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Claudio MM. Efeito da associacdo do oxigénio ativo e terapia fotodindmica no tratamento de
bolsas periodontais residuais em pacientes diabéticos tipo 2: estudo clinico controlado

randomizado [tese]. Aracatuba: UNESP — Universidade Estadual Paulista; 2022.
RESUMO

Objetivo do presente estudo clinico controlado randomizado foi avaliar o efeito do gel de
liberacdo de oxigénio ativo associado ou ndo a terapia fotodindmica, no tratamento de
bolsas periodontais residuais em pacientes com Diabetes Melito tipo 2 (DM2) e periodontite.
Cinquenta e um pacientes diabéticos ndo compensados com periodontite estagio Ill e IV
grau C em terapia de manutencdo foram selecionados e alocados: grupo RAR (n=17) -
raspagem e aplainamento radicular (RAR) em uma unica sessao; grupo BM (n=17) - RAR em
sessdo Unica com aplicagdo do gel de oxigénio ativo (blue®m) no interior da bolsa
periodontal (quantidade de 0,4ml) por 3 minutos, seguido da aspiracdo do gel; grupo
BM+aPDT (n=17) - RAR em sessdo Unica seguida da aplicacdo local de blue®m durante 3
minutos, aspiracdo do gel e irrigacdo da bolsa com azul de metileno (100 pg/ml), e apds 1
minuto irradiacdo com laser de diodo (AlGalnP, 660110 nm) durante 50 segundos.
Parametros clinicos peridontais, presenca de bolsas residuais e niveis séricos de
hemogloblina glicada, analise imunoldgica e microbioldgica foram avaliados. Todos os dados
foram submetidos a andlise estatistica (a=5%). Foi verificada reducdo de SS aos 90 e 180 dias
no grupo BM+aPDT (p<0,05). A porcentagem de sitios com PS > 4mm reduziu aos 90 dias no
grupo BM+aPDT e grupo BM, enquanto que aos 180 dias, apenas o grupo BM, apresentou
reducdo (p<0,05). Grupo RAR e BM+aPDT apresentaram reducdo de bolsas residuais aos 90 e
180 dias, enquanto que o grupo BM, apresentou reducdo somente aos 90 dias (p<0,05). O
grupo BM+aPDT foi capaz de reduzir niveis de TNF-a aos 90 dias. Nao foram detectadas
diferencas entre os niveis de P. gingivalis e P. intermedia. Conclui-se que o uso do gel de
liberacdo de oxigénio ativo associado ou ndo a aPDT promoveu beneficios clinicos adicionais

no tratamento de bolsas residuais em individuos com DM?2.

Palavras-chave: Periodontite, diabetes melito, bolsa periodontal, fotoquimioterapia.
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Cladudio MM. Effect of active oxygen and photodynamic therapy on the periodontal
treatment of residual pockets in diabetes mellitus patient: a randomized clinical study.

[thesis]. Aracatuba: UNESP — S3o Paulo State University; 2022.
ABSTRACT

The aim of this randomized controlled clinical study was to evaluate the effect of active
oxygen release gel associated or not with photodynamic therapy in the treatment of residual
periodontal pockets in patients with Type 2 Diabetes Mellitus (DM2) and periodontitis. Fifty-
one diabetic patients not compensated with periodontitis stage Ill and IV grade C in
maintenance therapy were selected and allocated: RAR group (n=17) - root scraping and
flattening (RAR) in a single session; group BM (n=17) - RAR in a single session with
application of active oxygen gel (blue m®) inside the periodontal pouch (amount of 0.4ml)
for 3 minutes, followed by gel aspiration; BM+aPDT group (n=17) - RAR in a single session
followed by local application of blue®m for 3 minutes, gel aspiration and irrigation of the bag
with methylene blue (100 pg/ml), and after 1 minute diode laser irradiation (AlGalnP,
660110 nm) for 50 seconds. Peridontal clinical parameters, presence of residual pockets and
serum levels of glycated hemogloblin, immunological and microbiological analysis were
evaluated. All data were submitted to statistical analysis (a=5%). SS reduction was observed
at 90 and 180 days in the BM+aPDT group (p<0.05). The percentage of sites with PS > 4mm
decreased at 90 days in the BM+aPDT group and bm group, while at 180 days, only the BM
group, showed a reduction (p<0.05). The RAR group and BM+aPDT showed a reduction in
residual pockets at 90 and 180 days, while the BM group showed a reduction only at 90 days
(p<0.05). The BM+aPDT group was able to reduce TNF-a at 90 days. No differences were
detected between the levels of P. gingivalis and P. intermedia. It was concluded that the use
of active oxygen release gel associated or not with aPDT promoted additional clinical

benefits in the treatment of residual pockets in individuals with DM?2.

Keywords: Periodontitis, Diabetes mellitus, Periodontal Pocket, Photochemotherapy.
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1.1 Resumo

Objetivo: Avaliar o efeito do gel de liberacao de oxigénio ativo associado ou ndo a terapia
fotodinamica, no tratamento de bolsas periodontais residuais em pacientes com Diabetes

Melito tipo 2 (DM2) e periodontite.

Metodologia: Cinquenta e um pacientes diabéticos ndo compensados com periodontite
estagio lll e IV grau C em terapia de manutencao foram selecionados e alocados: grupo RAR
(n=17) - raspagem e aplainamento radicular (RAR) em uma Unica sessdo; grupo BM (n=17) -
RAR em sessdo Unica com aplicagdo do gel de oxigénio ativo (blue®m) no interior da bolsa
periodontal (quantidade de 0,4ml) por 3 minutos, seguido da aspiracdo do gel; grupo
BM+aPDT (n=17) - RAR em sessdo Unica seguida da aplicacdo local de blue®m durante 3
minutos, aspiracdo do gel e irrigagdo da bolsa com azul de metileno (100 pg/ml), e apds 1
minuto irradiacdo com laser de diodo (AlGalnP, 660+10 nm) durante 50 segundos.
Parametros clinicos peridontais, presenca de bolsas residuais e niveis séricos de
hemogloblina glicada, analise imunoldgica e microbioldgica foram avaliados. Todos os dados

foram submetidos a andlise estatistica (a=5%).

Resultados: Foi verificada reducdo de SS aos 90 e 180 dias no grupo BM+aPDT (p<0,05). A
porcentagem de sitios com PS > 4mm reduziu aos 90 dias no grupo BM+aPDT e grupo BM,
enquanto que aos 180 dias, apenas o grupo BM, apresentou redugdo (p<0,05). Grupo RAR e
BM+aPDT apresentaram reducao de bolsas residuais aos 90 e 180 dias, enquanto que o
grupo BM, apresentou reducdo somente aos 90 dias (p<0,05). O grupo BM+aPDT foi capaz
de reduzir niveis de TNF-a aos 90 dias. Ndo foram detectadas diferencas entre os niveis de P.

gingivalis e P. intermedia.

Conclusao: Conclui-se que o uso do gel de liberagdo de oxigénio ativo associado ou nao a
aPDT promoveu beneficios clinicos adicionais no tratamento de bolsas residuais em

individuos com DM2.
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1.2 Introducgao

A periodontite é uma doenca inflamatdria crénica caracterizada pela inflamacao
associada a disbiose microbiana, mediada pelo hospedeiro, que resulta em perda dos
tecidos de suporte dental.! A disbiose ocorre devido ao processo de sucessdo microbiana
que é influenciado pela inflamac3o na bolsa periodontal.? Sua prevaléncia global para a
periodontite severa é estimada em 11,2% da populacdo, sendo que a periodontite leve
chega a indices de até 50% da populacdo mundial.? Muitas condi¢des e doencas sistémicas
podem afetar o desenvolvimento da periodontite, influenciando negativamente o aparato
de insercdo periodontal.* A Diabetes Melito (DM) é considerada como um fator modificador
da periodontite, sendo que o controle glicémico do paciente influencia na graduacdo da

periodontite.*

A DM também é uma doenca cronica associada a inflamacgdo, altamente prevalente
na popula¢do mundial, sendo considerada um problema de sadde publica.> Em 2017, 451
milhGes de individuos apresentavam DM no mundo, sendo que até 2045 estima-se que este
nimero chegue a 693 milhdes de pessoas.> Dentro de suas divisdes diagndsticas, a maior
parte da populagdo diabética apresenta a DM tipo 2 (DM2) que esta associada muitas vezes
a obesidade e inatividade fisica, resultando na resisténcia a a¢do da insulina.® H& uma
relacdo bidirecional entre a periodontite e a DM2.” Ambas as condi¢des estdo associadas a
alteracbes no sistema imuno-inflamatdrio.® Em uma anélise sistémica, niveis de citocinas
pro-inflamatérias, como interleucina (IL) -1, IL-6 e fator de necrose tumoral-a (TNF-a)
apresentam-se acentuados no DM2 e na periodontite, desencadeando uma cascata de
eventos que resultam em maior destruicdo dos tecidos periodontais.® Pacientes com valores
de hemoglobina glicada (HbAlc) superiores ou iguais a 7%, tendem a apresentar maior

desenvolvimento e progressio da periodontite.®

As etapas do tratamento periodontal englobam o controle do biofilme supragengival
associado a motivacdo do paciente e reducdo dos fatores de risco, seguido pelo controle do
biofilme subgengival.> Nos casos em que apds o tratamento ainda persistem bolsas
periodontais PS>4mm com SS ou bolsas profundas (PS=26mm), ha a necessidade de
reintervencdo, seja ela cirurgica ou associada a terapias coadjuvantes.? Pacientes diabéticos
descompensados com periodontite tendem a responder de forma menos efetiva ao

tratamento n3o cirdrgico, do que pacientes n3o diabéticos ou diabéticos compensados.!°
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Estes individuos apresentam maior numero de bolsas residuais apds a raspagem e
alisamento radicular (RAR), que sdo consideradas um desafio para o tratamento

convencional'! e preditor da progressdo da periodontite.*?

