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Aos meus pais, Luiz Antonio e Maria Lucia,

Queridos pais, todo amor e atengédo que recebi de vocés fizeram de mim a pessoa que hoje
sou, e eu sO tenho motivos para agradecer a familia maravilhosa que Deus me permitiu
ter. Vocés sempre me incentivaram e deram todo apoio para que eu pudesse trilhar meus
caminhos, muitas vezes até renunciando de seus proprios sonhos para que eu realizasse
0s meus. Obrigada por cuidar tdo bem da Isabela! Mé&e, quantas vezes vocé abonou suas
aulas para que eu pudesse ir para a Faculdade! Quantas vezes vocés deixaram de viajar
para cuidar da Isa para mim, pois eu nao podia deixar de ir! Pai agradeco o exemplo
profissional que eu cresci tendo ao vé-lo trabalhar, ndo deixando duvidas de que queria
ter a mesma profissao. Obrigada por sempre me proporcionar os melhores caminhos da
Odontologia, por me incentivar a entrar no Mestrado e mais ainda sua grande influéncia
para que eu fizesse o Doutorado na Periodontia. Vocé é com certeza meu idolo, adoro
contar as suas cirurgias para os meus colegas de pds-graduacdo, tenho muito orgulho.
Mais do que todo o estudo nas melhores escolas para que eu tivesse uma boa formacéo
profissional, agradeco ainda mais a formagéo como ser humano, isso foi o que de melhor
fizeram por mim. Grandes exemplos de pais, avoés, filhos, irmdos tenho em minha casa.
Minha casa sim, pois a casa de vocés sempre serd a MINHA CASA. Mesmo nos
momentos em que VOCés precisaram ser duros, vocés fizeram isso com muito amor e
respeito. Vocés nunca usaram de autoridade comigo para me ensinar nada pela dor, vocés
sempre usaram as vias do amor. Cresci em uma familia muito religiosa que sempre me
mostrou o amor de Deus por nés, que Ele nunca nos abandona e sempre quer nos dar o

melhor.

Pais sdo os herdis dos filhos, assim sdo vocés para mim! Sou e serei eternamente grata
por tudo que vocés fazem por mim. Eu tenho muito orgulho de ser filha de vocés e muita

admiracédo pelos pais que tenho. Obrigada por tudo! Amo muito vocés!
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Ao meu esposo Jonathan,

JO, te agradeco por sempre estar ao meu lado, me dando apoio e me incentivando a ir em
busca dos meus sonhos, por mais dificeis que sejam, para vocé sempre vale a pena tentar.
Vocé acompanhou as etapas mais estressantes da minha carreira profissional, o Mestrado
e 0 Doutorado, quando eu necessitei me dedicar mais a elas, do que a vocé. Sempre com
muita paciéncia, era para vocé que sobravam minhas irritagdes, mas vocé se saiu muito
bem. Vocé me deu o maior tesouro da minha vida, nossa filha Isabela, minha
preciosidade! S6 tenho motivos para agradecer vocé em minha vida. Eu escolhi vocé! E
por mais que tenhamos nossos problemas, como diz o ditado: “Casal perfeito ndo ¢ aquele
que nunca tem problemas, mas sim aquele que apesar dos obstaculos sempre permanece

juntos”, eu tenho certeza que fiz a escolha certa!

“ASSIM, ELES JA NAO SAO DOIS, MAS SIM UMA
SO CARNE. PORTANTO O QUE DEUS UNIU
NINGUEM SEPARE”.

Mateus
19:6

Daniela Janjacomo




A minha filha Isabela,

Filha vocé é meu grande amor! S0 tenho a agradecer a Deus por ter me dado uma filha
linda, carinhosa, alegre, inteligente, uma grande companheira da mamae, minha melhor
amiga! Quando comecei 0 Doutorado vocé so tinha 2 aninhos. Era muito bom passar tanto
tempo com vocé, mas foi necessario “cortar um pouco o cordao umbilical”, como se diz,
e acho que eu sofri muito mais. Vocé foi melhor do eu imaginava e ja falava “Mamae,
tchau, bom estudo e bom trabalho, ndo precisa se preocupar comigo!” Sei que devo isso
a seus avos, vovo Luiz e vovo Lucia que cuidam de vocé tdo bem! Tem passagem que a
gente nunca esquece, e uma que guardo com carinho ¢ a tarefa da escolinha, onde era para
se colocar a profissdo do papai e da mamae e a minha é a melhor de todas, sou doutora

de ratinhos! VVocé me diverte demais pequena! VVocé é minha vida, te amo!

