bolsas profundas do
presente estudo foram APS = 2,24 mm e ANIC = 1,92 mm.

A discordancia entre os resultados da suplementagao de AGP Q-3 e AAS
no tratamento ndo-cirdrgico de periodontite cronica e os resultados da presente
investigacdo pode estar relacionada a algumas caracteristicas peculiares do
sistema imunoldégico de pacientes acometidos por periodontite agressiva. A
literatura sugere que muitos pacientes com PAg apresentam neutrofilos cujas

atividades quimiotaticas e fagociticas se mostram prejudicadas frente a um
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desafio bacteriano intenso (Ryder, 2010), como resultado de uma alteracdo
genética herdada pelo hospedeiro. Alternativamente, foi sugerido que a resposta
diminuida dos neutrofilos é uma caracteristica adquirida em decorréncia da
exposicdo frequente aos mediadores inflamatérios e produtos microbianos, a
qual também ird suscitar a liberacdo de enzimas que aceleram a destruicdo
periodontal (Armitage et al., 2010; Ford et al., 2010). Podzimek et al. (2015)
reportaram que pacientes com PAg apresentam maiores niveis de PCR (proteina
C-reativa) em comparacdo a PC ou gengivite, e que ha uma correlacdo entre
niveis aumentados de PCR e a severidade da periodontite. Portanto, infere-se
que a resposta inflamatoria desses pacientes pode ser dificil de ser modulada,
uma vez que € intensamente influenciada tanto por fatores genéticos (Vieira,
Albandar, 2014; Taiete et al., 2019) quanto adquiridos.

Outro fato que pode ter influenciado os resultados € quantidade de AGP
Q-6 ingerido pelos pacientes. Estudos demonstram que a proporgéo correta entre
o consumo de AGP Q-6 e AGP Q-3 é importante para o controle e tratamento de
doencas crdnicas, uma vez que ambos exercem acdes opostas, sendo AGP Q-6
pertencente a familia do &cido araquidénico (Simopoulos 2002, 2008). Na
atualidade, a composicéo da dieta tem sido caracterizada por uma maior ingestéo
de AGP Q-6 em comparagdo a ingesta de AGP Q-3 (Kris-Etherton et al., 2000).
Tendo-se em mente que os participantes do presente estudo possuem ao redor de
30 anos e que 0s pacientes portadores de periodontite cronica normalmente
possuem uma média de idade consideravelmente maior, especula-se que a
composicdo da alimentacdo dos pacientes mais jovens seja de pior qualidade,
rico em produtos com alta taxa de AGP Q-6, como carne, 6leos vegetais,
produtos industrializados fabricados com gordura vegetal, em detrimento da
diminui¢do do consumo de alimentos ricos em AGP Q-3, como salmao,

sardinha e atum (Calder, 2008).
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Algumas limitacOes do presente estudo devem ser destacadas. A
primeira delas ¢ a dificil compara¢do com dados de investigacdes prévias, uma
vez que os protocolos de AGP Q-3 e AAS empregados sao diversos e que nao
foram incluidos pacientes portadores de periodontite agressiva. Outro ponto a se
considerar € a auséncia de avaliacdo microbioldgica, a qual poderia auxiliar e
complementar a compreensao dos resultados obtidos. Novos estudos com outros
delineamentos e maior tamanho da amostra se fazem necessarios para confirmar

ou refutar os resultados aqui apresentados.

2.5 CONCLUSAO

Dentro dos limites do estudo, conclui-se que a suplementacgéo sistémica
de &cidos graxos poli-insaturados de dmega-3 (900 mg) e acido acetilsalicilico
em baixa dosagem (100 mg) por 180 dias como adjuvantes ao debridamento
periodontal ultrassénico de boca toda em sesséo Unica ndo promoveu beneficios

clinicos e imunologicos no tratamento de periodontite agressiva generalizada.
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3 EFEITO DA TERAPIA DE MODULACAO DO HOSPEDEIRO POR
MEIO DA SUPLEMENTACAO DIARIA DE ACIDOS GRAXOS POLI-
INSATURADOS DE OMEGA-3 E ASPIRINA NA FASE CIRURGICA DO
TRATAMENTO DE PERIODONTITE AGRESSIVA GENERALIZADA:

estudo clinico controlado randomizado

3.1 PROPOSICAO

Avaliar o efeito clinico e imunoldgico da suplementacdo diaria de 900
mg de acidos graxos poli-insaturados de O0mega-3 e de 100 mg de acido
acetilsalicilico por um periodo de 180 dias como adjuvantes a terapia cirdrgica
de bolsas residuais de pacientes portadores de periodontite agressiva

generalizada.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Populacéo-alvo

A populacéo foi constituida de pacientes com diagndéstico de periodontite
agressiva generalizada (PAgG), atualmente Periodontite grau C (Papapanou et
al., 2018), recrutados no Instituto de Ciéncia e Tecnologia — Unesp, em S&o José
dos Campos/SP, que foram submetidos previamente a terapia periodontal basica

e possuem bolsas residuais com profundidade de sondagem > Smm e



sangramento. O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
mesma instituicdo (ANEXO B).

