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RESUMO

Influéncia do alendronato sédico, da terapia fotodinamica ou da associagao de
ambos como terapias adjuntas a raspagem e alisamento radicular no
tratamento da periodontite experimental induzida. Estudo histoquimico em
ratos

O proposito deste estudo foi avaliar a influéncia do alendronato soddico (ALN), da
terapia fotodinamica (aPDT), ou da associagdo de ambas as terapias adjuntas a
raspagem e alisamento radicular (RAR) para o tratamento da periodontite
experimental (PE) induzida em ratos. Noventa e seis ratos foram utilizados no
estudo. Para indugédo da PE, o primeiro molar inferior esquerdo de cada animal foi
selecionado para receber um fio de algodao na regido subgengival. Apos 7 dias da
indugdo da PE, a ligadura foi removida. Os animais foram divididos em 4 grupos,
cada um com 24 animais: Grupo Raspagem e Alisamento Radicular (RAR): RAR e
irrigac&o da bolsa periodontal com soro fisiologico; Grupo Alendronato (ALN): RAR e
irigacdo da bolsa periodontal com alendronato sédico (10° M); Grupo Terapia
Fotodindmica (aPDT): RAR, irrigacdo da bolsa periodontal com azul de metileno e
terapia com laser de baixa poténcia (LLLT); Grupo Alendronato e terapia
fotodindmica (ALN/aPDT): RAR, irrigacdo da bolsa periodontal com alendronato
sédico associado ao azul de metileno e LLLT. Cada grupo foi subdividido em 3
subgrupos (n=8) para eutanasia aos 7, 15 ou 30 dias apds a realizagdo dos
procedimentos. Apds o processamento laboratorial de rotina, o molar esquerdo foi
incluido em parafina e cortes histologicos semi-seriados de 4 ym de espessura
foram obtidos no sentido mésio-distal. Alguns cortes foram submetidos a coloragao
com o Vermelho Picrosirius e analisados sob microscopia de luz polarizada. Os
dados foram analisados estatisticamente (p<0,05). Aos 7 dias, o Grupo ALN
apresentou porcentagem de fibras colagenas imaturas significativamente maior que
o Grupo ALN/aPDT. Aos 30 dias, o Grupo Controle apresentou porcentagem de
fibras colagenas imaturas significativamente maior que o Grupo ALN. Aos 7 dias, o
Grupo ALN/aPDT apresentou porcentagem de fibras colagenas maduras
significativamente maior que o Grupo ALN. Aos 30 dias, o Grupo ALN apresentou
porcentagem de fibras colagenas maduras significativamente maior que o Grupo
Controle. Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o ALN coadjuvante a
RAR, sozinho ou associado a aPDT, aumentou a maturagcéo das fibras colagenas
nos estagios iniciais e finais do tratamento da PE induzida em ratos.

Palavras-chave: alendronato; fotoquimioterapia; periodontite; histoquimica; rato.



ABSTRACT

Influence of alendronate, photodynamic therapy or their combination as
adjuncts to scaling and root planning for the treatment of experimental
periodontitis. Histochemical study in rats

The purpose of this study was to evaluate the influence of topical sodium alendronate
(ALN), photodynamic therapy (aPDT) or a combination thereof as adjuvant to scaling
and root planing (SRP) in the treatment of experimental periodontitis (EP) induced in
rats. EP was induced in 96 rats with a ligature around the mandibular left first molar.
After 7 days of induction, the ligature was removed, and the animals were treated
according to the following experimental groups (n = 8): control - SRP plus saline
solution; ALN - SRP plus ALN; aPDT - SRP plus methylene blue irrigation, followed
by low-level laser therapy (LLLT); and ALN/aPDT - SRP plus ALN and methylene
blue irrigation followed by LLLT. The animals were euthanized at 7, 15 and 30 days
after the treatments. After the routine laboratory processing, the left molar was
embedded in paraffin and 4 pm thick semi-serial sections were obtained in the
mesio-distal direction. Some sections were subjected to histochemical reactions for
picro Sirius red staining and analyzed under polarized light microscopy. Collagen
maturation was evaluated, and data were analyzed statistically (p<0.05). At 7 days,
Group ALN presented higher percentage of immature collagen fibers than Group
ALN/aPDT. At 30 days, Group Control presented higher percentage of immature
collagen fibers than Group ALN. At 7 days, Group ALN/aPDT presented higher
percentage of mature collagen fibers than Group ALN. At 30 days, Group ALN
presented higher percentage of mature collagen fibers than Group Control. Within
the limits of this study, it can be concluded that ALN coajuvant to SRP, alone or
combined with aPDT, increased collagen fibers maturation in the initial and final
stages of induced PE treatment in rats.

Keywords: alendronate; photochemistry; periodontitis; immunohistochemistry; rats.
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1 INTRODUGAO

A doenga periodontal (DP) é wuma patologia crbénica inflamatéria
caracterizada pela perda das estruturas de suporte do dente por meio da destruicdo
do osso alveolar e da insercdo conjuntiva’?.

Patégenos presentes no biofilme bacteriano se alojam em areas
subgengivais e produzem lipopolissacarideos e proteasesz. Nesse momento, o
sistema imunolégico do hospedeiro promove a liberagdo de citocinas proé-
inflamatdrias diretamente relacionadas a degradagao tecidual. Metaloproteinase de
matriz-8 (MMP-8) aparecem em quantidade aumentada no fluido gengival crevicular
de pacientes com DP - evidenciando sua possivel coparticipacdo no processo
inflamatorio de degradagao tecidual ocorrido com a instalagao da doenga3'5.

A técnica de coloragéo pelo Vermelho Picrosirius € muito empregada por ser
especifica para o estudo de fibras colagenas®’. As fibras colagenas coradas com a
técnica do Vermelho Picrosirius e analisadas em microscopia de luz polarizada
reportaram que todas as variagcdes de cor sdo decorrentes do nivel de maturacéo e
espessamento progressivos das fibras colagenas do tipo |, onde as fibras
verdes/amarelas sdo as imaturas, enquanto que as fibras vermelhas sdo as mais
maduras®”®.

O tratamento convencional da DP é fundamentado na reducédo da microbiota
periodontopatogénica por meio do procedimento de raspagem e alisamento radicular
(RAR)'®'". Entretanto, a terapia mecanica pode ser falha na eliminagdo de bactérias
localizadas em areas inacessiveis aos instrumentos periodontais'?>. Em casos desse
tipo, a realizagdo do tratamento quimico coadjuvante a terapia mecéanica pode ser

indicada™",
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A modulagao da resposta imune auxilia o hospedeiro na luta contra agentes
infecciosos ao suplementar os mecanismos de defesa naturais e/ou modificar o
curso do processo inflamatdrio, diminuindo seus efeitos indesejados, apresenta,
potencialmente, menos efeitos colaterais, pouca invasibilidade e métodos de
aplicagdo ndo complicados'™"".

Trés categorias principais de agentes moduladores da resposta do
hospedeiro séo, atualmente, consideradas: (1) antiproteinases, com o objetivo de
inibir MMPs, representadas pelas tetraciclinas; (2) drogas anti-inflamatérias, para
inibicdo de citocinas pré-inflamatérias; e (3) drogas inibidoras da reabsorgao 6ssea,
representadas pelos bisfosfonatos (BFs)'®.