“AO TORNA-SE MAE VOCE APRENDE QUE E
MAIS FORTE DO PENSAVA, MAIS DEDICADA DO
QUE IMAGINAVA, E MAIS FELI1Z DO QUE JAMAIS
SONHOU SER”.

MARCELO CRIVELLA
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A Deus,

Sou grata por ter permitido a alegria desta conquista tdo importante para mim e de colocar
em meu caminho pessoas que sempre me incentivam e me proporcionam um grande

crescimento profissional e pessoal.

“QUERIDO DEUS, TU ES MINHA PROTECAO, A
MINHA FORTALEZA. TU ES O MEU DEUS, EU

CONFIOEM T1”.
Salmo 91:2

Ao meu irmao Luiz Gustavo,

Por sempre estar a0 meu lado, me auxiliando em tudo. Pelo grande amor, carinho e
respeito que temos um ao outro. Por ser um grande companheiro, ouvinte, amigo, irmao,
cunhado e principalmente um tio maravilhoso. Néo foi a toa que escolhi vocé para ser o
padrinho da Isabela, pois padrinhos sdo como pais. Sei 0 quanto torce por mim! Te amo

muito!

“O AMOR ENTRE IRMAOS E ALGO QUE NAO SE
INVENTA, NAO SE ESCREVE, NAO SE CRIA, ELE
EXISTE DESDE O PRIMEIRO MOMENTO QUE
NASCEMOS”.

Autor desconhecido
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A minha grande e sempre amiga Patricia Alcantara,

Por ser minha irma que Deus me permitiu escolher! Paty vocé é mais do que especial na
minha vida, minha amiga, companheira dedicada, sempre minha confidente. Desde que
nos tornamos amigas, somos tdo ligadas que é como se nossa amizade fosse suficiente.
Com certeza vocé foi minha parceira durante todo o Doutorado. Sempre uma 6tima
ouvinte quando precisava desabafar todo estresse e angustias que certos momentos me
abalavam. E suas palavras me davam animo. Alias, eu nunca conheci uma pessoa téo
animada e alto astral em minha vida! Isso é uma grande dadiva! Com todos os seus
problemas, vocé sempre estd com um sorriso no rosto e uma boa gargalhada! E por isso
que gosto tanto da sua companhia! Obrigada por sempre estar ao meu lado, por toda

dedicacdo, por toda amizade! VVocé é muito especial para mim!

“OS MELHORES AMIGOS NAO PRECISAM
DEMONSTRAR SUA AMIZADE, PORQUE A
LIGACAO ESTA A VISTA DE TODO MUNDO”.

Frases do bem
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A minha orientadora
Professora Leticia Helena Theodoro,

“NINGUEM CRUZA NOSSO CAMINHO POR ACASO E NOS
NAO ENTRAMOS NA VIDA DE ALGUEM SEM NENHUMA

RAZAO”
CHIco XAVIER

Agradeco o privilégio de té-la como orientadora. Uma pessoa iluminada por Deus,
paciente, carinhosa, extremamente competente, uma grande profissional. Conviver com
vocé no dia-dia foi um grande presente, com muita paciéncia e dedicagédo, foi uma
professora exemplar nas pesquisas, nas clinicas, na sala de aula e mesmo no meu
aprendizado pessoal. Tive a oportunidade de convier com vocé também fora desse
universo, em confraternizacdes em sua casa, onde pude desfrutar de momentos muito
agradaveis, com boas conversas e risadas. Além de minha eterna professora e orientadora,
sempre a terei como uma grande amiga!

Leticia, obrigada pelos ensinamentos, apoio, carinho, amizade e respeito. Tenho uma
profunda admiracdo pelo modo com que tem se dedicado a mim, por ter confiado no meu
potencial, por todas as oportunidades, pela grande amizade que cultivamos e com certeza
vamos levar para sempre!

Agradeco a vocé por estar aqui hoje, eu fui muito bem recebida e orientada. Posso dizer

que vocé me acolheu com muito carinho na Periodontia, e sou extremamente agradecida.

“AQUELES QUE PASSAM POR NOS, NAO VAO SOS, NAO
NOS DEIXAM SOS. DEIXAM UM POUCO DE SI, LEVAM UM
POUCO DE NOS”.