3.2.2 Tamanho da amostra

O célculo do tamanho da amostra do estudo foi realizado pelo Sealed
Envelope™. Considerando 0=5% e B=5% (power de 95%) para detectar uma
diferenca intergrupo de ao menos 1 mm no nivel de insercédo clinica, com um
desvio padrdo de 0,8 mm, 34 pacientes seriam necessarios, sendo 17 pacientes

em cada grupo.

3.2.3 Critérios de inclusdo

Individuos maiores de 18 anos de idade; diagnostico prévio de
periodontite agressiva generalizada (Armitage, 1999; American Academy of
Periodontology, 2015), atualmente denominada Periodontite grau C (Papapanou
et al., 2018); ter sido submetido a uma primeira abordagem de tratamento
periodontal (debridamento ultrassonico de boca toda); apresentar ao menos uma
bolsa periodontal residual com profundidade de sondagem >5 mm e
sangramento ndo localizada em regido de furca; apresentar boa saude sistémica;
concordar em participar do estudo e assinar o termo de consentimento livre e
esclarecido (TCLE) para a participacdo na pesquisa, apés a explicacdo dos riscos
e beneficios (Conselho Nacional de Salde - Resolucdo 466/2012 e Cddigo de
Etica Odontoldgica CFO-42/2003).



3.2.4 Critérios de nao-inclusao

Pacientes com problemas sistémicos (alteracGes cardiovasculares,
discrasias sanguineas, imunodeficiéncia - ASA [1I/IV/V - Mupparu, Singer,
2018) que contraindiquem o procedimento periodontal; histérico de gastrite ou
Ulceras no trato gastrointestinal; ter passado por tratamento periodontal nos
ultimos 12 meses; ter feito uso de antibioticos e anti-inflamatdrios nos Gltimos
seis meses; fumar mais do que 10 cigarros por dia; estar em periodo de gestacao
ou lactante; fazer uso cronico de medicacdes que podem alterar a resposta dos
tecidos periodontais; ter indicacdo de profilaxia antibiotica para procedimentos
odontoldgicos; historico de alergia ao acido acetilsalicilico e a frutos do mar;

uso continuo de 6mega-3 previamente ao estudo.

3.2.5 Critérios de saida

Pacientes que, por qualquer motivo, fizessem uso de drogas antibidticas
e/ou anti-inflamatérias durante o periodo do estudo ou que voluntariamente

decidissem abandonar a pesquisa.

3.2.6 Delineamento do estudo

Estudo do tipo clinico, controlado, randomizado, prospectivo, duplo-

cego, de superioridade com acompanhamento de 6 meses.
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3.2.7 Terapia inicial

Todos os pacientes foram submetidos a uma abordagem ndo-cirdrgica
para o tratamento de periodontite agressiva, constituida por instrucdo de higiene
oral (IHO), profilaxia, adequacdo do meio bucal, raspagem supragengival e
debridamento ultrassénico subgengival de boca toda em sessao Unica, bem como
receberam informacdes sobre o seu estado periodontal. Apos o debridamento
periodontal, os pacientes foram submetidos a sessdes de controle de placa e IHO

a fim de se alcancar e manter um indice de placa <20%.

3.2.8 Selecéo dos sitios com bolsa residual

Apos a reavaliacdo periodontal, uma bolsa residual com sangramento e
profundidade de sondagem >5 mm ndo localizada em regido de furca foi

selecionada, atraves de sorteio, para receber um dos seguintes tratamentos:

a) grupo teste (n=17): acesso cirurgico para raspagem e alisamento
radicular + suplementacéo diéria de 900 mg de AGP Q-3 e 100 mg de
AAS por 180 dias;

b) grupo controle (n=17): acesso cirdrgico para raspagem e alisamento

radicular + placebo.