Os BFs, por apresentarem grande afinidade pelo ion calcio, a matriz éssea
mineral € o destino natural da droga19. A administracdo dos BFs promove,
principalmente, a inibicdo do recrutamento e da atividade osteoclasticas, além disso,
alguns estudos relatam a capacidade dos BFs em diminuir diversas MMPs

20,21

envolvidas na destruigdo dos tecidos periodontais®“'. O alendronato sodico (ALN) é

um aminobisfosfonato que atua como potente inibidor da reabsor¢édo 6ssea. Sua

administracao sistémica possui efeitos positivos na proliferacdo e maturagcao

osteoblasticas, o que o torna um acelerador da formacgdo de matriz dssea®??.

Alguns relatos sugerem uma possivel associagcdo entre o uso sistémico do ALN e o

desenvolvimento da osteonecrose dos maxilares?*2°.

Estudos clinicos controlados e estudos em animais avaliaram a eficiéncia do
uso local do gel de ALN adjunto a RAR no tratamento da DP, buscando evitar os

26-32

efeitos adversos do uso sistémico dos BFs demonstrando uma nova

possibilidade terapéutica na Periodontia com o uso do ALN.



19

Recentemente, foi avaliada clinico-radiograficamente, a eficacia do gel de
ALN 1% em combinagao com fibrina fica em plaquetas (PRF) e PRF isoladamente,
no tratamento de defeitos de furca de grau Il e demonstraram que os defeitos
tratados com PRF + ALN exibiram melhores resultados clinicos e radiograficos
sugestivos de regeneragao periodontal aumentada quando comparada com locais
tratados apenas com PRF*2,

Estudos in vitro mostram resultados promissores do uso da terapia com laser
de baixa poténcia (LLLT) nas células e nos tecidos periodontais, demonstrando
efeitos positivos desta terapia quando utilizada em fibroblastos da gengiva e do
ligamento periodontal®*3® e também em células-tronco do ligamento periodontal®®. A
LLLT age por meio da estimulagdto na proliferacdo fibroblastica e,
consequentemente, na liberacdo dos fatores de crescimento (FC)*. Evidéncias de

estudos clinicos indicam que a LLLT é benéfica para a cicatrizacdo periodontal ao

40,41 42-44,

ser utilizado apds a RAR no tratamento da gengivite e da periodontite

A terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) € outra abordagem alternativa
investigada na relagdo da acg&o local de agentes antimicrobianos, constituida pela
associacdo da LLLT a um corante fotoativado n&o toxico®. Sua acdo terapéutica
esta baseada na ligagdo do agente fotossensivel as células-alvo para, por meio da
luz visivel, induzir um estresse oxidativo aos patdgenos microbianos - representando
um tratamento alternativo as medicagcbes sistémicas em casos de infecgdes
localizadas**’. Estudos em animais demonstram que a aPDT promove um controle
na progressao da PE por meio, principalmente, dos seus efeitos antimicrobianos*®->2.
A progressdo da DP pode acarretar a perda do elemento dental,

comprometendo funcional e esteticamente o individuo acometido. Métodos

terapéuticos para o controle da progressao da periodontite, que visem o equilibrio
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entre a acao bacteriana e a resposta imune tecidual, bem como a redugao e/ou
eliminacdo da carga bacteriana, sdo bastante abordados na pesquisa cientifica
atual. A presente proposta traz uma nova abordagem terapéutica que obijetiva
associar o efeito antirreabsortivo do ALN com as agdes bactericidas e de estimulo

celular da aPDT no tratamento da DP.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi avaliar a influéncia do alendronato (ALN),
da terapia fotodindmica (aPDT), ou a associagao de ambas as terapias adjuntas a
raspagem e alisamento radicular (RAR) no tratamento da periodontite experimental

(PE) induzida em ratos.

2.2 Objetivo especifico

Avaliar o grau de maturagdo do colageno nos tecidos periodontais (cemento,
ligamento periodontal e osso alveolar) aos 7, 15 e 30 dias apos a realizagdo dos
diferentes tratamentos, através do meétodo do Vermelho Picrosirius associado a

microscopia de luz polarizada.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Apreciagao ética

A pesquisa foi realizada respeitando-se o0s principios éticos da

experimentagdo animal estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacéo
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Animal e a legislagao em vigor. O Projeto de Pesquisa foi aprovado pela Comissao
de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Faculdade de Odontologia da Universidade

Federal de Pelotas (FO/UFPel) (no. 23110004923-2015/83) (Anexo A).

3.2 Modelo experimental

Noventa e seis ratos machos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), pesando
entre 250 e 300 g provenientes do Biotério do Campus do Capao do Ledo da UFPel
foram mantidos em ambiente com ciclo de 12 horas de luz por dia e temperatura
entre 22 e 24° C. Durante todo o experimento, os animais receberam racao solida
selecionada e agua ad libitum. Os animais foram divididos nos seguintes 4 grupos
experimentais: Grupo Raspagem e Alisamento Radicular (RAR); Grupo Alendronato
(ALN); Grupo Terapia Fotodindmica (aPDT); Grupo Alendronato e terapia
fotodindmica (ALN/aPDT). Cada grupo experimental foi subdividido em 3 subgrupos

(n=8) para eutanasia aos 7, 15 ou 30 dias pos-operatorios.

3.3 Indugao da periodontite e tratamentos

Para realizacdo de todos os procedimentos experimentais, os ratos foram
anestesiados por injegdo intramuscular de xilazina (6 mg/kg) e de quetamina (70
mg/kg). Os animais foram posicionados em uma mesa especialmente adaptada
para a abertura bucal, facilitando a visualizagdo do primeiro molar inferior. Para
indugdo da periodontite, uma ligadura de algodao (Corrente Algodéo n° 24, Coats
Corrente, Sdo Paulo, SP, Brasil) foi inserida ao redor do primeiro molar inferior
esquerdo de todos os animais e mantida em posi¢cdo subgengival por meio de nos

cirurgicos.
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Apo6s 7 dias de indugdo da doenga, todos os animais foram novamente
anestesiados e as ligaduras foram removidas. Imediatamente ap6s a remogao das
ligaduras, os animais receberam os seguintes tratamentos de acordo com o0s grupos
experimentais: no Grupo RAR, foi realizada a RAR e irrigagdo da bolsa periodontal
com soro fisiolégico; no Grupo ALN, foi realizada a RAR e irrigagdo da bolsa
periodontal com alendronato sédico (10-5 M)*%; no Grupo aPDT, foi realizada a RAR,
irrigacao da bolsa periodontal com azul de metileno e irradiagdo da bolsa com LLLT;
no Grupo ALN/aPDT, foi realizada a RAR, irrigacdo da bolsa periodontal com
alendronato sédico (10° M) associado ao azul de metileno, e irradiacdo da bolsa
com LLLT.

O procedimento de RAR foi realizado com curetas manuais “mini-five” n°® 5/6
(Hu-friedy, Chicago, IL, Estados Unidos) através de 10 movimentos de tragdo disto-
mesial nas faces vestibular e lingual. As areas interproximais e de furca foram
raspadas com as mesmas curetas através de movimentos de tracdo cérvico-
oclusais. Os procedimentos de RAR foram realizados por um mesmo operador

experiente.

3.4 Protocolo de aplicagao da LLLT

Os animais dos grupos aPDT e ALN/aPDT foram submetidos a irradiagao
com LLLT. Para os tratamentos, foi utilizado o laser de Arseneto de Galio e Aluminio
(GaAlAs) (GaAlAs; Laser Bio Wave LLLT; Kondortech Equipamentos, Sdo Carlos,
SP, Brasil), com o seguinte protocolo de aplicagao:

- Comprimento de onda: 660 nanémetros (nm), laser visivel; Poténcia de
saida: 30 miliwatts (mW); Modo de emisséo: laser continuo; Modo de aplicagéo:

laser contato pontual; Area de aplicacdo do laser: a irradiacdo do laser foi realizada
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com a ponteira direcionada para o interior da bolsa periodontal em 3 pontos
equidistantes na superficie vestibular (mesial, média e distal) e 3 pontos
equidistantes na superficie lingual (mesial, média e distal); Energia: 0,14 joules (J) /
ponto; Densidade de energia pontual: 4,95 J/cm? Tempo de exposi¢cao pontual:
4,66 segundos; Densidade de energia total: 29,58 J/cm?2.