Dessa forma, o uso de terapias coadjuvantes deve ser considerado, em especial, no
tratamento de diabéticos ndo compensados, devido alteracdes no reparo de tecidos bucais,
em funcdo do aumento da producgdo de espécies reativas de oxigénio, TNF-a e AGEs que
pode ter efeitos diretos em osteoblastos e fibroblastos, reduzindo formacao de colageno, ou

indiretamente, agravando a inflamac3o e apoptose de células produtoras de matriz.3!

O mecanismo através do qual a terapia fotodindmica antimicrobiana (aPDT) atua
sobre os microrganismos envolve a utilizacdo de um agente fotosensibilizador, fonte de luz e
presengca de oxigénio. Quando iluminado por uma fonte de luz com determinado
comprimento de onda, o fotoantimicrobiano ligado a célula-alvo absorve energia. Ocorre
uma rea¢do com as moléculas de oxigénio presentes e producdo de substancias como
oxigénio singleto e radicais livres, citotdxicos a varios microrganismos.!* A aPDT resulta na
producdo principalmente de oxigénio singleto,’® que pode atuar em bactérias, virus,
protozodrios e fungos.'* Dentre as vantagens da aPDT incluem-se a baixa probabilidade de
provocar resisténcia bacteriana, ser um procedimento clinico local ndo invasivo de curta
duracdo, que ndo causa danos aos tecidos moles adjacentes,*® apresentar baixo custo e ser
de facil utilizacdo,” além de apresentar beneficios no tecido advindos da ac¢do do laser de

baixa poténcia que estd associado a aPDT, promovendo a fotobiomodulacgdo.

Uma outra terapia coadjuvante que vem sendo pesquisada é a aplicacdo tépica de
produtos de libera¢do de oxigénio ativo na periodontite e peri-implantite.'®'° A aplica¢do
tépica do gel de liberacdo de oxigénio ativo no interior da bolsa periodontal é capaz de
liberar Oy, sem liberar radicais de O, como em solugdes de perdxido de hidrogénio (H20,), e
sem induzir danos ao DNA das células da mucosa, ou carcinogénese.?° Isso por que o gel de
liberacdo de oxigénio ativo apresenta em sua composi¢cdo o perborato de sédio, sendo este
componente capaz de gerar baixa concentracdo de perdxido de hidrogénio (H20;) em
solucdes aquosas. Arito covid e 35 que peguei35. A férmula do blue®m fornece liberacado
controlada de oxigénio ativo (0,5-1% H202) sem gerar radicais hidroxilicos.?* Estudos in vitro
demonstraram que o gel de liberacdo de oxigénio ativo pode obstruir o crescimento e

desenvolvimento de bactérias periodontopatogénicas bem reconhecidas como P. gingivalis,
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T. Forsythia, P. intermedia e E. notadum, em modelo in vitro de biofilme subgingival
multiespécie.?? Além disso, em avaliacdo clinica, a formula do blue®m mostrou eficécia
antimicrobiana contra a colonizacdo e crescimento de biofilmes patogénicos associados a
infecgdes bucais, sendo assim poderia ser uma terapia coadjuvante indicada no tratamento

das bolsas periodontais ativas. 22

Frente a necessidade de terapia coadjuvantes que auxiliem no controle de bolsas
residuais durante a terapia de manutencdo em pacientes diabéticos descompensados, a
hipdtese do presente estudo é de que o uso associado da aPDT com o gel de liberacdo de
oxigénio ativo seja eficiente como coadjuvante ao tratamento da periodontite em pacientes
diabéticos tipo 2, podendo promover beneficios clinicos, microbioldgicos e melhora no

controle da resposta imunoinflamatéria em pacientes diabéticos e com periodontite.

Diante destes fatos e da escassez de estudos que avaliaram o efeito do gel de
liberagdo de oxigénio ativo e da aPDT no tratamento de bolsas residuais em diabéticos ndo
compensados, constitui objetivo do presente estudo avaliar por meio de estudo clinico
controlado randomizado, um protocolo de terapia de manutencao utilizando aPDT associada
ou ndo ao uso local do gel de liberacdo de oxigénio ativo, como terapia coadjuvante ao
tratamento periodontal ndo cirdrgico de bolsas residuais em individuos com DM2 nao

compensada.
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1.3 Metodologia

1.3.1 Desenho experimental

Este estudo clinico controlado randomizado paralelo, duplo-cego realizado em um
Unico centro comparou a eficacia da oxigenioterapia associada ou ndo ao uso da aPDT,
desenvolvido de janeiro de 2019 a dezembro de 2021. O projeto foi submetido e aprovado
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Odontologia de Aracatuba, UNESP (CAAE:
16297119.2.0000.5420). Além disso, foi registrado no International Clinical Trials Registry
Platform (U1111-1235-9625), no SISGEN (A9F5EOB) e seguiu as orientacdes do Consort

Statement para estudos clinicos.?

1.3.2 Calculo da amostra

O tamanho da amostra foi calculado para fornecer 80% de poder para reconhecer
uma diferenca significativa de 1 mm no nivel clinico de inser¢ao entre os grupos e assumindo

um desvio padrdao de 1 mm (www.lee.dante.br). Sendo assim, um total de 14 pacientes

seriam necessarios?* e considerando uma perda de 20% foram incluidos 17 pacientes por

grupo, resultando em um total de 51 pacientes.

1.3.3 Selecao da amostra

Cinquenta e um pacientes com periodontite e com diagndstico médico de DM2 nao
compensados (HbAlc > 7,0 %), em terapia de manutengdo periodontal foram recrutados da
Clinica de Saude Bucal e Sistémica da Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade
Estadual Paulista (UNESP), Sdo Paulo, Brasil. Os pacientes preencheram um questionario
completo sobre a sua saude geral e bucal. Todos os pacientes foram individualmente
informados sobre a natureza do estudo e assinaram o termo de consentimento livre e
esclarecido aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa em Humanos, da Faculdade de

Odontologia de Aragatuba.

Os critérios de inclusao do estudo foram os seguintes: pacientes de ambos os sexos
com idade entre > 30 e < 70 anos;? diagndstico de periodontite estagio Il e IV Grau C;* que

tenham realizado tratamento periodontal no periodo maximo de 3 meses com no minimo 4



http://www.lee.dante.br/
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sitios com PS >4mm? % com SS; pacientes diagnosticados com DM2 (HbAlc > 7,0%);

apresentar no minimo 15 dentes, excluindo os terceiros molares.

Os critérios de exclusao foram: fumantes ou ex-fumantes hd mais de 5 anos;
pacientes com anemia; paciente com cancer ativo e histérico de quimioterapia; histéria de
antibioticoterapia nos 6 meses anteriores; histéria de terapia com anti-inflamatério nos
ultimos 6 meses; paciente com desordens sanguineas; gravidez; paciente em tratamento

ortodénticol” e pacientes que necessitam de antibioticoterapia profilatica.?

Além do diagndstico médico de DM2, todos os pacientes realizaram exame de
hemoglobina glicada e glicemia em jejum em laboratério de analises clinicas terceirizado,
previamente ao inicio do tratamento, para confirmagao dos niveis de HbAlc > 7,0 %, para

serem incluidos no estudo.