A dose de 900 mg de AGP Q-3 se constituiu de 540 mg de acido
eicosapentaenoico (EPA) e 360 mg de acido docosahexaenoico (DHA),

provenientes de 3 g de 6leo de peixe (Omega-3 1000 mg, Catarinense Pharma,
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Brasil).

3.2.9 Sequéncia de randomizacéao, ocultamento e cegamento

A randomizacdo foi feita da seguinte forma: uma pessoa externa ao
estudo gerou uma sequéncia aleatéria em computador para definir a ordem de
realizacdo dos tratamentos (teste/controle) de acordo com o nimero de pacientes
que comporiam a amostra. Essa sequéncia foi seguida a medida que as cirurgias
foram executadas. Os pesquisadores responsaveis pelo recrutamento (MS),
tratamento (CA) e afericdo dos parédmetros clinicos (NA) eram distintos,

caracterizando o cegamento do estudo.

3.2.10 Tratamento

Uma hora antes da terapia cirdrgica, os pacientes recebiam uma dose
Unica de dexametasona 4 mg. O tratamento cirdrgico foi realizado por um dnico

operador (CA), obedecendo a seguinte sequéncia (Figura 7):

1) foi fornecido 10 mL de solucdo a base de digluconato de clorexidina
0,12% (Periogard®, Colgate Palmolive Ltda — Osasco/SP) para ser
bochechado pelo paciente por 1 minuto para desinfeccéo intraoral;

2) antissepsia da regido perioral era realizada com gaze estéril embebida
em solucéo de digluconato de clorexidina 0,2%;

3) 0 paciente recebia anestesia local injetavel com mepivacaina 2% com



epinefrina 1:100.000 (Mepivacaina®, DFL — Rio de Janeiro/RJ)
através de técnica infiltrativa ou bloqueio;

4)0 acesso cirargico foi realizado pela técnica de cirurgia a retalho
modificado de Kirkland (Kirkland, 1931). Com uma lamina 15c,
incisdes intrassulculares eram feitas até o fundo da bolsa/sulco nas
faces vestibular, lingual e nas areas interproximais. As incisdes se
estendiam nas direcdes mesial e distal do dente afetado. O tecido
gengival era descolado do tecido ésseo para possibilitar a exposicdo
da superficie radicular, a qual era cuidadosamente raspada e aplainada
com curetas periodontais apds a remocao de todo tecido de granulacéo
e utilizacdo de aparelho ultrassom (Cavitron — Dentsply EUA). Apos
copiosa irrigacdo com solucdo salina, o retalho era reposicionado e
mantido por suturas interproximais com fio de seda Ethicon® 4-0

(Ethicon Johnsons do Brasil SA, Sdo José dos Campos/SP).

As embalagens dos produtos eram entregues apds o término do

procedimento de acordo com a terapia indicada na randomizacao.

3.2.11 Pos-operatorio

Os pacientes recebiam as seguintes recomendacdes pos-operatérias: ndo
ingerir bebidas alcoolicas; ndo mexer na ferida cirdrgica; ndo escovar e nao
utilizar o fio dental na regido por 7 dias; ingerir somente alimentos liquidos ou
pastosos frios ou gelados (sorvete, iogurte, sucos e gelatina) nas primeiras 24 h;
fazer bochecho com digluconato de clorexidina 0,12% (Periogard®) de 12 em

12 horas por 14 dias. Foi prescrito dipirona sédica 500 mg a cada 6 h em caso de
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dor, ou caso o paciente reportasse alergia a dipirona, paracetamol 500 mg na

mesma posologia. As suturas eram removidas 7 dias apds a cirurgia

Figura 7 - Sequéncia do procedimento cirargico do sitio 43 mesial

Legenda: A) sondagem inicial (5mm); B) incisGes intrassulculares se estendendo para mesial e distal,
C) retalho rebatido; D) superficies radiculares descontaminadas; E) retalho reposicionado e suturado;
F) p6s-operatdrio de 7 dias com remocéo da sutura; G) sondagem de 3 meses (3mm); H) sondagem de
6 meses (3mm).

Fonte: elaborado pelo autor.

3.2.12 Medidas clinicas

Todas as medidas clinicas foram realizadas por um unico pesquisador
(NA) previamente calibrado e cego em relacdo ao tratamento recebido pelos
pacientes. A calibracdo do examinador foi feita da seguinte forma: o examinador
mediu a PS e o NIC de 10 pacientes duas vezes em um intervalo de 24 h. Em
seguida, as medidas foram submetidas ao teste de correlagdo intraclasse e o
examinador foi julgado calibrado por ter atingido concordancia de 95% nas
medidas.