Nos grupos aPDT e ALN/aPDT, as bolsas foram irrigadas com AM e ALN
(1mg/ml) associado ao AM, respectivamente; as solu¢gdes permaneceram no interior

da bolsa durante 1 minuto, e logo apés foi realizada a aplicagdo da LLLT.

3.5 Processamento tecidual

Os animais foram submetidos a eutanasia aos 7, 15 e 30 dias apds a
realizacéo dos tratamentos locais da DP por meio de superdosagem anestésica de
tiopental (150 mg/kg) (Cristélia, Produtos quimicos Farmacéuticos LTDA, Itapira, SP,
Brasil). As mandibulas esquerdas foram removidas e fixadas em solugéo de formol
tamponado a 4%, lavadas em agua corrente e descalcificadas em solugdo de Acido
Etilenodiaminotetracético (EDTA) a 10%. As pecas foram, entdo, processadas e
incluidas em parafina. Apds a inclusdo dos espécimes em parafina, cortes semi-
seriados (4 ym) foram obtidos no sentido mésio-distal.

Os cortes histologicos foram deparafinizadas, hidratadas e imersos em
solucdo de sirius F3BA em acido picrico aquoso por 1 hora. As secgdes coradas
foram lavadas em dois banhos de solugdo de acido acétido a 0,5% por 1 minuto.
ApoOs desidratacéo, as secgdes protegidas com meio de montagem e laminula de

vidro.
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3.6 Analise histoquimica

As laminas histologicas foram analisadas sob microscopia de luz polarizada
(200x). A distribuicao espacial das fibras colagenas foi avaliada com a fungao de
limite de cores de um programa ImageJ 1.51p
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html), através da identificagdo de areas de
diferentes matizes que permitirdo a quantificagao das areas ocupadas por diferentes

cores, seguindo a metodologia proposta®.

3.7 Analise estatistica

Os dados foram submetidos a verificacdo de normalidade pelo teste de
andlise de variancia (ANOVA). Para verificar as diferengas entre os grupos e
intragrupos foi realizada a analise de variancia dois fatores seguido pelo pds-teste
de Tukey. Os testes consideraram um nivel de significancia de 5% e foram

realizados no software Prism GraphPad (v6.01)

4 RESULTADOS

4.1 Analise histoquimica

A distribuicdo espacial das fibras colagenas foi avaliada com a funcao de
limite de cores, na area de interesse (Fig. 1). Em todos os espécimes analisados, a
area de interesse mostrou-se ocupada por fibras colagenas, tanto imaturas como
maduras, com variadas propor¢des entre os niveis de maturacéo (Fig. 2).

As meédias e os desvios-padrdo das porcentagens de fibras colagenas
imaturas e maduras, aos 7, 15 e 30 dias pds-tratamento, com comparagdes

intergrupos estao apresentados na Fig. 3.
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4.1.1 Fibras colagenas imaturas

Na analise intergrupos, aos 7 dias, o Grupo ALN apresentou porcentagem de
fibras colagenas imaturas significativamente maior que o Grupo ALNaPDT. Aos 15
dias, ndo houve diferenga estatisticamente significativa entre os grupos. Aos 30 dias,
o Grupo Controle apresentou porcentagem de fibras colagenas imaturas
significativamente maior que o Grupo ALN.

Na analise intragrupos, o Grupo Controle 30 dias apresentou porcentagem de
fibras colagenas imaturas significativamente maior que o Grupo Controle 15 dias. O
Grupo APDT 7 dias apresentou porcentagem de fibras colagenas imaturas
significativamente maior que o Grupo APDT 15 dias. O Grupo ALN 7 dias
apresentou porcentagem de fibras colagenas imaturas significativamente maior que
os grupos ALN 15 e 30 dias. O Grupo ALN/aPDT 30 dias apresentou porcentagem
de fibras colagenas imaturas significativamente maior que o Grupo ALN/aPDT 15

dias.

4.1.2 Fibras colagenas maduras

Na analise intergrupos, aos 7 dias o Grupo ALNaPDT apresentou
porcentagem de fibras colagenas maduras significativamente maior que o Grupo
ALN. Aos 15 dias, ndo houve diferengca estatisticamente significativa entre os
grupos. Aos 30 dias, o Grupo ALN apresentou porcentagem de fibras colagenas
significativamente maior que o Grupo Controle.

Na analise intragrupos, o Grupo aPDT 15 dias apresentou porcentagem de
fibras colagenas maduras significativamente maior que o Grupo aPDT 7 dias. O
Grupo ALN 30 dias apresentou porcentagem significativamente maior de fibras

colagenas maduras que o Grupo ALN 7 dias.
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5 DISCUSSAO

O modelo animal utilizado no presente estudo foi escolhido considerando que
o uso dos ratos em pesquisa oferece a possibilidade de englobar varios tipos de
doencgas, além de algumas vantagens como a facilidade de manipulagdo, uma
fisiologia parecida com a dos seres humanos, além de possuirem um metabolismo
que possibilite a observagcao de eventos em um periodo de tempo relativamente
menor>®"**. O modelo de periodontite experimental induzida por ligadura permite
reproduzir e avaliar a progressado da doencga periodontal. Este modelo é amplamente
utilizado, favorecendo uma maior resposta inflamatéria e anti-inflamatéria nos

tecidos gengivais, comparados com sitios sem ligadura®.

Varias terapias adjuntas a RAR vém sendo propostas para o tratamento da
DP. No presente estudo, analisamos o grau de maturagédo das fibras colagenas na
periodontite experimental induzida em ratos, utilizando o modelo da periodontite
induzida por ligadura, apés a RAR e outros tratamentos adjuntos a RAR. Assim
como em estudos prévios, a cicatrizagcao foi avaliada aos 07, 15 e 30 dias apds
iniciado os tratamentos, com objetivo de acompanhar os diferentes estagios do

periodo de reparo®® %",

Quando a reabsorgcdo Ossea excede a formagdo, devido a um processo
patolégico, leva a perda 6ssea. A remodelagcédo Ossea, ou seja, a renovagao do
tecido dsseo, é essencial para a homeostase®. O desequilibrio desta homeostase é
também observado na doenga periodontal, a qual é caracterizada como infecgao
multifatorial e por uma complexas espécies bacterianas que interagem com as
células hospedeiras e tecidos, causando a libertacdo de citocinas proé-inflamatorias
que destroem os tecidos de suporte periodontais, incluindo osso alveolar?. Os efeitos

de sinalizagdo para a reabsorcdo Ossea por osteoclastos sao disparados pela
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doenca periodontal, sendo que as células da linha osteoblastica controlam o
processo de diferenciacao das células da linha osteoclastica, através de um eixo de
regulacdo comum, mais conhecido por RANKL/RANK/OPG®’. Os osteoblastos sdo
responsaveis pela produgdo da matriz organica do osso, bem como pela sua
mineralizagao, a qual é constituida de varias proteinas colagenas e nao colégenas58.
A reabsorcdo osteoclastica do osso durante a atividade dos osteoclastos é
controlada cooperativamente pelo ativador do receptor de interleucina-6,
interleucina-1, e duas moléculas de ossos importantes, o fator kappa nuclear 3
ligante (RANKL) e osteoprotegerina (OPG)*. Na periodontite, ocorre diminuigdo dos
niveis de OPG e o aumento da produgcdo de RANKL no fluido crevicular gengival que
pode favorecer osteoclastogese. Por contraste, os bisfosfonatos afetam o sistema de
RANKL / OPG e producdo de IL-6 em osteoblastos / células semelhantes a
osteoblastos, aumentando a produg¢ao de OPG e diminuindo a producao de RANKL
e IL-6, alterando, assim, a producao local de moléculas por osteoblastos que sao
centrais para ativagdo de osteoclastos®®. Como a produgdo de colageno esta
envolvida no processo de formacgao e reabsor¢ao dsseas, o presente estudo avaliou

a maturagao do colageno durante o processo de cicatrizagado periodontal.