ANTOINE DE SAINT- EXUPERY
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Ao meu orientador
Professor Valdir Gouveia Garcia,

Professor Valdir, quanto carinho tenho pela sua pessoa! O senhor € uma pessoa que todos
deveriam conviver, muito agradavel é a sua companhia! Agradeco a Deus por ter me
permitido té-lo por perto nessa jornada do Doutorado.

O senhor é iluminado, nos transfere grande tranquilidade e estimulo em suas conversas,
tudo parece que fica mais facil! Foi uma honra poder desfrutar da sua grande experiéncia
nas pesquisas, nas clinicas, em aulas e com certeza experiéncia de vida. Vou lembrar
sempre com muito carinho de todas as vezes que 0 senhor me animou com suas Conversas
acolhedoras dizendo que tudo iria dar certo, com exemplos de sua propria vida académica,
que o importante € ndo desistir, mesmo que tenha que comecar tudo de novo. Agradeco
por ter confiado em mim, juntamente com a professora Leticia, quando me deram a
grande oportunidade de me orientarem, sempre com muita seriedade, mas com tamanha
humildade e paciéncia. Obrigada pela amizade e carinho que sempre dedicou a mim,
amizade que parece ser de muito tempo atras, pois cresci ouvindo meu pai falar sempre
com muito carinho dos amigos Leticia e Valdir. Aprendi muito com vocés, obrigada por

todos os valiosos ensinamentos meus eternos professores e amigos Valdir e Leticia!

“NAO SAO AS COISAS BONITAS QUE MARCAM
NOSSAS VIDAS, MAS SIM AS PESSOAS QUE TEM
O DOM DE JAMAIS SEREM ESQUECIDAS”.

Autor desconhecido
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Ao professor Associado Edilson Ervolino, por todo carinho e atencdo que dedicou a
mim. Conhecer o senhor foi um grande prazer! Um professor muito competente e com
uma incrivel paciéncia para ensinar, um dom de poucos. Aprendi tudo que sei de
imunoistoquimica com o senhor, nunca tinha antes trabalhado nesta area, mas com sua
facilidade em transmitir o conhecimento, gostei bastante desse novo aprendizado.
Professor, muito obrigada por todos os ensinamentos, pela paciéncia e toda a ajuda em
meus trabalhos, sempre com extrema competéncia e dedicacdo. Suas analises histologicas
sdo tdo perfeitas que ddo um brilho Unico em nossos trabalhos e com fotos lindissimas
que deixam nossos artigos e aulas ainda melhores. O senhor foi de extrema importancia
em todo meu Doutorado, sua ajuda foi essencial. Tenho na sua pessoa uma grande
admiracdo e consideracdo. Um ser humano com um coracdo enorme, admiravel, sempre
me auxiliou quando precisei, com muita paciéncia e dedicacdo. Sou grata pela sua
amizade! O senhor é um exemplo de ser humano, professor e pesquisador! Obrigado por
tudo!

Ao professor Associado Juliano Milanezi de Almeida, pela amizade e carinho que
sempre teve por mim. Um exemplo de professor, sempre disposto a ajudar e ensinar.
Obrigada pela acolhida carinhosa na Periodontia, pela convivéncia tranquila no
departamento, por sempre estar disposto a ajudar. Obrigada por toda contribuicdo em
meus ensinamentos, em clinicas, em meus trabalhos, sempre como um bom amigo e

professor.

A professora Dra. Maria José Hitomi Nagata, pela acolhida carinhosa. Minha
admiracdo pela excelente profissional, professora respeitada e ética, muito dedicada a
pesquisa. Foi um prazer conhecé-la e poder disfrutar de seus conhecimentos em clinicas.
Obrigada!

Ao meu amigo Marcio Luiz Ferro-Alves, por toda amizade e dedica¢do. Marcio vocé
foi de enorme importancia desde o inicio do meu Doutorado, me ensinou e auxiliou muito.
Sempre me ajudou e mesmo depois que terminou seu Mestrado pude continuar contando
com sua ajuda. Posso dizer que nos tornamos amigos alem da pos-graduagédo. Lembro-
me da sua mensagem para contar que iria ser pai, que imensa felicidade. Batizado da
Helena e aniversario de 1 aninho, tivemos a enorme felicidade de estarmos presente.