As avaliagcOes foram realizadas previamente ao tratamento (baseline), 3 e



6 apos a terapia. Os seguintes parametros foram avaliados: 1. placa (P), presenca
(1) ou auséncia (0) de biofilme no sitio de interesse; 2. sangramento a sondagem
(SS), presenca (1) ou auséncia (0) de sangramento apds a sondagem do sitio de
interesse; 3. profundidade de sondagem (PS), medida do fundo da bolsa até a
margem gengival; 4. recessdo gengival (RG), medida da margem gengival até a
juncéo cemento-esmalte; 5. nivel de insercdo clinica (NIC), medida do fundo da
bolsa até a juncdo cemento-esmalte. Todas as medidas foram realizadas com

sonda periodontal Carolina do Norte (UNC - Hu-Friedy).

3.2.13 Analise imunoldgica

Para analise das possiveis mudangas imunologicas produzidas pelos
tratamentos, foram coletadas amostras de fluido crevicular gengival (GCF) dos
sitios cirurgicos de 30 pacientes (15 de cada grupo). As coletas foram realizadas
no baseline, 3 e 6 meses ap0s o tratamento. Para tal, os sitios de interesse eram
isolados com roletes de algodao esteril, seguido de cuidadosa remoc¢édo do
biofilme supragengival com o auxilio de uma cureta periodontal. Apos, um
cone de papel estéril era inserido na bolsa e mantido por 30 s (Hartoch et al.,
1999). As amostras eram armazenadas em microtubos estéreis contendo 300l
de solucdo salina de fosfato (PBS) e armazenadas em freezer -20°C até o ensaio
multiplex. O nivel das seguintes citocinas foi mensurado no GCF: interleucinas
(IL)-10, -1B, -6, proteina inflamatdria de macrofago (MIP)-1a, fator de necrose
tumoral (TNF)-a, inibidores teciduais de metaloproteinase (TIMP)-1, -2, assim
como metaloproteinases da matriz (MMP)-2 e -9. Foi utilizado o 10-plex kit de
alta sensibilidade (Millipore Corporation, Billerica, MA, USA) de acordo com a

instrucdo do fabricante. As amostras foram analisadas pela plataforma MAGpix
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(MiraiBio, Alameda, CA, EUA e as concentragdes de cada citocina (pg/ml)
foram calculadas utilizando uma curva padrdo de 5 parametros, no programa

Xponet (Millipore Corporation).

3.2.14 Avaliagéo radiografica

Radiografias periapicais foram realizadas pela técnica do paralelismo no
baseline e aos 6 meses ap0s o procedimento cirdrgico para mensuracdo de
possivel ganho 6sseo vertical. As medidas foram realizadas com uma sonda
milimetrada Carolina do Norte comparando-se a propor¢ao entre o tamanho do
guia metélico (de tamanho padronizado em 5 mm de comprimento) e a medida
entre a porcdo mais apical da crista 0ssea e a juncdo cemento-esmalte estimada

do elemento dentéario na regido de interesse (Figura 8).

3.2.15 Avaliagdes centradas no paciente

Os seguintes parametros centrados nos pacientes foram coletados e

avaliados:

a) desconforto pos-operatério: ao final da primeira semana ap0s a terapia
cirurgica (7 dias), os pacientes eram indagados acerca de ocorréncia
de desconforto e dor pds-operatoria e solicitados a marcar em uma
escala analoga visual (VAS) sua percepcdo do sintoma (0-10);

b) quantidade de analgeésicos ingeridos: os pacientes eram indagados a



respeito do nimero de analgésicos ingeridos durante os 7 dias de pés-
operatorio da terapia periodontal;

c) hipersensibilidade dentinaria (Figura 9): os individuos foram
submetidos a uma rajada de ar frio (19°C), durante 5 segundos, sobre
a regido radicular do sitio de interesse e solicitados a marcar em uma
escala (VAS) a intensidade do sintoma (0-10). Essa avaliacdo foi
realizada no baseline, 3 e 6 meses apos a terapia periodontal;

d)avaliacdo estética (Figura 10): era solicitado que 0s pacientes
marcassem em uma escala (VAS) a sua percepcdo a respeito da
estética (0-10) do sitio incluido no estudo no baseline e 6 meses ap6s

a cirurgia.