Bifosfonatos s&o analogos sintéticos do pirofosfato nos quais a ponte de
oxigénio é substituida por um carbono (P-C-P), formando duas cadeias principais
(R1 e R2). O poder de reabsorcdo e o mecanismo de agdo do farmaco sao
determinados pela cadeia longa R2. Possui semelhancga ainda ao pirofosfato em sua
ligacdo com a hidroxiapatita do osso®’. Os BPs que contem nitrogénio, como
alendronato e pamidronato, inibem diretamente a fungcéo dos osteoclastos e causam
apoptose. Através destas acdes, os BPs inibem a renovacao 6ssea e a reparagao de

micro danos. A inibicdo da angiogénese, que pode ser causada pelos BPs,
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compromete o suprimento vascular, podendo inibir a cicatrizagdo, com isto, traumas

e infecgdes na area, podem resultar em osteonecrose localizada®.

O mecanismo de acdo de aPDT baseia-se em um agente fotossensibilizante
ligar-se a uma célula alvo, ativado por meio de irradiacdo de baixa dose e com luz
visivel de comprimento de onda adequado, assim, este agente passa do seu estado
fundamental para um estado animado. Apdés a sua ativagdo, as moléculas de
oxigénio reativas e outras substancias que s&o produzidas geram um estresse
oxidativo produzindo uma agéo citotéxica®’. Dois mecanismos potenciais geram a
acao bactericida molecular de aPDT. Um deles produz danos no DNA®® resultando
em degeneragdes da membrana citoplasmatica das bactérias® através do agente
fotossensibilizante ativado que pode reagir com as biomoléculas circundantes em 2
formas diferentes: A primeira é provocando uma reacgao de transferéncia de elétrons
entre o agente ativado e as moléculas das células vizinhas, e através da libertagéo
de radicais livres que s&do altamente reativos e interagem com as moléculas de
oxigénio endogeno produzindo derivados de oxigénio altamente reativos, tais como
superoéxidos, hidroxilos, e perdéxido de hidrogénio, que danificam a integridade das
membranas celulares bacterianas, causando danos biologicos irreversivel. A
segunda via reacional é produzida pela reagdo entre o agente fotossensibilizante
ativado com o oxigénio, que gera oxigénio singleto, gerando uma reatividade

quimica que desencadeia danos oxidativos e efeitos letais sobre bactérias® -

Na literatura sdo poucos os estudos que relacionam o uso da aPDT com o
ALN para tratamento da doencga periodontal. A grande maioria dos artigos relatam o
uso da aPDT para evitar o aparecimento da necrose 0ssea dos maxilares, quando

66,67,68

da utilizacdo de bisfosfonatos , ou da associacdo da aPDT com um antibiotico

para o tratamento da doengca periodontal® -
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Um dos estudos acima avaliou a eficacia da aPDT e o uso de um antibiético,
minociclina pomada (MO), em marcadores clinicos e bacteriolégicos e a resposta
inflamatdria local do hospedeiro; em um ensaio clinico onde a administracao MO
local exibiu uma diminuigdo significativa nos resultados para os parametros clinicos,
contagens bacterianas , interleucina-1 B e niveis de interferdo-y ,1 € 4 semanas apos
o tratamento. Nenhuma alteragao significativa foi observada no grupo aPDT, exceto

nos parametros clinicos®.

Em uma revisao sistematica e meta-analise, comparou se o tratamento com a
aPDT adjunto a SRP produzem melhores resultados clinicos do que os antibioticos
periodontais como adjuvante da SRP na periodontite. Apesar da pequena
amostragem, concluiram que é discutivel se aPDT é mais eficaz em comparagéo
com uso de antibioticos adjuvante no tratamento da periodontite, uma vez que a

evidéncia cientifica é fraca’".

Em um estudo clinico, associou um antibiético sistémico juntamente com uma
unica aplicagao de aPDT, avaliou, assim, o efeito local de claritromicina associada
com aPDT no tratamento dos periodontite agressiva generalizada em bolsas
periodontais em dentes unirradiculares, onde concluiu que o desbridamento
periodontal ultra-sdnico apresentou maiores vantagens clinicas quando associado a
claritromicina do que associado a aPDT, sendo que a aplicagdo conjunta de aPDT e

claritromicina ndo apresentou beneficios adicionais’.

Um grupo de autores avaliou os possiveis efeitos sinérgicos da combinagao
de aPDT e ALN sobre a perda éssea em periodontite induzida em ratos, que foram
randomizados nos seguintes grupos: controle (Grupo 1); aPDT (Grupo 2); ALN 0,01

mg / kg (Grupo 3); ALN 0,25 mg / kg (Grupo 4); aPDT +ALN 0,01 mg / kg (grupo 5);
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e aPDT + ALN 0,25 mg / kg (Grupo 6), sendo que os grupos que utilizaram o ALN, o
mesmo foi dissolvido em solugdo salina estéril a 0,9% e administrado por via
subcutanea. O grupo ALN 0,25 mg / kg, apresentou menor perda 6ssea e atividade

inflamatdria e maior densidade mineral éssea, com relacdo aos demais grup0365.

O efeito da aPDT no sitio de extragcdo dental de ratas tratadas com doses
oncoldgicas de zoledronato, que apresentam os principais fatores de risco para o
desenvolvimento de necrose 0ssea dos maxilares, onde as mesmas foram divididas
nos seguintes grupos de tratamento: SAL (solugdo salina) , ZOL (zoledronato),
SAL/aPDT e ZOL/aPDT, com inje¢des intraperitoneais de 0,45 ml de solugédo de
cloreto de sodio 0,9% (SAL e SAL/aPDT) ou 0,45 ml da mesma solugao acrescida
de 100ug/Kg de zoledronato (ZOL e ZOL/aPDT), sendo que o grupo ZOL
apresentou incompleta restituicho da mucosa sobrejacente ao sitio de extracéo
dental, inumeras areas osteonecroticas nas adjacéncias do alvéolo dental, menor
tecido 6sseo neoformado, maior percentagem de fibras colagenas imaturas e menor
porcentagens de fibras colagenas maduras, ja o grupo ZOL/aDPT apresentou os

melhores resultados em todos os parametros avaliados®®.

Em nosso estudo o ALN apresentou uma maior quantidade de fibras
colagenas imaturas quando comparado ao ALNaPDT aos 7 dias apds o inicio dos
tratamentos, e o Grupo ALNaPDT apresentou uma maior quantidade de fibras

colagenas maduras em comparagéo ao Grupo ALN, neste mesmo periodo.