1.3.4 Calibragao do examinador

Previamente as avaliacOes clinicas periodontais, foram realizados os procedimentos
de calibragcdo de um examinador cego aos tratamentos efetuados nos respectivos pacientes.
Para tanto, 10 individuos foram examinados duas vezes, com uma semana de diferenca
entre os exames. Foram realizadas andlises de PS e NIC em seis sitios por dente e os dados
foram submetidos ao teste Kappa. Foi verificado o valor de 0,87 no teste Kappa, certificando

concondancia intra examinador.?®

1.3.5 Desenho experimental e tratamento

v

Os cinquenta e um pacientes com periodontite e DM2 ndao compensada (HbAlc

7,0%) que estavam em terapia de manutencdo periodontal foram selecionados. Apds

Q

inclusdo no estudo, todos os participantes receberam informacdes detalhadas sobre a
etiologia da doenca periodontal, sobre a relacdao bidirecional entre DM2 e periodontite e
reinstrucao de higiene bucal individualizada. Para que os pacientes estivessem instalados em
um protocolo de terapia de manutencdo, todos receberam inicialmente RAR e apds 60 dias
foram distribuidos em um dos 3 grupos para tratamento das bolsas residuais. Os pacientes

foram alocados em um dos grupos de tratamento utilizando um sistema de aleatorizacao
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online (www.sealedenvelope.com), sendo enumerado um envelope pardo para cada

paciente, onde continha a informacdo sobre qual grupo o mesmo pertenceria. Todos os
sitios com PS> 4mm e SS foram designados a receber um dos tratamentos, de acordo com o
grupo ao qual o paciente pertencia: Grupo RAR (n=17) - raspagem e aplainamento radicular
(RAR) em uma Unica sessdo com ultrassom* e curetas Graceyt ; Grupo BM (n=17) - RAR em
sessdo Unica seguida da aplicagdo topica no interior da bolsa periodontal com o gel de
liberacdo de oxigénio ativo} (quantidade de 0,4ml) durante 3 minutos logo apds a RAR%;
Grupo BM+aPDT (n=17) - RAR em sessao Unica, seguida da aplicacdo local do gel de liberacdo
de oxigénio ativot (quantidade de 0,4mL) durante 3 minutos, seguida de irrigacdo da bolsa
com azul de metileno§ (100 pg/mL) e apds 60 segundos irradiacdo com laser de diodo de
Aluminio Gdlio Indio Fésforo|| (AlGalnP; 660 + 10 nm) durante 60 segundos, totalizando 166
J/cm?, energia de 5 J, com poténcia de 100 mW (comprovada por medidor de poténcia)q e
fibra éptica com didmetro de saida de 0,03 cm?. 2> A fibra do laser foi introduzida no interior

da bolsa periodontal e posicionada paralelamente ao longo eixo do dente.?/2>26

Os procedimentos clinicos, coleta microbiolégica, imunolégica e tratamento de RAR
de todos os grupos foram realizados por um operador (M.M.C), enquanto que os
tratamentos coadjuvantes foram realizados por um segundo operador (J.V.R.S.). Apds a RAR,
os envelopes que continham o grupo ao qual o paciente pertencia eram abertos e entdo o

segundo operador, realizava o tratamento especificado.

Os pacientes foram chamados uma semana ap0ds o procedimento para avaliacdo do
tratamento periodontal, onde foi realizada inspecdo clinica dos tecidos periodontais, para
verificacdo de possivel presenca de abscessos periodontais, eritema, edema, descamacgao
gengival, prurido, presencga de sensibilidade e aumento de mobilidade dentaria, relacionados
a terapia. Quaisquer relatos dos pacientes apds o tratamento foram anotados nas fichas

nesta sessao.

1.3.6 Desfechos clinicos primario e secundarios

Os parametros clinicos periodontais de ganho de NIC e reducdo do nimero de bolsas
periodontais foram considerados como desfecho primario deste estudo. Jd4 os desfechos

secundarios foram: nimero de dentes; PS, SS ¥’ em todos os seis sitios dos dentes na
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cavidade oral, excluindo os terceiros molares; indice de placa (IP), considerando 4 sitios dos
dentes na cavidade bucal; bolsas residuais, sendo elas sitios com PS >5mm e SS;?8
guantificacdo de P. intermedia e P. gingivalis, niveis de marcadores imuno-inflamatdrios IL-
1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e INF-y niveis de hemoglobina glicada (HbA1lc). Todos estes
parametros clinicos foram realizados com sonda periodontal milimetrada# e anotados.
Todos os exames clinicos foram realizados por um Unico examinador previamente

calibrado? e cego ao estudo, no baseline, 90 e 180 dias apds os tratamentos.

1.3.7 Coleta microbiolégica

Foram coletadas amostras de biofilme subgengival de duas bolsas com PS > 4 mm
com SS no baseline, aos 90 e 180 dias no pds-tratamento, as quais receberam um dos trés
tratamentos propostos. Para a coleta nos sitios experimentais foi removido o biofilme
supragengival, seguido de irrigagdao leve, secagem e isolamento relativo com rolete de
algod3do. Cones de papel absorventes estéreis (# 30)** foram introduzidos no sulco gengival,
em direcdo apical até que uma leve resisténcia fosse sentida, permanecendo no local por 30
segundos.?® A partir da inser¢cdo de 2 cones de papel no sulco gengival dos pacientes
submetidos aos tratamentos propostos, foram obtidas amostras de biofilme, sendo inseridas

em microtubos seco e congeladas a -80°C.

1.3.8 Coleta do fluido gengival para analise de marcadores imunoinflamatérios

A coleta do fluido crevicular gengival de todos os individuos envolvidos na pesquisa
foi realizada da mesma forma que a coleta microbioldgica, sendo que os cones de papéis
coletados inicialmente, foram separados para a analise imunoldgica. Apds remocdo da
porgdo supragengival do biofilme, foram introduzidos 2 cones de papéis (# 30)** no interior
da interface dente/tecidos periodontais e mantidos durante 30 segundos. Os cones de
papéis foram, entdo, colocados em eppendorfs secos, codificados para cada um dos

individuos e periodos experimentais estocadas em freezer -80 C para posterior anélise.3°
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1.3.9 Analise dos resultados
1.3.9.1 Andlise clinica

Apds a tabulacdo dos periogramas, foram obtidas porcentagens de sitios com PS
categorizados em PS < 3mm e PS 2 4mm e NIC categorizados em NIC £ 3mm, NIC = 4-5mm e
NIC 2 6mm. Os dados categodricos de IP e SS de boca toda foram transformados em
porcentagens.”® A enumeracdo de bolsas residuais com PS > 5 mm e SS por paciente foi
avaliada em cada tratamento e periodo, por representar a extensdo e o grau de sucesso do
tratamento periodontal realizado.3! Aos 90 e 180 dias apds o tratamento foi determinado o
numero de pacientes que atingiram o endpoint com < 4 sitios com PS > 5mm apés o

tratamento.!?

1.3.9.2 Andlise glicémica

Amostras de sangue periférico foram coletadas para analise dos niveis de HbAlc por
laboratdrio de analises clinicas especializado e padronizado, antes do tratamento e aos 180

dias apds o tratamento.

1.3.9.3 Andlise e processamento microbiologico

As amostras foram submetidas a extragdao do DNA gendmico, utilizando o protocolo
de fenol-cloroférmio3? e ressuspenso em tampdo TE com 10ug/mL de RNAse. O DNA foi
quantificado e ajustado para uma concentracdo de 20 ng/mL usando um espectrofotometro
de 260 nm.3?2 Os microrganismos Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis) e Prevotella
intermedia (P. intermedia) foram quantificados, utilizando primers e condi¢cdes de reacdes
especificos. Foi utilizado Sistema de PCR em tempo real (Illumina Eco TM 48 Real Time PCR
System)tT, sendo a mistura de reacdao do PCR composta por 5 pl de qPCR Green Master Eva
Fast Greent, 0,6 pl de primers misturados, 3,5 pl de agua deionizada e 1 pl de DNA. As
curvas padrdo e os limiares de ciclo foram gerados a partir de diluicdes em série de DNA de
cepas ATCC padrdo. Apds o ciclo final, a andlise da temperatura de fusdo foi realizada em
todas as amostras amplificadas. Os resultados foram normalizados contra o gene 16S rRNA,

que representou o DNA bacteriano total, como contagem (ng/mL).2® As andlises
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microbioldgicas foram conduzidas por um examinador cego ao exame clinico e a alocacdo

dos pacientes nos grupos (M.M.C.).

1.3.9.4 Analise e processamento imunolégico

Aliquotas de cada amostra de fluido gengival foram submetidas a andlises para
deteccdo de IL-1B, IL-4, IL-6, IL-10, IL-17, TNF-a e INF-y pela tecnologia Luminex/MAGpix, a
gual permite determinar a presenca e quantificar de forma absoluta a concentracdo de
diferentes marcadores em uma mesma amostra. Para tanto, as analises foram realizadas em
placas de 96 pocos, com o auxilio de painéis de alta sensibilidade§§, seguindo as instrucoes
do fabricante. Brevemente, os pogos foram lavados com tampado de lavagem e aspirados.
Microesferas exclusivas conjugadas a anticorpos monoclonais contra os diferentes analiticos
a serem analisados foram adicionadas nos pogcos. Amostras e reagentes para a curva padrao
foram pipetados nos pogos e incubados overnight a 4°C. Os pogos foram, entdo, lavados e
uma mistura de anticorpos secundarios foi adicionada. Apds a incubacdo por 1 hora, a
deteccdo final foi feita através de um terceiro marcador fluorescente, Estreptavidina-
Ficoeritrina (PE) ligada ao anticorpo de detecgdo. O equipamento Luminex/MAGpix
movimentou estas esferas em fila Unica através de feixes de dois lasers diferentes em um
citobmetro de fluxo. A concentragdo de cada analitico foi expressa em pg/mL. Amostras com
guantificacdo abaixo do limite de deteccdo da andlise foram registradas como “zero” e
amostras acima do limite de quantificacdo da curva padrao foram registradas com valor igual
ao maior valor da curva. As andlises dos imunomarcadores foram conduzidas por um

examinador cego ao exame clinico e a alocacdo dos pacientes nos grupos (R.V.C.).