Figura 8 - Analise das radiografias periapicais

Baseline 6 meses

Fonte: Elaborado pelo autor.
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Figura 9 - Escala visual de hipersensibilidade dentinéaria

Escala de hipersensibilidade dentinaria

0 5 10

Nenhuma Insuportavel

Fonte: Elaborado pelo autor.

Figura 10 - Escala visual de percepcao estética

Escala de estética

0 5 10

Muito feio Muito bonito

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.2.16 Analise estatistica

Média e desvio-padrdo foram calculados para cada parametro. A
distribuicdo normal foi analisada pelo teste de Shapiro-Wilk. Os dados
demograficos foram analisados pelo Teste-t para variaveis independentes. O

teste qui-quadrado foi empregado na analise do género dos pacientes. As



diferengas entre P, SS, PS e NIC dos sitios de interesse, assim como 0s
pardmetros centrados nos pacientes e as concentragdes das citocinas, foram
analisadas utilizando um Modelo de EquacgOes Estimadas Generalizadas e as
reducdes foram avaliadas por Modelos Lineares Generalizados, ajustados para
baseline quando indicado. O teste post-hoc aplicado para cada comparagao por
pares foi Bonferroni. As analises de correlagdo entre os dados clinicos e as
citocinas foram realizadas pelo coeficiente de Pearson (dados com distribuicédo
normal) ou pelo coeficiente de Spearman. A anéalise estatistica foi realizada
adotando-se nivel de significancia de 5%, utilizando os programas IBM SPSS e
RStudio.

3.3 RESULTADOS

3.3.1 Dados clinicos e demograficos

Foram realizados 34 procedimentos cirdrgicos no periodo entre set/2017
e maio/2019. O fluxograma do presente estudo pode ser visto na Figura 11.

Os dados iniciais dos participantes e dos sitios incluidos no estudo estédo
representados na Tabela 6. Ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes entre 0s grupos em relagdo aos parametros clinicos iniciais de PS,

NIC, SS e IP, bem como a idade e distribuicdo de homens e mulheres.
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Figura 11 - Fluxograma do estudo
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Tabela 6 - Parametros demograficos e dos sitios no baseline (n=34)

Parametro Teste (n=17) Controle (n=17) p value
Idade (anos) 34,17 £49 33,06 £5,13 0,867+
Género (m/f) 4/13 4/13 18

PS (mm) 517+0,2 514 +0,14 1*
RG (mm) 0,33+£0,19 0,15+0,11 1*
NIC (mm) 550,25 5,29+ 0,16 1*
SS (%) 100 100 18
P (%) 0 0 18

Legenda: m, masculino; f, feminino; PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de insercéo clinica;
SS, sangramento a sondagem; P, Placa: 0 - auséncia e 1 - presenca. p < 0,05. Teste-t para variaveis
independentes; §x2. *Ajustado pela correcdo de Bonferroni.

A analise dos sitios incluidos no estudo revelou que ambos os
tratamentos promoveram diminuicdo estatisticamente significante (p<0,05) na
PS (mm) aos 3 e 6 meses pds-operatorio, bem como reducédo significante da
mesma apds o término dos acompanhamentos, sem diferencas intergrupo
(p>0,05). Porém, somente houve ganho significante no NIC (mm) passados 6
meses quando a suplementagdo sistémica com AGP Q-3 e AAS foi utilizada
(p=0,02). Ademais, o grupo teste também apresentou menor aumento da RG
(mm) ao final do estudo (p=0,03), quando comparado ao grupo controle. Os
pacientes do grupo teste tiveram reducdo significante do SS (%) ja aos 3 meses,
com diferenca intergrupo (p=0,03), fato que somente ocorreu no grupo controle
passados 6 meses. Nos dois grupos experimentais ocorreu um aumento
significante no acumulo de P (%) ap6s 3 e 6 meses (p<0,05), porém, sem

diferencas entre os tratamentos (p>0,05) (Tabela 7).
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Tabela 7 - Média x dp dos parametros clinicos dos sitios (n=34)