Uma possivel explicacdo para isto poderia ser a dose de ALN utilizada (10'5
M). Altas doses deste medicamento podem levar a um efeito téxico na fungao
osteoclastica e comprometer o processo de remodelagdo éssea, sugerindo que o

ALN afeta os osteoclastos de forma dose-dependente’. Por este mesmo motivo, a
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liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias, como IL-13 e IL-6, nos tecidos periodontais,
poderia aumentar o processo inflamatério, prejudicando o reparo periodontal73‘74. A
capacidade do ALN de inibir a diferenciacao osteoclastica induzida por bactérias in
vitro foi avaliada’ e esses autores utilizaram a mesma dosagem de ALN que a do
presente estudo (10 M), e demonstraram que apesar desta dose possuir um efeito
inibitério na formacao de osteoclastos, ela ndo reduz o nivel de IL-6 in vitro. Assim,
sugere-se que o farmaco pode ter influenciado a producgédo local de citocinas
inflamatdrias e, consequentemente, aumentando a quantidade de fibras colagenas
imaturas. Autores relataram que a proliferagdo, capacidade de migragdo e adesao
intercelular podem ser diminuidas significativamente pelos BPs. Evidenciaram que o
mesmo também influencia na maturacido dos queratindcitos, todos esses eventos
sao essenciais para o processo de regeneracédo do tecido epitelial76'77. Os efeitos
negativos sobre os fibroblastos exercidos pelos BPs, comprometendo a sua
proliferacdo, foram relatados’®’®. Relataram os efeitos negativos sobre fibroblastos
quanto sua motilidade® e sobre a produgdo de elementos da matriz extracelular, em

especial do colageno®'.

A aPDT provavelmente contribuiu na inativagdo de microrganismos
associados com o condigbes patologicas do periodonto®, em menos de
recrutamento de osteoclastos e inferior imunomarcagdo RANKL em comparacao
SRP*?, na reducéo da fase inflamatéria, aumento da microcirculacéo local e estimulo
a angiogénese®®, mas esta acdo foi mais eficaz nos estagios iniciais, apés o inicio
dos tratamentos, fato este ja observado’®®. O efeito sinérgico na associacdo do
ALN com aPDT, com melhorias no sobre a perda 6ssea alveolar na periodontite

induzida, ja foi demonstrado®, indo de encontro com os resultados de nosso estudo.
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Ja aos 30 dias, o Grupo Controle apresentou porcentagem de fibras
colagenas imaturas significativamente maior que o Grupo ALN, e o Grupo ALN
apresentou porcentagens de fibras maduras significativamente maior que o Grupo
Controle, neste mesmo periodo; efeito este que pode ter sido beneficiado por uma
agao anti-inflamatéria. O ALN, em forma de gel, pode influenciar uma revogacgao da
producao de interleucina-6 pelo em células osteoblasticas, podendo afetar atividade

osteoclastica®®

, pode exercer um efeito antimicrobiano®’; um aumento da producao
de OPG®, diminuicdo da producdo de RANKL®, e uma inibicdo de reabsorgdo
Ossea osteoclastica com propriedades osteoestimuladoras e de formacdo de

matriz®.

Uma pesquisa utilizando de uma metodologia semelhante ao nosso estudo,
avaliou histomorfometricamente o uso de solucdo de 1ml de ALN (10° M), como
terapia coadjuvante ao tratamento mecanico da periodontite experimental em ratos,
sendo que aos 30 dias apos o inicio dos tratamentos, o grupo tratado com RAR +
ALN o tecido conjuntivo mostrou-se isento de inflamagédo com o septo interradicular
bastante regular com ostedcitos vitais e raros eram osteoclastos, ja o grupo tratado
apenas com RAR, aos 30 dias, ainda possuia infiltrado inflamatério, apesar de uma

reducdo quando comparado aos 7 dias™.

Um estudo clinico comparou a eficacia de 1% ALN e o gel de aloe vera (AV)
como um complemento a raspagem e alisamento radicular (SRP) na periodontite
cronica pacientes com defeitos de furca classe Il. Pardmetros clinicos e radiograficos
foram registrados no inicio e aos 6 e 12 meses, onde a redugdo média da
profundidade de sondagem, o nivel de inser¢ao clinica horizontal relativa (CAL) e os
ganhos relativos de CAL vertical foram maiores no grupo ALN do que nos grupos AV

e placebo aos 6 e 12 meses. Além disso, uma porcentagem média
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significativamente maior de redugdo de profundidade de defeitos (DDR) foi
encontrada no grupo ALN do que os grupos AV aos 6 e 12 meses,

respectivamente®®.

Pesquisadores utilizando um gel de ALN 1%, testaram sua eficacia
comparado com o gel placebo com um sistema de entrega de droga local, como
adjuvante da SRP para o tratamento de defeitos intra-6sseos, em pacientes com
periodontite crdnica, e concluiram que a aplicagcdo de 1% ALN na bolsa periodontal
estimulou um aumento significativo na reducédo de sondagem de profundidade,
ganho de nivel clinico e melhoria de preenchimento de osso em comparagdo com

um gel de placebo, como adjuvante ao SRP?.

O gel de alendronato a 1% foi testado como adjuvante da terapia mecanica no
tratamento da periodontite crénica em fumantes, onde mostrou que 1% de ALN
estimulou um aumento significativo na reducdo da DP, ganho de insergéo
periodontal e melhor preenchimento 6sseo em comparagao com o gel placebo na

periodontite cronica entre os fumantes®®.

Um estudo examinou histopatologicamente se a administracdo local de
aminobifosfonato (ALN) poderia ser eficaz na prevengdo da reabsor¢do 0ssea do
alvéolo associada a retalhos mucoperiosteais, através de um pellet cirargico
embebido com aminobifosfonato aplicado localmente na superficie 6ssea exposta e
coberto por retalho, os resultados mostraram que, embora ndo houvesse diferencas
estatisticamente significativas detectaveis entre o e grupos tratados com alendronato
na inflamagdo existente e numero de osteoclastos e osteoblastos atividade, os

resultados para o componente fibrético e colageno (com feixes densamente
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dispostos e bem formados de fibras de colageno), morfologias dos osteoclastos e

lacunas de reabsorgéo existentes foram estatisticamente significante®.

O fato de os Bisfosfonatos serem farmacos que apresentam uma molécula
bastante estavel, além de uma alta afinidade pela hidroxiapatita do osso, ficando
retidos no tecido ésseo na forma inativa, por um longo periodo, sendo liberados
localmente durante os processos de reabsorgdo 6ssea®. Em colaboragdo com o
resultado de nosso trabalho, onde mesmo tendo apresentado valores maiores de
fibras colagenas imaturas e menores de fibras colagenas maduras, na fase inicial de
tratamento, Grupo ALN 7 dias, pode apresentar menos fibras colagenas imaturas e
mais fibras colagenas maduras, que os demais grupos, na fase final de tratamento,
Grupo ALN 30 dias. A melhoria gradual do processo inflamatério, juntamente com a
diminuicdo da osteoclastogénese ao longo do periodo de tratamento do grupo
tratado com ALN, e uma diminuicdo gradual do efeito anti-inflamatorio juntamente
com o da microcirculagao local e estimulo a angiogénese do grupo tratado com
ALN/aPDT, possa ser uma explicagao pelo fato que aos 15 dias apds o inicio dos

tratamentos nao ter havido diferengas estatisticas significativas entre esses grupos.

Embora o uso de BF no tratamento da DP tenha sido avaliado em diversos
estudos, poucas pesquisas tem investigado os efeitos de seu uso topico?’3%848586
Apesar dos achados do presente estudo relacionados ao ALN apresentarem
resultados favoraveis ao reparo 6sseo, é importante que sejam confirmados com

metodologias de estudo mais avangadas, para que haja a compreenséo do processo

cicatricial que ocorre nos tecidos periodontais na presenca do bisfosfonato.