1.3.10 Analise estatistica

Os dados clinicos periodontais, imunolégicos e microbioldgicos foram apresentados
através de média (desvio padrdo) e a andlise intra-grupo ao longo do tempo (Baseline, 90 e
180 dias) foi determinada pelo teste de Friedman e Dunn (parametros clinicos) e teste
Wilcoxon para HbAlc. A andlise entre os grupos foi realizada através do teste KrusKal-Wallis
para parametros clinicos periodontais e HbA1lc. As andlises inter-grupos e intragrupo para o

parametro de bolsas residuais (PS>4mm com SS) foi executada através do teste de ANOVA
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(um critério). As diferencas nos percentuais de homens e mulheres e de individuos que
alcancaram o endpoint clinico para o tratamento (<4 sitios periodontais com PS > 5 mm)
foram avaliados pelo Teste Exato Qui-quadrado. A comparacdo de idade dos pacientes foi
realizada através do teste de ANOVA (um critério). Para analise da normalidade de todas as
varidveis, o teste Kolmogorov-Smirnov foi aplicado. Os dados foram analisados através do

programa estatistico|||| sendo considerado o nivel de significancia 5% (p<0,05).
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1.4 Resultados

Todos os 51 pacientes selecionados foram submetidos aos tratamentos propostos,
sendo 56,7% mulheres e 43,3% homens, entre 41 e 68 anos. Destes, ndo foram reavaliados 6
pacientes aos 180 dias, pelo fato de 3 pacientes terem tomado antibiético e 3 pacientes nao
compareceram para reavaliacdo, sendo incluidos 15 pacientes por grupo para a analise
(Figura 1). Nao foram detectadas diferencas entre os grupos nos dados demograficos (idade

e sexo) e nenhum paciente reportou efeito adverso apds o tratamento (Tabela 1).

1.4.1 Achados clinicos

Os grupos apresentaram média de HbAlc superior a 8% no baseline (Tabela 1). O
grupo BM apresentou redugdo significante nos niveis de HbAlc aos 180 dias apds o

tratamento (p<0,05) (Tabela 1).

Na anadlise intergrupo ndao foram detectadas diferenga estatisticamente significantes
entre os grupos em todos os parametros clinicos periodontais no baseline, 90 e 180 dias
apds o tratamento (p> 0,05) (Tabela 2). Na analise intragrupo o IP apresentou reducdo
estatisticamente significante aos 90 dias no grupo BM+aPDT (p=0,04) e aos 180 dias no
grupo RAR (p=0,04), quando comparado com o baseline (Tabela 2). Com relacdo aos dados
de SS, apenas o grupo BM+aPDT apresentou redugdo estatisticamente significante em
ambos os periodos pds-operatdrios, quando comparado com o baseline (90 dias, p=0,03;
180 dias, p=0,01) (Tabela 2). A porcentagem de sitios com PS > 4mm apresentou reducao
estatisticamente significante aos 90 dias no grupo BM+aPDT e em ambos os periodos pds
tratamento no grupo BM, comparados ao baseline (p= 0,0243) (Tabela 2). Além disso, o
grupo BM+aPDT apresentou reducdo estatisticamente significante na porcentagem de

bolsas residuais aos 180 dias, quando comparado com baseline (p=0,0411) (Tabela 2).

Na tabela 3 é possivel observar a média bolsas periodontais (PS 24mm) e médias de
NIC das bolsas tratadas no baseline. Foi verificada reducdo estatisticamente significante na
PS aos 90 dias (p=0,0022, p=0,0005; p=0,0005) e 180 dias apds o tratamento, no grupo RAR,
BM e BM+aPDT (p=0,0022; p=0,0078, p=0,0411) (Tabela 3). Da mesma forma, houve ganho
de insercgdo clinica nos 3 grupos avaliados, aos 90 (p=0,0042, p=0,0003; p=0,0105) e 180 dias
(p=0,0318; p=0,0078, p=0,0411) apds o tratamento, comparado com o baseline (Tabela 3).
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Com relacdo ao alcance do endpoint clinico’? (Tabela 4), aos 90 dias apds o
tratamento, 40 % dos pacientes do grupo RAR alcancaram < 4 sitios com PS > 5mm,
enguanto que no grupo BM+aPDT esse percentual foi de 53,3% e no grupo BM foi de 60,0%.
Aos 180 dias apds o tratamento o grupo RAR e BM apresentaram 53,3% dos pacientes com <

4 sitios com PS > 5mm e no grupo BM+aPDT 46,67% obtiveram o éxito (Tabela 4).

1.4.2 Achados imunolégicos e microbiolégicos

Na avaliagdao intergrupo da analise imunoldgica, ndao foram detectadas diferengas
estatisticamente significantes entre os grupos nos 3 periodos de avaliacdo (p>0,05).
Entretanto, na andlise intragrupo houve reducdo estatisticamente significante nos niveis de
TNF-a no grupo BM+aPDT apenas aos 90 dias apds o tratamento periodontal (p= 0,03)
(Tabela 5).

Com relagdo aos achados microbioldgicos, nenhuma diferenca estatisticamente
significante foi verificada entre os grupos de tratamentos no baseline, 90 e 180 dias (p>0,05)
(Tabela 6). Além disso, ndo foram detectadas diferencas intragrupo nos periodos avaliados

(p>0,05) (Tabela 6).
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1.5 Discussao

Este estudo clinico controlado randomizado propés o uso de terapias locais
coadjuvantes ao tratamento periodontal ndo cirurgico em bolsas periodontais residuais de
pacientes diabéticos descompensados com periodontite, visando a ndo resisténcia
bacteriana. Dentre as terapias, o uso do gel de liberacdo de oxigénio ativo isolado como
terapia periodontal coadjuvante foi capaz de reduzir a porcentagem de sitios com PS24mm
aos 90 e 180 dias apds o tratamento, reducdo na HbAlc e de bolsas residuais periodontais
aos 180 dias. Ja a associacdo do gel de liberacdo de oxigénio ativo com a aPDT, resultou em
reducao do nimero de sitios com PS24mm e niveis de TNF-a aos 90 dias apds o tratamento,
sendo também capaz de reduzir SS e o nimero de bolsas residuais aos 90 e 180 dias de

acompanhamento.

Poucos estudos tem avaliado o efeito da terapia de manutencdo periodontal em
pacientes diabéticos.333® Dentre as condutas, tem sido avaliadas terapias coadjuvantes
como uso de antibidtico local,3® comparacdo entre tratamento cirirgico e n3o cirurgico3* e

terapia fotodindmica antimicrobiana.3?

O gel de liberagdo de oxigénio ativo utilizado apresenta em sua composi¢ao
perborato de sddio, lactoferrina, enzima oxidase glicose derivada de mel e xilitol.3® Dentre as
fungdes do oxigénio, podem ser citadas fung¢des vitais no metabolismo celular, como
geracdo de energia, reepitelizacdo, angiogénese, sintese de coldgeno, além de também
promover a morte bacteriana através de oxidac¢do.3” Dessa forma, com a entrega de 0,015%
de 0O? nos tecidos, o gel pode auxiliar no processo de morte celular bacteriana e reparo
tecidual, promovendo angiogénese e o desenvolvimento da matriz extracelular,
aumentando proliferacdo de fibroblastos e macréfagos.3®Estas funcbes podem ter
influenciado na reducdo das bolsas periodontais tanto no periodo de 90 dias, quanto aos 180

dias pds tratamento, frente a remissao da doenca periodontal.

No grupo BM também observou-se reducdo de 0,4% de HbAlc aos 180 dias. A
periodontite tende a prejudicar o controle glicEmico de individuos com DM2, ao passo que o
tratamento periodontal pode melhorar o controle glicémico em pacientes com DM2.37 Tais
fatos podem ser justificados pois o tratamento periodontal bem sucedido resulta na reducao

da inflamac3o do tecidos periodontais e sistémica, melhorando o controle metabdlico.3®
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Estudo aponta uma reducdo média de 0,36% da HbAlc aos 3 meses pds tratamento,
estimando que esta redugdo obtida em um curto periodo de tempo seria equivalente ao uso
de um segundo medicamento para o tratamento da hiperglicemia.” Reducdes de HbA1lc
sustentadas a um maior tempo apds o tratamento periodontal n3ao cirdrgico, podem

contribuir para reducdo de mortalidade e morbidade.’

Frente ao SS, somente o grupo BM+aPDT apresentou reducgao significante aos 90 e
180 dias, assim como achados prévios de outro estudo que também verificou reducao
significante do SS com uso de aPDT em bolsas residuais de pacientes com DM2.3> Quando
analisado o uso da aPDT no tratamento da periodontite em pacientes ndo diabéticos, alguns
estudos apontam reducdo do SS aos 90 dias e 180 dias,?* enquanto que outros estudos

observaram esta reducdo somente em 90 dias'! ou somente em 180 dias*® pds tratamento.