56

Parametro Periodo Teste (n=17) Controle (n=17) p value
Baseline 5,17 + 0,2 Aa 5,14+ 0,14 Aa 1*
3 meses 4,08 +0,21 Ab 3,76 £0,2 Ab 1*
PS (mm) 6 meses 4+015Ab  3.94+02Ab 1%
PS (A) 1,17 £ 0,17 A 1,2+0,17 A 0,857
Baseline 0,33+0,19Aa 0,15+0,11 Aa 1*
3 meses 0,56 +0,2 Ab 0,97 +£0,24 Ab 1*
RG (mm) 6 meses 064+02Ab  1,03+1,26Ab 1%
RG (A) 0,31+0,39 A 0,88+0,92B 0,037
Baseline 5,56+0,25 Aa 5,29+ 0,16 Aa 1*
3 meses 464+029Ab 4,73+0,28 Aa 1*
NIC (mm) 6 meses 464+022Ab 497 +0,25Aa 1%
Ganho NIC (A) 0,82+£0,19A 0,35+0,19 B 0,027
Baseline 100 Aa 100 Aa 18
SS (%1) 3 meses 76,47 Ab 100 Ba 0,038
6 meses 64,7 Ab 64,7 Ab 18
Baseline 0 Aa 0 Aa 18
P (%1) 3 meses 35,29 Ab 47,05 Ab 0,488
6 meses 35,29 Ab 35,29 Ab 18

Legenda: PS, profundidade de sondagem; NIC, nivel de inser¢do clinica; RG, recessdo gengival; SS,
sangramento a sondagem: O (auséncia) ou 1 (presenca); P, placa: 0 (auséncia) ou 1 (presenca).
Diferencas estatisticamente significantes entre tempos e grupos foram analisadas através de Equacdes
de Estimativas Generalizadas (EEG); A: Modelos Lineares Generalizados (MLG) com ajuste para
baseline em APS e ANIC. Letras diferentes (maitisculas na horizontal e mintsculas na vertical)
indicam diferengas estatisticamente significantes; p < 0,05. *Ajustado pela corre¢do de Bonferroni.
+Teste-T para variaveis independentes. §x2.

Fonte: Elaborado pelo autor.

Quando os parametros centrados nos pacientes foram avaliados (Tabela
8), notou-se que 0s pacientes do grupo teste reportaram reducéo estatisticamente
significante na ocorréncia de hipersensibilidade dentindria ao longo dos
acompanhamentos de 3 e 6 meses (p<0,05). Em contrapartida, aos 6 meses, 0s
relatos desse desconforto diferiram significantemente intergrupo (p=0,01), de
forma desfavoravel ao grupo controle. Quanto a percepcdo estética do sitio



operado, houve melhora significativa neste quesito tanto no grupo teste quanto
no grupo controle (p<0,05), sem diferenca significante entre os grupos (p=0,74).
Um dado digno de nota foi a menor quantidade de analgésicos ingeridos durante
0s 7 dias de pos-operatorio pelos pacientes do grupo teste em comparacdo ao

grupo controle (p=0,02).

Tabela 8 - Parametros centrados nos pacientes (n=34)

Parametro Tempo  Teste (n=17)  Controle (n=17) p value

Baseline 1,76 £051 Aa 1,05+0,51 Aa 1*
3 meses 1,41 +0,45Aa 2,88+ 0,86 Aa 1*

Hipersensibilidade 6meses 094+04Ab 205062 Aa 1*

dentinaria (A)  082+051A -1+051B  0,0Lf

Baseline 511+056 Aa 6,29+0,42Aa 0,56*

VAS estética 6 meses 6,64 +0,38 Ab 758+051Ab 0,86*

(A) 153+051A 129+051A 0,74}

Numero de 7dias  023+043A 07+131B 0,02
analgésicos

Legenda: VAS, visual analog scale (escala anéloga visual). Diferencas estatisticamente significantes
entre tempos e grupos foram analisadas através de Equagdes de Estimativas Generalizadas (EEG); A:
Modelos Lineares Generalizados (MLG). Letras diferentes (maitsculas na horizontal e minasculas na
vertical) indicam diferencas estatisticamente significantes; p<0,05. *Ajustado pela correcdo de
Bonferroni. tTeste-T para variaveis independentes. Fonte: Elaborado pelo autor.

A analise das radiografias periapicais (Tabela 9) de 32 pacientes (16 por
grupo) ndo evidenciou ganho 6sseo ao longo do estudo nem diferencas entre 0s

grupos (p>0,05).
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Tabela 9 - Analise radiografica do nivel 6sseo vertical (n=32)

Parametro Tempo Teste (n=16) Controle (n=16) p value
Baseline 33+036 Aa 4,73+x051Aa 0,14*
JCE-CO (mm) 6meses 312+037Aa 454+048Aa 0,12*
JCO-CO (A) 0,18+04 A 0,19+043A 0,677