5 CONCLUSAO
Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o ALN coadjuvante a
RAR, sozinho ou associado a aPDT, aumentou a maturagao das fibras colagenas

nos estagios iniciais e finais do tratamento da PE induzida em ratos.
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FIGURAS

Figura 1 - Area delimitando a regido de interesse, regido de furca do primeiro molar.
Coloracdo com vermelho Picrosirius visualizado em microscopia de luz polarizada;
200x.
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Figura 2 - Nivel de maturagédo das fibras colagenas. Fotomicrografias ilustrando os
estagios de maturagao das fibras nos grupos Controle (A-C), aPDT (D-F), ALN (G-I),
e ALNa/PDT (J-L), aos 07, 15 e 30 dias pos tratamento. Coloragdo com vermelho
Picrosirius visualizado em microscopia de luz polarizada; 200x. Simbolos e siglas:
ALN, alendronato sédico; ALNa/PDT, alendronato sdédico e terapia fotodinamica;

aPDT, terapia fotodinamica.
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Figura 3 - Proporcao de fibras colagenas imaturas e maduras. Grafico mostrando as
médias e desvios-padrédo das porcentagens de fibras colagenas imaturas, com
comparagdes intergrupos aos 7, 15 e 30 dias pés-tratamento (A). Grafico mostrando
as médias e desviospadrao das porcentagens de fibras colagenas imaturas, com
comparagoes inter-grupos aos 7, 15 e 30 dias pds-tratamento (B). Simbolos e siglas:
*, p<0.05; ALN, alendronato sodico; ALNa/PDT, alendronato sodico e terapia

fotodinamica; aPDT, terapia fotodinamica.
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ANEXO A

A A : XPERIMENTAGAO ANIMAL
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(cpEPEA) DA%:ACULDADE DE ODONTOLOGIA DA UNIVERSIDADE FEDERAL DE
PELOTAS - UFPEL
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as normas editadas pelo  Conselho Nacional de ( ontrole da Experimentagio Ammal

(CONCEA)
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COBALTO para posterior registro no COCLYPL (codigo para cadastro n° CEEA 4923-

2015)
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Espécie/l inhagem. Rattus norvegicus/ Wistar
N° de animais 210

Idade 8 semanas
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S L

M.V. Dra. Anelize de Oliveira ( ampello Felix
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ANEXO B
NORMAS PARA PUBLICAGAO - JOURNAL OF PERIODONTOLOGY

Author Guidelines

Journal of Periodontology Author Instructions
Manuscript Categories

The Journal of Periodontology publishes articles relevant to the science and practice of
periodontics and related areas. Manuscripts are accepted for consideration with the
understanding that text, figures, photographs, and tables have not appeared in any other
publication, except as an abstract prepared and published in conjunction with a presentation by
the author(s) at a scientific meeting, and that material has been submitted only to this journal.

The Journal of Periodontology accepts manuscript submissions online at ScholarOne
Manuscripts. To start a new submission, enter the Author Center and click "Start New
Submission" in the left menu box. Details regarding each submission step are located at the top
of the page in ScholarOne Manuscripts. Authors should prepare manuscripts in accordance with
the instructions below. Failure to do so may result in delays or manuscript unsubmission.

MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS

Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the categories defined
below. Specific information regarding length and format is provided for each category. Please
also refer to the instructions provided under General Format and Style. All manuscripts will be
reviewed by the Editors for novelty, potential to extend knowledge, and relevance to clinicians
and researchers in the field. Some manuscripts will be returned without review, based on the
Editors’ judgment of the appropriateness of the manuscript for the Journal of Periodontology.

ORIGINAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or basic research on the pathogenesis, diagnosis,
and treatment of the different forms of periodontal disease. Papers dealing with design, testing,
and other features of dental implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references, and figure
legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total combined number of
figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract
All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than 250
words and the following four paragraphs:

» Background: Describes the problem being addressed.

» Methods: Describes how the study was performed.

* Results: Describes the primary results.

» Conclusion(s): Reports what authors have concluded from these results, and notes their
clinical implications.

Introduction

The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale for the study.
More detailed comparisons to previous work and conclusions of the study should appear in the
Discussion section.

Materials and Methods

This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other investigators
would be able to reproduce the research. When established methods are used, the author need
only refer to previously published reports; however, the authors should provide brief descriptions
of methods that are not well known or that have been modified. Identify all drugs and chemicals
used, including both generic and, if necessary, proprietary names and doses. The populations for
research involving humans should be clearly defined and enrollment dates provided.
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Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures, and
supplemental material as appropriate.

Discussion

New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as any
conclusions that can be drawn. The Discussion should compare the present data to previous
findings. Limitations of the experimental methods should be indicated, as should implications for
future research. New hypotheses and clinical recommendations are appropriate and should be
clearly identified. Recommendations, particularly clinical ones, may be included when
appropriate.

REVIEW ARTICLES

The Journal of Periodontology is no longer accepting submissions of reviews. Authors may
be invited to submit reviews for potential publication, but unsolicited reviews will no longer be
accepted.

COMMENTARIES

The purpose of these papers is to provide a forum for discussion of controversies and other
issues as they relate to the practice of periodontics and implant dentistry. Full and balanced
discussion of controversies on important issues is encouraged. This may result in several authors
each presenting a relevant viewpoint. Commentaries should be concise (2,000 to 3,000 words)
with no more than 50 references; however, they should be complete and balanced, which may
require that the issue or controversy addressed be highly focused.

Introduction
This section should clearly state the clinical question or issues to be discussed and document
their importance and timeliness.

Body

The body should present the information supporting all aspects of the issues. This portion of the
Commentary may be subdivided as appropriate with headings. Figures, tables, and other
illustrative materials may be incorporated. The total combined number of figures and tables
should not exceed six.

Summary
The summary should place the issue in perspective and point a way for future directions in
addressing the controversy.

Acknowledgment(s)

Since these papers allow authors to express their opinions on a subject, it is extremely important
that authors disclose any and all affiliations, financial position, or any other information that
constitutes a real or perceived conflict of interest.

CASE SERIES

The Journal of Periodontology no longer publishes Case Reports. Authors are encouraged
to submit Case Reports to Clinical Advances in Periodontics. The Journal of Periodontology
publishes selected Case Series that describe unusual case presentations, complex diagnoses,
and novel approaches to treatment within the scope of practice of periodontology. These Case
Series provide valuable information for clinicians and teachers in the field.

Case Series report a sufficient number of consecutive or randomized cases to make a persuasive
argument for or against the procedure, technique, or concept under discussion. Cases should be
relatively homogeneous so that a systematic evaluation of one type of disease, lesion, or
condition is made for the procedure under consideration. Also, treatment and documentation
should be consistent and standardized for all cases. It is recognized that definitive evidence for
the safety and efficacy of any procedure, drug, or device comes primarily from well-designed,
randomized, controlled trials. However, well-executed Case Series may lead to hypotheses about
the usefulness of new and innovative procedures, drugs, or devices and may therefore be of
value to the progress of clinical science.

The requirements for patient consent, privacy, and institutional approval are well defined for
manuscripts describing research on human subjects. These basic requirements are described by
the International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE) in their Uniform Requirements for
Manuscripts Submitted to Biomedical Journals (available at: www.icmje.orq) and are interpreted
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in the instructions to authors of all peer-reviewed biomedical journals, including the Journal of
Periodontology.

Due to the changing ethical and legal environment around the use of patient information, the
editorial team has received multiple questions about the need for subject consent from patients
described in Case Series submitted for publication.

The following applies to most Case Series. It should be noted that the Editors will determine
whether specific Case Series require additional approvals beyond what is described below.