A aPDT tem sido proposta no tratamento de infec¢des, dentre elas a periodontite.*!
Seu principio bdsico é a combinac¢do de luz visivel ou préxima de infravermelho, oxigénio e
um fotoantimicrobiano que seja capaz de absorver e transferir energia ou elétrons apds
absorcdo de luz ao oxigénio molecular para a geracdo de espécies reativas de oxigénio, as
quais s3o tdxicas para microrganismos periodontopatogénicos.*> No protocolo utilizado
neste estudo, foi selecionado como fotoantimicrobiano o azul de metileno na concentragao
de 100 pg/mL e o laser de diodo de Aluminio Gdlio indio Fésforo (AlGalnP; 660 + 10 nm). O
tempo de pré-irradiacdo e de irradia¢do foi de 60 segundos, totalizando 166 J/cm?, energia
de 5 J, com poténcia de 100 mW sendo utilizada fibra éptica posicionada no interior da bolsa
periodontal com didmetro de saida de 0,03 cm?2.2> A utilizacdo do BM previamente a aPDT é
justificada pela possibilidade de aumentar a liberacdo de oxigénio ativo em areas mais
profundas do interior da bolsa periodontal, o que poderia favorecer o processo da aPDT por
aumentar a concentracdo do oxigénio e aumentar a formacao de espécies reativas de

oxigénio nos tecidos periodontais.

O uso coadjuvante da aPDT no tratamento da periodontite e em bolsas residuais tem
sido investigado, uma vez que esta terapia é indolor, local e tem pouco potencial em
desenvolver resisténcia microbiana.*> A resisténcia bacteriana é uma das preocupacdes
mundiais, uma vez que, infec¢des causadas por bactérias resistentes a antibidticos, estao
entre as principais causas de morte para pessoas de todas as idades atualmente.*3 Até o

presente  momento, os resultados obtidos pelos estudos clinicos apresentam-se




31

Tese de Doutorado

contraditérios. Alguns estudos demonstram beneficios clinicos em PS, NIC e SS,304445
enquanto que outros autores, ndo puderam sustentar tais achados.*®*” Quando analisada a
eficacia da aPDT no tratamento de bolsas residuais de pacientes sistemicamente saudaveis,
estudos apontam melhora nos parametros clinicos de SS, PS e NIC, quando comparados com
a RAR isolada.***> Entretanto, outros autores n3o sustentam tais achados, pois n3o
demonstraram melhoras significantes na associacao da aPDT quando comparado com a RAR

isolada.?’

Além da analise de bolsas residuais, foi determinada a porcentagem de pacientes que
atingiram o endpoint clinico, sendo estabelecido como a presenca de <4 sitios com PS>5mm
apds o tratamento.'? Aos 90 dias, 60% dos pacientes do grupo BM alcangaram o endpoint,
enquanto que no grupo BM+aPDT esse percentual foi de 53,3% e no grupo RAR 40%. Ja aos
180 dias, 53,3% dos pacientes dos grupos RAR e BM atingiram o endpoint, enquanto que no
grupo BM+aPDT essa porcentagem foi de 46,67%. Aos 90 dias pds tratamento, os grupo
onde foram associadas terapias coadjuvantes, obtiveram mais de 50% de alcance do
endpoint clinico. Aos 180 dias apds o tratamento, houve uma reducdo desse percentual,
demonstrando a necessidade dos pacientes com DM2 serem mantidos em terapia de
manutencado, para o controle da taxa de progressao da periodontite e reducdo de possivel

perda dental.*®

Os pacientes selecionados para este estudo eram diabéticos tipo 2 descompensados,
sendo que a média de HbAlc nos grupos BM+aPDT e BM, apresentou-se superior a 8,0%,
caracterizado como um pobre controle glicémico, sendo um agravante para o sucesso do
tratamento periodontal.'® DM2 descompensada esta associada a uma menor melhora dos
pardmetros clinicos periodontais apds tratamento periodontal, quando comparados com

diabéticos bem controlados ou n3o diabéticos.*?

Estudos apontam que ha uma alteracdo nas interacbes subgengivais hospedeiro-
microbianas, sendo que apdés o tratamento periodontal ndo cirdrgico, a restauracdo do
sistema imunoldgico na determinacao da colonizacdo bacteriana é menor e mais atrasada na
hiperglicemia.>® A hiperglicemia também leva a interacbes de AGE-RAGE que modificam
macrofagos em células hiperativas, aumentando a producdo de citocinas proinflamatdrias.>!
No paciente diabético, em especial no diabético descompensado, hd um perfil hiper pré-

inflamatério.>? Citocinas proéinflamatdrias como IL-1B, IL-6, IL-17, IL-23, apresentam-se em
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maiores quantidades neste perfil de paciente.®>? Esse aumento de marcadores inflamatérios
sistémicos é acompanhado por um ambiente pro-inflamatério na regido gengival, o qual

resulta em desequilibrio entre a producido de metaloproteinases e seus inibidores.®

No presente estudo, a reducao de TNF-a foi significativa no grupo BM+aPDT 90 dias
apos o tratamento. Esta citocina pré-inflamatdéria atua em diversas fun¢cbes como na
producdo de prostaglandina, proteases, estimulando a reabsorcao éssea, desempenhando
um importante papel na resposta imuno-inflamatdria, desencadeada por infecgdes.>3
Apresenta-se como um importante mediador da inflamacdo e quando expresso em niveis
elevados, pode estimular o desenvolvimento de inflamag&es cronicas.>> Nossos achados s3o
corroborados com resultado de outro estudo clinico randomizado em pacientes
sistemicamente sauddveis, que comparou a eficdcia da aPDT com raspagem em campo
aberto no tratamento de bolsas residuais e que também observou reducao significante nos

niveis de TNF-a nos pacientes tratados com aPDT.>*

A colonizagdo subgengival por microrganismos em individuos hiperglicémicos,
apresentam diferencas em sua constituicdo, quando comparados a individuos
normoglicémicos.>® Sabe-se que bactérias orais apresentam um papel pivd na etiologia da
periodontite.>> Dentre os periodontopatégenos, foram selecionados neste estudo para
avaliacido a P. gingivalis e a P. intermedia. Estas bactérias sdo consideradas
periodontopatégenos, sendo a P. gingivalis incluida no complexo vermelho e a P. intermedia
no complexo laranja.”® A P. gingivalis apresenta caracteristicas de viruléncia que afetam de
forma sistémica o individuo, sendo capaz de desencadear respostas imuno-inflamatérias de
forma direta e indireta em varias partes do organismo.>’ Apds os protocolos de tratamento
das bolsas residuais propostas neste estudo, ndo foram verificadas diferencas significantes
nos periodos de reavaliacdo. Estudo clinico recente, que avaliou a eficacia da aPDT como
tratamento coadjuvante, comparado a raspagem em campo aberto em bolsas residuais>*
evidenciaram reducdo de P. gingivalis com o uso da aPDT. Entretanto, a aPDT ndo foi capaz
de reduzir A. actinomycetemcomitans.>* Embora a terapia periodontal n3o cirurgica n3o seja
capaz de alterar consistentemente a quantidade microbiana,® ela reinicia a interac3o entre
o0 microbioma recém formado e o sistema imuno-inflamatoério, restaurando o sistema

imunoldgico na determinacdo da coloniza¢do bacteriana.® No entanto, quando encontrado
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]
um estado de hiperglicemia, como o apresentado pelos pacientes deste estudo clinico, este

resultado é reduzido e mais lento.>®

Recente estudo in vitro comparou a acao do gel de liberacdo de oxigénio ativo com
clorexidina em biofilme.?? No estudo in vitro foram verificadas reducdes significativas de
bactérias do complexo vermelho como P. gingivalis e Tannarella forsythia e P. intermedia e
E. nodatum do complexo laranja, demonstrando sua efetividade contra bactéria anaerdbias

gram negativas.>®

Dentre as limitagdes do estudo, podemos relatar que seu desenvolvimento ocorreu
durante a pandemia da Covid 19, o que pode ter influenciado de forma significante no
controle da glicemia dos pacientes diabéticos, frente aos efeitos do stress, de alteracdes de
habitos de alimentac¢do e da dieta, uso de medicamentos, falta de controle médico, além do
aumento do sedentarismo.®° Além disso, a falta de estudos a respeito do gel de liberacdo de

oxigénio ativo também se faz uma limitagao.

Além disso, é importante enfatizar que este é o primeiro estudo clinico randomizado
gue avalia a acao do gel de liberacdo de oxigénio ativo associado a aPDT no tratamento de
bolsas residuais de pacientes com DM2. Questbes a respeito destas terapias coadjuvantes
sobre outras bactérias e outras citocinas anti e pré-inflamatdrias, variacdes no protocolo da
aPDT, comparagdo com outras terapias, ainda precisam ser elucidadas. Assim, mais estudos
controlados randomizados devem ser realizados, a fim de elucidar essas questdes, uma vez
gue o desenvolvimento de protocolos de terapias coadjuvantes deve ser muito importante
para minimizar os efeitos deletérios da DM2 n3ao compensada. Dentro das perspectivas
futuras, o desenvolvimento de novos fotoantimicrobianos e o estabelecimento de novos
protocolos de aPDT devem ser realizados na tentativa de alcancar o sucesso desta terapia
como coadjuvante oa tratamento periodontal, ja que alguns resultados mostram-se

promissores.
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1.6 Conclusao

Dentro das limitacdes deste estudo, conclui-se que o uso do gel de liberagdo de
oxigénio ativo associado ou ndo a aPDT promoveu beneficios clinicos adicionais no

tratamento de bolsas residuais em individuos com DM?2.
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+ Excluidos da analise (pacientes que
ndo realizaram acompanhamento) (n=2)

Analisados (n= 15)
+ Excluidos da andlise (pacientes que
ndo realizaram acompanhamento) (n=2)

Figura 1 Flowchart do estudo.
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Tabela 1 Dados demograficos, média e desvio padrdo (M+DP) da Hemoglobina glicada
(HbA1c) no baseline e aos 180 dias apds o tratamento.