Legenda: JCE, juncdo cemento-esmalte; CO, crista 6ssea. Diferencas estatisticamente significantes
entre tempos e grupos foram analisadas através de Equagdes de Estimativas Generalizadas (EEG); A:
Modelos Lineares Generalizados (MLG). Letras diferentes (maitsculas na horizontal e minudsculas na
vertical) indicam diferencas estatisticamente significantes; p<0,05. *Ajustado pela correcdo de
Bonferroni. tTeste-T para variaveis independentes.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.2 Analise imunoldgica

O exsudato inflamatério (GCF) coletado dos sitios submetidos ao
procedimento cirdrgico de 15 pacientes de cada grupo no baseline, 3 e 6 meses
apos os tratamentos foi submetido a um ensaio multiplex (Figura 12).

Em relacdo ao baseline, foi observado aumento significante (p<0,05) nas
concentragdes (pg/ml) de IL-10, IL-6 e TNF-o aos 6 meses no grupo teste. Ao
final do estudo, ambos 0s grupos experimentais apresentaram aumento
significativo (p<0,05) na concentracdo (pg/ml) de TIMP-1. N&o foram

encontradas diferencas intergrupo (p<0,05) na anéalise das citocinas.
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Figura 12 - Concentracao (pg/ml) de citocinas em bolsas residuais ao longo dos

acompanhamentos (n=30)
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Legenda: *diferenca significante intragrupo (p<0,05); **diferenca significante intergrupo (p<0,05).
Diferencas estatisticamente significantes entre tempos e grupos foram analisadas através de Equagoes
de Estimativas Generalizadas (EEG), com ajuste para baseline quando indicado.

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.3 Analises de correlacéo

As citocinas foram correlacionadas com os dados clinicos de PS (mm) e

NIC (mm) das bolsas residuais no baseline e aos 6 meses € com APS (mm),

ANIC (mm) e a frequéncia de fechamento das bolsas (Red) (Figura 13). A
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seguir, somente as analises de correlacdo que apresentaram -0,4<r>0,4 com

p=<0,05 serdo descritas.

Figura 13 - Graficos de correlacdo entre bolsas residuais e marcadores

inflamatdrios no baseline e aos 6 meses ap0s o tratamento (n=30)
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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Quando os dados iniciais foram analisados, ndo foram encontradas
correlacdes significantes (p<0,05) entre parametros clinicos e imunolégicos,
tanto no grupo teste quanto no grupo controle. Contudo, passados 6 meses dos
procedimentos cirurgicos, foram observadas no grupo teste correlacbes
negativas significantes (p<0,05) entre a frequéncia de fechamento das bolsas
(Red) e a concentracdo (pg/ml) de MMP-2 (r=-0,68; p=0,008), assim como entre
Red e MMP-9 (r=-0,56; p=0,045).

3.4 DISCUSSAO

No presente estudo clinico controlado randomizado o emprego adjuvante
da terapia de modulacdo do hospedeiro por meio da suplementacgéo sistémica de
acidos graxos poli-insaturados de 6mega-3 (900 mg) e acido acetilsalicilico em
baixa dosagem (100 mg) por 180 dias promoveu beneficios clinicos
significantes na terapia cirdrgica de bolsas residuais de pacientes com
periodontite agressiva generalizada.

A literatura aponta que o tratamento de pacientes que apresentam doenca
periodontal com rapida perda de insercdo se beneficia da associacdo de
antimicrobianos a terapia ndo-cirurgica (Teughels et al., 2014). Contudo, podem
persistir sitios com processo inflamatério ativo, levando o profissional a
considerar a execucdo de um procedimento adicional cirirgico com vistas a
prevenir a ocorréncia de maior perda de insercdo e eventual perda do elemento
dental. A cirurgia periodontal tem como objetivos facilitar o acesso a superficie
radicular para que possa ser realizada uma descontaminacédo profissional mais
efetiva, promovendo uma superficie mais biocompativel com a reparacao
tecidual (Graziani et al., 2018).
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Embora a presenca de bactérias patogénicas seja um fator determinante
para o estabelecimento da periodontite, sabe-se que a maior parte do dano
tecidual decorre da resposta do hospedeiro (Ebersole et al., 2013). Estudos que
utilizaram AGP Q-3 e AAS no tratamento de periodontite cronica revelaram
uma modulacdo favoravel da resposta inflamatoria dos pacientes, levando a
maior reducdo na PS, maior ganho no NIC, assim como maior reducdao de
citocinas pro-inflamatérias (EI-Sharkawy et al., 2010; Deore et al., 2014; Nagvi
et al., 2014; Elwakeel, Hazaa, 2015; Castro dos Santos et al., 2020).