Requirement for Ethics Board Approval

Most Case Series are a retrospective description of clinical findings in cases or an observed
course of events that document a new aspect of patient management during the normal course of
clinical treatment. Since there is no hypothesis testing, no systematic data collection beyond that
which is part of routine clinical practice, no data analysis, and the work has already been done,
Case Series do not usually qualify as "research" requiring approval from ethical boards designed
to protect humans involved in clinical research.

(U.S. Fed. definition: "RESEARCH is any systematic investigation, including research
development, testing and evaluation, designed to develop or contribute to generalizable
knowledge.")

Example 1: Series of private practice implant cases in patients who have been taking
bisphosphonates. Authors describe the findings in each case, which are collected and reported in
a table format.

Example 2: Authors collect series of private practice implant cases in patients who have or have
not been taking bisphosphonates. The sample size is sufficient for data analysis, and authors
analyze and report the incidence of complications.

Example 1 does not qualify as "research," but example 2 does qualify and requires ethical
approval.

Please see "Does My Case Series Need IRB Approval?" for more information.

Privacy in Case Series

No patient identifiers should be included in Case Series. If the authors choose to include any
subject identifiers, the authors must include the patient’s informed written consent to publish the
information.

Our policy conforms to the Uniform Requirements, which states: "Patients have a right to privacy
that should not be violated without informed consent. Identifying information, including names,
initials, or hospital numbers, should not be published in written descriptions, photographs, or
pedigrees unless the information is essential for scientific purposes and the patient (or parent or
guardian) gives written informed consent for publication. Informed consent for this purpose
requires that an identifiable patient be shown the manuscript to be published. Authors should
disclose to these patients whether any potential identifiable material might be available via the
Internet as well as in print after publication."

It should be noted that patients may have given a signed "consent to treat," but that does not
constitute permission to publish their case with personal identifiers unless they have explicitly
approved the manuscript. Likewise, patient consent under government privacy rules, such as the
Health Insurance Portability and Accountability Act (HIPAA) in the United States, does not
constitute permission to publish their case with personal identifiers unless they have explicitly
approved the manuscript.

Format

Case Series must be limited to 2,000 to 3,000 words (excluding the abstract, references, and
figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total combined
number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are acceptable.

Abstract
Case Series should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than 250
words and the following four paragraphs:

» Background: Describes the clinical situation being discussed.

» Methods: Describes the clinical procedures (surgical and non-surgical) performed.

* Results: Describes the clinical results.

 Conclusion(s): Reports what authors have concluded, specifically clinical implications in practice
situations.
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Introduction
This section should include a critical review of the pertinent literature.

Case Description and Results

This section describes the cases, including all relevant data. For ease of presentation, tables
describing longitudinal data in a chronological form may be useful. Carefully selected, high-quality
clinical photographs in full color, as well as radiographs, are encouraged.

Discussion

This should include findings, put into perspective with respect to the field and literature. Unique
arguments and new information gained should be summarized. Consideration of the clinical
significance of the cases should be emphasized in all sections.

GUEST EDITORIALS

Guest Editorials may be invited or may be submitted from authorities in certain areas as a means
of offering their perspective on one or more articles published in the Journal of Periodontology, or
on other items of interest to the readership.

LETTERS TO THE EDITOR

Letters may comment on articles published in the Journal of Periodontology and should offer
constructive criticism. If a letter comments on a published article, the author(s) will be provided 30
days to respond to the observations.

Letters to the Editor may also address any aspect of the profession, including education and
training, new modes of practice, and concepts of disease and its management.

Letters should be brief (<1,000 words), focused on one or a few specific points or concerns, and
can be signed by no more than five individuals.

Citations should be handled as standard references.

GENERAL FORMAT

Manuscripts must be submitted in Microsoft Word. Margins should be at least 1" on both
sides and top and bottom and all text should be double-spaced. Materials should appear in the
following order:

* Title Page

* Abstract (or Introduction) and Key Words
» Text

* Footnotes

* Acknowledgment(s)

» References

* Figure Legends

* Tables

Figures should not be embedded in the manuscript. Please see the Journal of
Periodontology Digital Art Guidelines for more information on submitting figures.
Authors should retain a copy of their manuscript for their own records.

TITLE PAGE
The title page should contain:

1. a concise but informative title;

2. first name, middle initial, and last name of each author, with the highest academic degree and
the current institutional affiliation, including department, for each (please use footnote symbols in
the sequence *, 1, 1, §, II, 7], #, **, etc. to identify authors and their corresponding institutions);

3. disclaimers, if any;

4. the name and address (including fax number and e-mail) of the author responsible for
correspondence (please indicate whether fax number and e-mail can be published);

5. word count and number of figures, tables, and references in the manuscript;

6. a short running title of no more than 60 characters, including spaces;

7. a one-sentence summary describing the key finding(s) from the study.

KEY WORDS

A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to facilitate
indexing should be listed below the abstract.
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ACKNOWLEDGMENT(S) AND CONFLICTS OF INTEREST

Acknowledgment(s)

Following the Discussion, acknowledgments may be made to individuals who contributed to the
research or the manuscript preparation at a level that did not qualify for authorship. This may
include technical help or participation in a clinical study. Authors are responsible for obtaining
written permission from persons listed by name. Acknowledgments must also include a statement
that includes the source of any funding for the study, and defines the commercial relationships of
each author.

Conflicts of Interest

In the interest of transparency and to allow readers to form their own assessment of potential
biases that may have influenced the results of research studies, the Journal of

Periodontology requires that all authors declare potential competing interests relating to papers
submitted for publication. Conflicts of interest are defined as those influences that may potentially
undermine the objectivity or integrity of the research, or create a perceived conflict of interest.

Authors are required to submit:

1. A statement in the acknowledgments section of the manuscript that includes the source of any
funding for the study, and defines the commercial relationships of each author. If an author has
no commercial relationships to declare, a statement to that effect should be included. This
statement should include financial relationships that may pose a conflict of interest or potential
conflict of interest. These may include financial support for research (salaries, equipment,
supplies, travel reimbursement); employment or anticipated employment by any organization that
may gain or lose financially through publication of the paper; and personal financial interests such
as shares in or ownership of companies affected by publication of the research, patents or patent
applications whose value may be affected by this publication, and consulting fees or royalties
from organizations which may profit or lose as a result of publication. An example is shown
below.

2. A conflict of interest and financial disclosure form for each author. A link to this electronic form
will be e-mailed to each author after manuscript submission.

Conflict of interest information will not be used as a basis for suitability of the manuscript for
publication.

Example of Conflict of Interest Statement

This study was supported by a grant from the Acme Implant Corporation, Seoul, Korea. Dr. Lee is
on the scientific advisory board for Acme Implant Corporation and gives lectures sponsored by
the company. Dr. Smith is a consultant and shareholder of the Brownstone Implant Corporation,
Boston, Massachusetts. Dr. Wang is employed full-time as chief technical officer of the Acme
Implant Corporation. Drs. Able, Kim, and Bruce report no conflicts of interest related to this study.

REFERENCES

References should be numbered consecutively in the order in which they appear in the text. A
journal, magazine, or newspaper article should be given only one number; a book should be
given a different number each time it is mentioned, if different page numbers are cited.

All references are identified, whether they appear in the text, tables, or legends, by Arabic
numbers in superscript. Journal title abbreviations should be those used by the U.S. National
Library of Medicine. If you are uncertain about the correct abbreviation for a journal title, please
search for the journal at https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nimcatalog.