RAR BM BM+aPDT p-valor
Varivaveis n=15 n=15 n=15 ok
Caracteristicas Demograficas
Idade, Média (+DP) 57,87 (£ 7,03) 56,20 (£ 6,85) 53,13 (+7,00) 0,1805
Sexo, n (%)
Masculino 7 (46,64) 10 (66,67) 13 (86,67) 0,1011
Feminino 8(53,33) 5(33,33) 2 (13,33)
Dados Bioquimicos, Média
(xDP)
HbA1 (%)
Baseline 8,23 (£ 1,26) 8,91 (+1,33) 8,89 (+1,23)  0,1745
180 dias 8,17 (+ 1,30) 8,49 (+1,40)# 8,56 (+1,16) 0,6180

Legenda: HbAlc: hemoglobina glicada; DP: desvio padrao.

** Valor de p da comparagdo entre os grupos em cada periodo de avaliagdo (teste Kruskal-Wallis).
# Diferencga estatisticamente significante entre baseline e 180 dias, (p< 0,05; teste Wilxocon).
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Tabela 2 Média (desvio padrao) dos parametros clinicos periodontais em cada periodo de

avaliacdo e grupo de tratamento.

RAR BM BM+aPDT p-valor
Variaveis n=15 n=15 n=15 *E
Parametros Periodontais ,
Média (+DP)

Numero de dentes

Baseline 22,27 (+4,06) 21,87 (+3,98) 24,47 (+ 3,07) 0,2111

90 dias 22,0 (£ 4,09) 21,67 (+ 3,90) 24,2 (£ 3,10) 0,2672

180 dias 22,0 (£ 3,96) 21,67 (£ 3,70) 24,2 (£ 3,10) 0,2373
IP (% dos sitios)

Baseline 34,2 (+ 18,25) 30,47 (£ 14,73) 36,67 (£ 16,06) 0,4648

90 dias 28,13 (£ 19,42) 22,67 (£ 14,35) 23,8 (+ 10,14)* 0,8255

180 dias 19,53 (+ 14,01)# 24,33 (+ 14,69) 26,47 (£ 11,96) 0,30581
SS (% dos sitios)

Baseline 35,6 (+ 20,97) 27,53 (£ 10,89) 36,8 (+ 10,56) 0,1080

90 dias 23,4 (£ 10,62) 20,6 (£ 8,11) 22,33 (£ 11,64)* 0,7639

180 dias 20,8 (+ 12,11) 20,67 (+ 11,3) 23,27 (£ 12,94)# 0,7820
PS <3mm (% dos sitios)

Baseline 79,75 (+ 16,32) 82,47 (£ 11,38) 80,28 (+ 10,8) 0,7983

90 dias 86,84 (+6,02) 88,83 (+10,11)* 89,24 (+ 6,20)* 0,1988

180 dias 87,2 (+7,35) 89,73 (x 7,58)# 86,49 (+ 7,15) 0,3801
PS > 4mm (% dos sitios)

Baseline 20,25 (£ 16,32) 17,53 (+ 11,38) 19,72 (+ 10,80) 0,7983

90 dias 13,16 (+6,02) 11,17 (+10,11)* 10,76 (+ 6,20)* 0,1988

180 dias 12,80 (+ 7,35) 10,27 (+ 7,58)# 13,51 (+ 7,15) 0,3801
NIC £ 3mm (% dos sitios)

Baseline 37,27 (+ 13,52) 34,9 (+ 15,10) 28,75 (+ 15,39) 0,2895

90 dias 39,15 (+ 14,76) 40,37 (£ 17,24) 31,07 (£ 17,88) 0,3756

180 dias 41,21 (£ 21,77) 38,49 (+12,3) 31,13 (£ 18,98) 0,3601
NIC = 4-5mm (% dos sitios)

Baseline 43,51 (+ 10,61) 46,85 (+9,79) 49,39 (+ 14,83) 0,5067

90 dias 46,24 (+ 8,11) 45,61 (£ 12,66) 49,44 (+ 12,76) 0,6866

180 dias 44,58 (+16,33) 46,90 (+ 8,99) 49,25 (+ 11,14) 0,8827
NIC = 6mm (% dos sitios)

Baseline 19,23 (+ 17,52) 18,25 (+ 17,76) 21,86 (£ 22,31) 0,9591

90 dias 14,60 (+ 11,19) 14,01 (+ 11,37) 19,48 (+ 21,45) 0,9692

180 dias 14,19 (+ 11,82) 14,6 (+ 10,55) 19,61 (+ 18,81) 0,8761
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PS >5mm e SS (% dos sitios)

Baseline 12,62 (+ 10,55) 7,94 (+ 4,89) 10,55 (£ 6,01) 0,5664
90 dias 11,16 (+ 10,25)* 7,80 (+5,11) 9,36 (5,85)* 0,5661
180 dias 7,23 (£ 5,93)# 6,05 (+ 4,47)# 8,83 (+ 6,09)# 0,6868

*Diferenca estatisticamente significante entre baseline e 90 dias (p< 0,05) teste Friedman.
# Diferenca estatisticamente significante entre baseline e 180 dias (p< 0,05) teste Friedman.
** Valor de p da comparacgdo entre os grupos em cada periodo de avaliagao (teste Kruskal-Wallis).



Tabela 3 Médias (M £ DP) da bolsas periodontais (PS 24mm) e NIC das bolsas tratadas no
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RAR BM BM+aPDT p-valor
Variaveis n=15 n=15 n=15 ok
PS, Média (DP)
Baseline 4,81 (+0,79) 4,70 (£ 0,54) 4,47 (+£0,39) 0,4748
90 dias 3,86 (£1,18)* 3,76 (£ 1,0)* 3,54 (%0,57)* 0,6929
180 dias 3,81(+0,93)# 3,87(%0,93)# 3,55(+0,15)# 0,4618
NIC, Média
(DP)
Baseline 5,59 (%1,52) 5,52 (%1,14) 5,04 (+0,92) 0,5483
90 dias 4,71 (+1,83)* 4,49 (+1,47)* 4,19 (+1,10)* 0,6473
180 dias 4,60 (+1,52)# 4,79 (£1,24)# 4,17 (+1,04)# 0,4419

periodo inicial, 90 e 180 dias apds o tratamento.

** Valor de p da comparacédo entre os grupos em cada periodo de avaliagdo (teste Kruskal-Wallis).

*Diferencga estatisticamente significante entre baseline e 90 dias (p< 0,05) teste Friedman.
# Diferenca estatisticamente significante entre baseline e 180 dias (p< 0,05) teste Friedman.
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Tabela 4 Analise do nimero de pacientes que atingiram o endpoint clinico de < 4 sitios com
PS > 5mm apds o tratamento.

RAR BM BM+aPDT p-valor
Variaveis n=15 n=15 n=15 *x
Endpoint, N (%)
Baseline 0 (100) 0 (100) 0 (100) 1,000
90 dias 6 (40) 9 (60,0) 8(53,3) 0,5366
180 dias 8 (53,3) 8(53,3) 7 (46,67) 0,9149

** Valor de p da comparagdo entre os grupos em cada periodo de avaliagdo (teste x?).
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Tabela 5 Concentragdo do fluido crevicular gengival (proteina pg/mg) de cada marcador nos

grupos RAR, BM e BM+aPDT, no baseline, 90 e 180 dias apds o tratamento (média + DP).

BM

RAR BM+aPDT p-valor

Variaveis n=15 n=15 n=15 *x
IFNy

Baseline 8,031+6,42 9,51+ 8,63 9,25+4,10 0,7357

90 dias 9,85+ 6,93 7,60+5,43 8,52 +5,08 0,5731

180 dias 7,05+5,79 7,54 + 4,97 8,81 +5,03 0,7844
IL-10

Baseline 12,49 +9,10 13,78 +12,79 18,20+ 12,98 0,5685

90 dias 13,46 + 9,57 10,34 + 6,43 12,11 + 9,03 0,5568

180 dias 12,29 +9,70 12,15+ 6,66 17,24 £ 9,01 0,2835
IL-17

Baseline 5,13 +3,52 5,98 £5,19 6,59+4,74 0,8072

90 dias 6,85+4,71 5,74 + 3,5 6,02 £4,01 0,8765

180 dias 5,63 +3,72 5,81+ 3,99 6,04 + 3,65 0,9148
IL-1B

Baseline 548,48 + 823,96 416,09 + 602,42 387,45 £ 396,92 0,9873

90 dias 373,62 £ 312,15 504,17 + 668,77 294,72 £ 417,43 0,5063

180 dias 402,33 + 378,99 441,97 + 692,92 431,21 + 530,37 0,9858
IL-4

Baseline 24,51 + 24,30 35,41 + 35,88 38,06 £ 22,85 0,5529

90 dias 37,18 + 36,13 32,07 £ 25,39 36,48 £ 24,56 0,9143

180 dias 24,37 + 27,64 26,99 £ 22,32 28,62 + 28,08 0,9387
IL-6

Baseline 4,06 £ 4,55 3,60+2,63 7,76 £ 10,06 0,4860

90 dias 3,38+1,49 5,78 £+ 11,62 4,76 £ 5,50 0,6213

180 dias 12,72 + 27,54 5,65+ 8,44 7,85+12,74 0,8563
TNF-a

Baseline 11,64 £ 8,08 13,10 + 14,13 19,95 + 19,55 0,3772

90 dias 13,85+11,48 10,44 +9,38 11,95+ 10,84* 0,7534

180 dias 20,06 £ 19,22 11,79+7,78 17,63 + 18,88 0,4148

** Valor de p da comparacédo entre os grupos em cada periodo de avaliacdo (teste Kruskal-Wallis).
*Diferencga estatisticamente significante entre baseline e 90 dias (p< 0,05) teste Friedman.
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Tabela 6 — Média (+ DP) dos niveis (ng/ml) de Porphyromonas gingivalis e Prevotella
intermedia no baseline, 90 e 180 dias.