Até o momento, nao ha relatos de estudos que fizeram uso de AGP Q-3 e
AAS no tratamento cirurgico de pacientes portadores de periodontite agressiva
generalizada (PAgG). A andlise das bolsas residuais incluidas no estudo revelou
que ambos os tratamentos promoveram diminuicdo estatisticamente significante
na PS aos 3 e 6 meses pos-operatorio, sem diferencas intergrupo. Porém,
somente houve ganho significante na variavel primaria do estudo (NIC) quando
a suplementagdo sistémica com AGP Q-3 e AAS foi empregada (p=0,02).
Ademais, os pacientes do grupo teste tiveram reducéo significante do SS ja no
acompanhamento de 3 meses, com diferenca intergrupo (p=0,03), fato que
somente ocorreu no grupo controle ap6s 6 meses.

Cada vez mais a literatura ratifica a importancia de serem avaliados
parametros centrados no paciente. Tais parametros sdo medidas subjetivas que
capturam as perspectivas dos pacientes em relacdo a doenca ou ao tratamento da
mesma, complementando as medidas convencionais (Hujoel, 2004). Na presente
investigacdo, os pacientes dos dois grupos reportaram um aumento do escore (0-
10) em relacdo a percepcdo estética (p intergrupo=0,74). No quesito
hipersensibilidade dentinaria, notou-se que o0s pacientes do grupo teste
reportaram reducdo estatisticamente significante na ocorréncia desse sintoma ao
longo dos acompanhamentos de 3 e 6 meses. Em contrapartida, a analise final

dos dados demonstrou uma diferenca significante intergrupo (p=0,01)
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desfavoravel ao grupo controle. Outro dado interessante encontrado foi a menor
quantidade de analgésicos ingeridos durante os 7 dias de pos-operatorio pelos
pacientes do grupo teste em comparacgao ao grupo controle (p=0,02).

Os resultados a respeito de pardmetros centrados nos pacientes citados
anteriormente podem ser explicados pela maior ocorréncia de recessdo gengival
apos a abordagem cirdrgica no grupo controle (p intergrupo=0,03), a qual pode
promover a exposicdo de tObulos dentinarios ao ambiente oral e ocasionar
hipersensibilidade dentinaria (Draenert et al., 2013), levando a uma maior
experiéncia de hipersensibilidade pos-operatoria e maior necessidade do
consumo de analgésicos.

A analise do exsudato inflamatorio (GCF) coletado dos sitios submetidos
ao procedimento cirdrgico demonstrou um aumento significante na concentragédo
de IL-10 aos 6 meses em relacdo ao baseline no grupo teste. Tal fato é
particularmente importante devido ao fato de a IL-10 desempenhar um papel
decisivo na resolucédo do processo inflamatorio (Taylor, 2010). Quando os dados
iniciais foram analisados, ndo foram encontradas correlagdes significantes entre
parametros clinicos e imunologicos, tanto no grupo teste quanto no grupo
controle. Contudo, passados 6 meses dos procedimentos cirdrgicos, foram
observadas no grupo teste correlagbes negativas significantes (p<0,05) entre a
frequéncia de fechamento das bolsas (Red) e a concentracdo de MMP-2 (r=-
0,68; p=0,008), assim como entre Red e MMP-9 (r=-0,56; p=0,045), achados
que podem ser complementados pela diminuicdo significativa na concentragéo
de TIMP-2, citocina envolvida na protecdo do tecido frente a acdo de MMPs.

Frente ao exposto, os resultados do presente estudo adicionam
informacbGes importantes para 0 manejo de pacientes acometidos por
periodontite agressiva. Porém, a comparagdo dos resultados deste estudo com a
literatura € dificultada por ndo haver relatos sobre aplicacdo de terapias

sistémicas adjuvantes ao acesso para raspagem e alisamento radicular em
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periodontite, cronica ou agressiva. Portanto, o desenvolvimento de novos
estudos com outros delineamentos e uma maior amostra se fazem necessarios

para confirmar os resultados.

3.5 CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, concluiu-se que o0 emprego
adjuvante da suplementacdo sistémica de acidos graxos poli-insaturados de
O0mega-3 (900 mg) e aspirina em baixa dosagem (100 mg) por 180 dias
promoveu diferencas clinicas significantes no tratamento de bolsas residuais de

pacientes com periodontite agressiva generalizada.
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