The use of abstracts as references is strongly discouraged. Manuscripts accepted for publication
may be cited and should include the manuscript’s DOI, if known. Material submitted, but not yet
accepted, should be cited in text as "unpublished observations." Written and oral personal
communications may be referred to in text, but not cited as references. Please provide the date of
the communication and indicate whether it was in a written or oral form. In addition, please
identify the individual and his/her affiliation. Authors should obtain written permission and
confirmation of accuracy from the source of a personal communication. Presented papers, unless
they are subsequently published in a proceedings or peer-reviewed journal, may not be cited as
references. In addition, Wikipedia.org may not be cited as a reference. For most manuscripts,
authors should limit references to materials published in peer-reviewed professional journals. In
addition, authors should verify all references against the original documents. References should
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be typed double-spaced. Examples of references are given below. Authors are encouraged to
consult EndNote for the Journal of Periodontology’s preferred reference style.

Journals

1. Standard journal reference. Note: list all authors if six or fewer; when seven or more, list only
first three and add et al. Kurita-Ochiai T, Seto S, Suzuki N, et al. Butyric acid induces apoptosis in
inflamed fibroblasts. J Dent Res 2008;87:51-55.

2. Corporate author. Federation Dentaire Internationale. Technical report no. 28. Guidelines for
antibiotic prophylaxis of infective endocarditis for dental patients with cardiovascular disease. Int
Dent J1987;37:235.

3. Journal paginated by issue. Card SJ, Caffesse RG, Smith BA, Nasjleti CE. New attachment
following the use of a resorbable membrane in the treatment of periodontitis in dogs. Int J
Periodontics Restorative Dent 1989;9(1):59-69.

4. Non—English-language titles translated into English. Buchmann R, Khoury F, Hesse T, Muller
RF, Lange DE. Antimicrobial therapy of peri-implant disease (in German). Z Zahnérztl
Implantol1996;12:152-157.

Books and Other Monographs

5. Personal author(s). Tullman JJ, Redding SW. Systemic Disease in Dental Treatment. St. Louis:
The CV Mosby Company; 1983:1-5.

6. Chapter in a book. Rees TD. Dental management of the medically compromised patient. In:
McDonald RE, Hurt WC, Gilmore HW, Middleton RA, eds. Current Therapy in Dentistry, vol. 7. St.
Louis: The CV Mosby Company; 1980:3-7.

7. Agency publication. Miller AJ, Brunelle JA, Carlos JP, Brown LJ, Loé H. Oral Health of United
States Adults. Bethesda, MD: National Institute of Dental Research; 1987. NIH publication no. 87-
2868.

8. Dissertation or thesis. Teerakapong A. Langerhans’ cells in human periodontally healthy and
diseased gingiva. [Thesis]. Houston, TX: University of Texas; 1987. 92 p.

Electronic Citations
Note: DOIs are preferred for journal articles. If a DOI is not available, please provide a URL
and access date.

9. Online-only article. Rasperini G, Acunzo R, Limiroli E. Decision making in gingival recession
treatment: Scientific evidence and clinical experience. Clin Adv Periodontics 2011;1:41-52.
doi:10.1902/cap.2011.100002.

10. Ahead of print. McGuire MK, Scheyer ET, Nevins M, et al. Living cellular construct for
increasing the width of keratinized gingiva. Results from a randomized, within-patient, controlled
trial [published online ahead of print March 29, 2011]. J Periodontol,
doi:10.1902/jop.2011.100671.

11. Web sites. Centers for Disease Control and Prevention. Periodontal Disease. Available

at: http://www.cdc.qov/OralHealth/topics/periodontal disease.htm. Accessed September 29,
2010.

TABLES

Tables should be numbered consecutively in Arabic numbers in the order of their appearance in
the text. A brief descriptive title should be supplied for each. Explanations, including
abbreviations, should be listed as footnotes, not in the heading. Every column should have a
heading. Statistical measures of variations such as standard deviation or standard error of the
mean should be included as appropriate in the footnotes. Do not use internal horizontal or vertical
rules. The submission system will easily read tables created with Word’s table utility or when
inserted into Word from Excel.

FIGURES

Please see the Journal of Periodontology's Digital Art Guidelines for detailed instructions on
submitting high-quality images.

FOOTNOTES

Footnotes should be used only to identify author affiliations; to explain symbols in tables and
illustrations; and to identify manufacturers of equipment, medications, materials, and devices.
Use the following symbols in the sequence shown: *, 1, £, §, II, [, #, **, 11, etc.
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SUPPORTING INFORMATION

The Journal of Periodontology includes supplementary/supporting information in the online
Journal. All supplementary material should be called out in the text.

Supplementary Figures and Tables

Journal of Periodontology articles are limited to a combined total of six figures and tables in the
print publication. Any additional figures and tables should be submitted as supplementary files.
Each supplementary figure or table should be submitted as a separate file. Please follow the
guidelines regarding resolution, format, etc. for printed figures (see Figures above) and tables
(see above) when preparing supplementary figures and tables. In summary, each figure, table, or
multimedia file should be uploaded separately and the file names should clearly identify the file
(i.e., SupplementaryFigure1.tif, SupplementaryTable1.xls, etc.). If file size limitations prevent you
from uploading your supplemental material, please e-mail jerry@perio.org.

Supplementary Videos

The Journal of Periodontology publishes short videos to supplement a paper when appropriate.
Most standard video formats are accepted. Videos should be edited to remove extraneous
material. Authors should adhere to OSHA regulations when preparing their videos. Please e-
mail julie@perio.orq for information on how to submit videos. If your video is accepted for
publication, all authors will need to submit a video copyright form. This form can be found on
ScholarOne Manuscripts in the upper right-hand corner under "Instructions & Forms."

Authors can create video abstracts for their articles through Wiley’s partnership with Research
Square. Visit the Wiley and Research Square websites for more information about this video
option. Authors are also welcome to create and submit their own videos.

STYLE
Please follow the guidelines below when preparing a manuscript:

* Be sure to put the genus and species of an organism and journal names in the reference
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* Do not italicize common Latin terms such as in vitro, in vivo, e.g., ori.e.

* Use a block style; do not tabulate or indent material.
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assigning them the Symbol font.
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included as an appendix to the paper if appropriate.

AUTHORSHIP

Individuals identified as authors must meet all of the following criteria established by the
International Committee of Medical Journal Editors: 1) substantial contributions to conception and
design, or acquisition, analysis, or interpretation of data; 2) drafting the article or revising it
critically for important intellectual content; 3) final approval of the version to be published; and 4)



mailto:jerry@perio.org
mailto:julie@perio.org
https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Promotion/video-abstracts.html
https://www.researchquare.com/wiley/
http://members.perio.org/glossary?ssopc=1
https://onlinelibrary.wiley.com/journal/21625131?volume=4&issue=1
https://onlinelibrary.wiley.com/journal/21625131?volume=4&issue=1

60

agreement to be accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the
accuracy or integrity of any part of the work are appropriately investigated and resolved.

Once the Journal of Periodontology has received a manuscript, any changes in authorship must
be e-mailed to jerry@perio.org and must contain the signature of the author who has been
added or removed from the paper. Authors who are added must submit a conflict of interest and
financial disclosure form (see below).

Conflict of Interest and Financial Disclosure Form

A conflict of interest and financial disclosure form must be submitted by each author. A link to this
electronic form will be e-mailed to each author after manuscript submission. Due to this, all
authors are required to have accounts with valid e-mail addresses in ScholarOne
Manuscripts and be listed as authors for the submitted paper. Submitting authors are able to
create accounts for co-authors.

CLINICAL TRIALS

If your manuscript is reporting a randomized clinical trial, you are required to submit a CONSORT
checklist with your manuscript. More information can be found at www.consort-statement.org.
All clinical trials must be registered prior to submission to the Journal of Periodontology at one of
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