50

RAR BM BM+aPDT p-valor

Variaveis n=15 n=15 n=15 *E
Porphyromonas gingivalis

Baseline 0,2391 (+0,58) 1,612 (£3,44) 1,768 (+£3,84) 0,8927

90 dias 0,8518 (+1,59) 0,8524 (+ 1,24) 0,0823 (+0,127) 0,0942

180 dias 0,00648 (+0,0159) 0,9386(+1,189) 1,098 (£2,65) 0,8746
Prevotella intermedia

Baseline 0,0128 (+0,022) 0,00 (+0,0) 0,04903 (+0,05) 0,250

90 dias 0,0338 (+0,06) 0,000014 (+0,00002) 0,0254 (+0,0277) 0,1857

180 dias 0,009524 (+0,0165) 0,0000093 (+0,00016) 0,01658 (£0,02872) 0,999

** Valor de p da comparacdo entre os grupos em cada periodo de avaliacdo (teste Kruskal-Wallis).
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ANEXOS

ANEXO A — Parecer do Comité de Etica

UNESP - FACULDADE DE
ODONTOLOGIA-CAMPUS DE
ARACATUBA/ UNIVERSIDADE ¥ C
ESTADUAL PAULISTA "JULIO

DE MESQUITA FILHO"

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Efeito da associagdo entre oxigénio ativo e terapia fotodinamica no tratamento de
bolsas periodontais residuais em pacientes diabéticos tipo 2: estudo clinico controlado

randomizado
Pesquisador: Leticia Helena Theodoro
Area Tematica:
Versdo: 2

CAAE: 16297119.2.0000.5420
Instituicdo Proponente: Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba - UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.573.719

Apresentagio do Projeto:
A presente proposta constitui-se em estudo clinico randomizado controlado que avaliara, o efeito do gel de

liberacdo de oxigénio ativo associado ou nao a terapia fotodindmica, como terapia coadjuvante no
tratamento de bolsas periodontais residuais em pacientes portadores de Diabetes Melito tipo 2 e de
periodontite. Cinquenta e um pacientes diabéticos nao compensados (HbA1c 7,0 %) com periodontite em
terapia de manutencao e com no minimo 4 bolsas residuais (PS 4 mm) com sangramento a sondagem
serao selecionados e separados aleatoriamente em 3 grupos: grupo RAR (n=17) - raspagem e aplainamento
radicular (RAR) em uma Unica sessao e irrigagao com solugao salina imediatamente apés RAR; grupo
blue®m (n=17) - RAR em sessao (nica com aplicacao local de blue®m (gel blue®m dosagem de 0,4ml) por
5 minutos seguido da aspiragao do gel; grupo blue®m+aPDT (n=17) - RAR em sessao Unica com aplicagao
local de blue®m durante 5 minutos e irriga¢ao da bolsa com azul de metileno (100 g/ml) e apés 1 minuto
irradiagaio com laser de diodo de Aluminio Galio Indio Fésforo (AlGalnP, 660410 nm) durante 50 segundos,
totalizando 166 J/icm?, energia de 5 J, com poténcia de 100 mW e fibra dptica com didmetro de saida de
0,03 cm?, imediatamente apés RAR. Todas as bolsas residuais (PS 4 mm) com sangramento 4 sondagem
de todos os quadrantes serdo tratadas com um dos tratamentos acima
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propostos de acordo com cada grupo. Os pardmetros clinicos de indice de placa visivel, indice gengival,
sangramento a sondagem, profundidade de sondagem, recessao gengival, nivel de insercao clinica,

presenca de bolsas residuais e niveis séricos de hemogloblina glicada serao avaliados. As andlises
imunolégicas e microbiolégica serdo realizadas em no minimo 2 bolsas com PS 4 mm e com presenca de
sangramento 4 sondagem no Inicio, 90 e 180 dias apds o tratamento de manutengdo. Também serdo
realizadas coletas de saliva nos mesmos periodos. Amostras subgengivais serao analisadas pela reagao de
PCR em tempo real (Porphyromonas gingivalis, Prevotella nigrescens, Fuscbacterium nucleatum, Prevotella

intermedia) e a analise imunolbgica sera realizada para quantificar os marcadores IL-1, IL-4, IL-6, IL-8, IL-10,

IL-17, TNF-a e INF-g pela tecnologia Luminex/MAGpix. Os dados clinicos, de hemoglobina
glicada, microbiolégicos e imunolégicos obtidos serdo submetidos & andlise estatistica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario:

Avaliar, por intermédio de estudo clinico randomizado controlado em humanos, a influéncia do efeito
fotodinadmico associado ou nao ao gel de liberagao de oxigénio ativo como coadjuvante ao tratamento de
bolsas residuais em pacientes portadores de diabetes melito tipo 2 nao compensados e periodontite.
Objetivo Secundario:

Analisar o efeito da terapia fotodindmica associada ou nao ao gel de liberagao de oxigénio ativo, na reducao
de periodontopatégenos e na modulacdo da resposta imunoinflamatéria de pacientes portadores de
periodontite e diabetes melito tipo 2 n3o compensados durante a terapia de manutencao.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos: Os riscos referentes a esta pesquisa sao minimos, visto que serfo realizados procedimento de
Raspagem e Aplainamento Radicular (RAR), por especialistas na area. A RAR é um procedimento rotineiro
na odontologia, em que se remove 0s microrganismos presentes supra e subgengivaimente, sendo uma
terapia conservadora. Ja com relagdo 4 aPDT esta é uma técinica atraumatica, indolor, localizada,
especifica, que tem o intuito de eliminar os microrganismos presentes nas bolsas periodontais profundas.
Beneficios: Todos os pacientes serdo beneficiados diretamente por receber o tratamento
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periodontal e orientagdes de higiene bucal, prevenindo o avango da destruicdo periodontal, visto que o
paciente diabético descompensado apresenta maior risco de desenvolvimento e progressado da pericdontite.
Além disto, esperamos que este estudo resulte em informagdes importantes sobre o tratamento da doenga
periodontal, de forma que o conhecimento que sera construido a partir desta pesquisa possa esclarecer o
efeito do uso da terapia fotodinamica associado ao gel de liberagao de oxigénio, onde o pesquisador se
compromete a

divulgar os resultados obtidos, respeitando-se o sigilo das informacdes coletadas, conforme previsto no item
anterior.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa adequada, atendendo as normas do CEP.

Consideragdes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:

TCLE e demais documentos estao corretos, de acordo com as normas do CEP.

Recomendacdes:

As recomendacdes do CEP foram atendidas pela pesquisadora.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Recomendo a aprovagao do projeto de pesquisa.

Conslideracdes Finais a critério do CEP:

Salientamos que, de acordo com a Resolugao 466 CNS, de 12/12/2012 (titulo X, se¢ao X.1., art. 3, item b, e,
titulo XI, secao X1.2., item d), ha necessidade de apresentacao de relatérios semestrais, devendo o primeiro
relatério ser enviado até 01/03/2020.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacao
Projeto Detalhado / | Projetodetalhado_novo.docx 03/09/2019 | Cristiane Duque Aceito
Brochura 17:40:41
Investigador
Cronograma Cronog_novo1.docx 03/09/2019 | Cristiane Duque Aceito

17:40:24
Informagoes Basicas| PB_INFORMAGOES_BASICAS_DO_P | 29/07/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1377077 .pdf 21:35:23
Folha de Rosto folhaderosto.pdf 29/07/2019 |Marina Médolo Aceito
21:34:12 | Claudio
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Projeto Detalhado / | Projetodetalhado.docx 12/07/2019 |Marina Médolo Aceito
Brochura 11:19:48 |Claudio
L Investigador
TCLE/Termos de | TCLE.docx 10/07/2019 |Marina Médolo Aceito
Assentimento / 12:38:15 |Claudio
Justificativa de
Cronograma Cronograma.docx 18/06/2019 [Marina Médolo Aceito
12:46:23 | Claudio
Situacdo do Parecer:
Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
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Assinado por:
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ANEXO B — CADASTRO NO SISTEMA NACIONAL DE GESTAO DO PATRIMONIO
GENETICO E DO CONHECIMENTO TRADICIONAL ASSOCIADO
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ANEXO C — Normas de Publicagdao da Journal of Periodontology

Author Guidelines

Updated June 15 2022

Journal of Periodontology Author Instructions

New submissions should be made via the Research Exchange submission portal. For technical help with the submission
system, please review our FAQs or contact submissionhelp@wiley.com.

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 via the Research Exchange submission
portal. Authors should prepare manuscripts in accordance with the instructions below. Failure to do so may result in delays or
manuscript unsubmission.

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.


https://wiley.atyponrex.com/journal/JPER
https://submissionhelp.wiley.com/
mailto:submissionhelp@wiley.com
https://wiley.atyponrex.com/journal/JPER
https://wiley.atyponrex.com/journal/JPER
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19433670/homepage/forauthors.html#Format
https://aap.onlinelibrary.wiley.com/hub/journal/19433670/homepage/forauthors.html#Style
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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.org) and are
interpreted 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
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http://www.icmje.org/
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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.

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
The Journal of Periodontology no longer accepts submissions of letters to the editor.
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


https://www.perio.org/sites/default/files/files/PDFs/Publications/IRB_Guidelines.pdf
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* 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.

SEARCH ENGINE OPTIMIZATION

For tips on Search Engine Optimization (SEO) and article discovery, please see our SEO guide.

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 numbers in the sequence 23 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.

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. Please see the Journal of Periodontology Conflict of
Interest Form here

Conflict of interest information will not be used as a basis for suitability of the manuscript for publication.
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https://authorservices.wiley.com/author-resources/Journal-Authors/Prepare/writing-for-seo.html
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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/nlmcatalog.

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 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 J 1987;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, Miller RF, Lange DE. Antimicrobial
therapy of peri-implant disease (in German). Z Zahnérztl Implantol 1996;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: DOls 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: https://www.cdc.gov/oralhealth/conditions/periodontal-disease.html.

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.
e
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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, 1, §,
I, 9, # ** 11, etc.

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., SupplementaryFigurel.tif, SupplementaryTablel.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.org 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 section in italics.

« 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.

« Refer to the newest edition of the Glossary of Periodontal Terms published by the American Academy of Periodontology for
preferred terminology.

« Authors are encouraged to use the disease classification as outlined in the Journal of Periodontology, volume 89
supplement (Proceedings of the World Workshop on the Classification of Periodontal and Peri-Implant Diseases and
Conditions).

« Create equations as text, treating any mathematical symbols as special characters and assigning them the Symbol font.

* Measurements of length, height, weight, and volume should be reported in metric units or their decimal multiples.
Temperatures should be given in degrees Celsius and blood pressure in millimeters of mercury. All hematologic and clinical
chemistry measurements should be reported in the metric system in terms of the International System of Units (Sl). Description
of teeth should use the American Dental Association (i.e., Universal) numbering system.

« Statistical methods should be described such that a knowledgeable reader with access to the original data could verify the
results. Wherever possible, results should be quantified and appropriate indicators of measurement error or uncertainty given.
Sole reliance on statistical hypothesis testing or normalization of data should be avoided. Data in as close to the original form as
reasonable should be presented. Details about eligibility criteria for subjects, randomization, methods for blinding of
observations, treatment complications, and numbers of observations should be included. Losses to observations, such as
dropouts from a clinical trial, should be indicated. General-use computer programs should be listed. Statistical terms,
abbreviations, and symbols should be defined. Detailed statistical, analytical procedures can be 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)
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drafting the article or revising it critically for important intellectual content; 3) final approval of the version to be published; and 4)

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).

Wiley’s Author Name Change Policy

In cases where authors wish to change their name following publication, Wiley will update and republish the paper and redeliver
the updated metadata to indexing services. Our editorial and production teams will use discretion in recognizing that name
changes may be of a sensitive and private nature for various reasons including (but not limited to) alignment with gender
identity, or as a result of marriage, divorce, or religious conversion. Accordingly, to protect the author’s privacy, we will not
publish a correction notice to the paper, and we will not notify co-authors of the change. Authors should contact the journal’s
Editorial Office with their name change request.

Conflict of Interest and Financial Disclosure Form

A conflict of interest and financial disclosure form must be submitted by each author (please see the Journal of
Periodontology Conflict of Interest Form here) 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 the registration sites listed
below. The registration number and date of registration should be included in the Materials and Methods section. Starting
January 1, 2016, all clinical trials must be registered prior to initiation (i.e., recruitment) of the trial.

Please see https://www.clinicaltrials.gov/ct2/about-studies/learn#Whatls for more information regarding clinical trials.

» U.S. National Institutes of Health Clinical Trials Registry - http://www.clinicaltrials.gov
» EU Clinical Trials Register - https://www.clinicaltrialsregister.eu
* WHO International Clinical Trials Registry Platform - http://www.who.int/ictrp/en

ANIMAL AND HUMAN TRIALS

All manuscripts reporting the use of human subjects must include a statement that the protocol was approved by the author’s
institutional review committee for human subjects AND that the study was conducted in accordance with the Helsinki
Declaration as revised in 2013. Do not use any designation in tables, figures, or photographs that would identify a patient,
unless written consent from the patient is submitted.

For research involving the use of animals, it is necessary to indicate that the protocol was approved by the author’s institutional
experimentation committee or was conducted in accordance with guidelines approved by the Council of the American
Psychological Society (1980) for the use of animal experiments.

PRODUCT IDENTIFICATION

Use of brand names within the title or text is not acceptable, unless essential when the paper is comparing two or more
products. When identification of a product is needed or helpful to explain the procedure or trial being discussed, a generic term
should be used and the brand name, manufacturer, and location (city/state/country) cited as a footnote.

REVISED MANUSCRIPTS

Revised manuscripts should be submitted online at ScholarOne Manuscripts by the same author who submitted the original
manuscript. Authors have 30 days to submit a revision. Revisions should adhere to the same requirements as original
submissions. Additionally:

1. A detailed response to each reviewer comment for the original manuscript should be included. This response should also
describe what changes were made in the manuscript to address each comment in the reviews.

2. Only the most recent version of each file should be uploaded. You may have to delete older files from the Author Center.
3. Please Any modified or added text must be highlighted in yellow in the revised manuscript.

4. Figures and tables should be resubmitted with revised manuscripts, even if they were not revised.

REVIEW PROCESS
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Peer Review

The Journal of Periodontology is a peer-reviewed publication. All manuscripts are submitted to a minimum of two reviewers and,
when appropriate, to a statistical reviewer. Authors are given reviewer comments and additional information or observations as
the Editor believes would be helpful. Revised manuscripts are due within 30 days of receipt of the Editor's communication.

MANUSCRIPT ACCEPTANCE

All manuscripts accepted for publication become the property of the American Academy of Periodontology. If your paper is
accepted, the author identified as the formal corresponding author for the paper will receive an email prompting them to log in to
Author Services where, via the Wiley Author Licensing Service (WALS), they will be able to complete the license agreement on
behalf of all authors on the paper. Once all forms are received by the editorial office, an unedited version of the accepted
manuscript will appear online ahead of print on the journal’s website. Once a manuscript is online ahead of print, it is fully citable
based on the Digital Object Identifier (DOI) assigned to the manuscript. Manuscripts will be copyedited, published online, and
printed in an issue of the Journal of Periodontology approximately 4 to 6 months after acceptance.

Copyright Transfer Agreement (CTA)

If the Open Access option is not selected, the corresponding author will be presented with the copyright transfer agreement
(CTA) to sign. The terms and conditions of the CTA can be previewed in the samples associated with the Copyright FAQs.

Open Access

If the Open Access option is selected, the corresponding author will have a choice of the following Creative Commons License
Open Access Agreements (OAA):

« Creative Commons Attribution Non-Commercial License
 Creative Commons Attribution Non-Commercial NoDerivs License
* Research Councils UK (RCUK) and Wellcome Trust authors will use the Creative Commons Attribution License

Please visit the terms and conditions of these open access agreements here.

If you select the Open Access option and your research is funded by The Wellcome Trust and members of the Research
Councils UK (RCUK), you will be given the opportunity to publish your article under a CC-BY license supporting you in
complying with Wellcome Trust and RCUK requirements. For more information on this policy and the journal’s compliant self-
archiving policy please visit: http://www.wiley.com/go/funderstatement.

American Academy of Periodontology members receive a discount on open access fees. Visit Wiley’s hybrid open
access and pricing pages for more information.

Reprints
Corresponding authors may purchase reprints at the time pages are received for proofreading.

Funding Agency Requirements

Consistent with current policies, authors who have papers based on funded research accepted for publication in the Journal of
Periodontology may make their final accepted paper or published article available to agency depositories. However, authors
should indicate that the paper may not be released publicly until 12 months following final publication in an issue.

Authors are responsible for complying with all funding agency requirements.

QUESTIONS

Inquiries regarding current submissions should be sent to: Editorial Specialist, Journal of Periodontology, 737 North Michigan
Avenue, Suite 800, Chicago, IL 60611-6660. Telephone: 312/573-3255; e-mail: jper@wiley.com.
Production queries regarding accepted papers can be emailed to [perprod@wiley.com.
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