Sempre tivemos conversas agradaveis, com boas risadas, descontracao e também como
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um bom confidente. Desejo toda sorte para vocé, para a Fernanda e para a princesa

Helena. Familia que tenho um grande carinho!

Aos amigos Daniela Sa, Marta Aparecida Alberton Nuernberg e Vitor Scalet, pela
contribuicdo e participacdo em varias etapas desse trabalho, pelo apoio, respeito e

amizade.

A todos os colegas de pdés-graduacdo, pelos momentos agradaveis e troca de
experiéncias.
“A melhor parte da vida de uma pessoa esta nas suas amizades”

Abraham Lincoln

A Faculdade de Odontologia de Aracatuba — UNESP, na pessoa do diretor Prof.
Titular Wilson Roberto Poi e do Senhor Vice-Diretor Prof. Titular Jodo Eduardo

Gomes Filho por proporcionarem a realizacao desta pesquisa e crescimento profissional.

Ao Coordenador do Programa de Pés-Graduacado em Odontologia, da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”
Prof. Associado André Luiz Fraga Briso e ao vice coordenador, o Prof.
Associado Wirley Gongalves Assuncao pela competéncia e afinco na condugao da nossa

po6s-graduacdo.

Aos Funcionarios do Departamento de Cirurgia e Clinica Integrada — Marco Aurélio de
Oliveira lanner, Ivete Castro, Gabriela Rezende, Paulo Roberto Gratédo e Renato

Gomes de Oliveira obrigada pela ajuda e disposicéo.

Ao Coordenador do Comité de Etica no Uso de Animal - CEUA, da Faculdade de
Odontologia de Aragatuba, da Universidade Estadual Paulista “Jalio de Mesquita Filho”
Prof. Dr. Leonardo Perez Faverani e ao funcionario do CEUA, Washington pela

competéncia, auxilio e disposi¢cdo em sempre ajudar.

A todos os funcionérios da Biblioteca da Faculdade de Odontologia de Aracatuba -
UNESP, Ana Claudia Martins Grieger Manzatti, Claudio Hideo Matsumoto, Luis
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Claudio Sedlacek, Denise Haruyo Nakamura Maeda, Maria Claudia de Castro

Benez e Ana Paula Rimole, pela atencdo e eficiéncia com que sempre me atenderam.

Aos funcionarios da Secdo de Pds-Graduacdo da Faculdade de Odontologia de Aracatuba
- UNESP, Lilian Syuri Mada Pinheiro, Valéria Queiroz Marcondes Zagatto e
Cristiane Regina Lui Matos pelo excelente trabalho, atencdo dispensada, grande

disposicao em atender e 6timo relacionamento.

Aos funcionérios do Biotério, Camilo, Arnaldo, que contribuiram para realizacdo da

parte experimental.

Aos professores da Pds-Graduacdo da Faculdade de Odontologia do Campus de
Aracatuba — UNESP, pelos ensinamentos durante todo o decorrer do curso e dedicacéo

na conducdo de todas as atividades.

Aos pacientes, pela credibilidade e confianca depositadas a nés pds-graduandos,
permitindo-nos aprimorar as habilidades profissionais e aprendizados constantes. Minha

eterna gratidao!

Aos animais, por contribuirem para o desenvolvimento da ciéncia.

Ao Programa Institucional de Bolsas de Iniciacédo Cientifica do Conselho Nacional
de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (PIBIC/CNPQq), pela concessdo de Bolsa

de Iniciacao Ciéntifica.

A Coordenagcao de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES), pela
concessao da Bolsa de Doutorado durante o curso. Meus sinceros agradecimentos por
promover o apoio financeiro e com isso, permitir que fosse possivel a realizacdo do

Doutorado.
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Lembrai do tempo que levastes para chegar
aqui,
de todas as vitorias e lagrimas,
de todos 0s sorrisos e fracassos.

Lembrai dos sonhos realizados,
das frustracoes,
das decepcoes colhidas.

Lembrai de tudo o gue passou.
Ganhastes mais forca, mais sabedoria
e finalmente podes olhar para o que ha diante
de ti e perceber que apenas chegastes ao
COmeco.
— Seja bem-vindo ao comeco!

Augusto Branco
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MIESSI, DMJ. Efeito da administracéo local ou sistémica do Lactobacillus reuteri,
no tratamento da doenca periodontal experimentalmente induzida em ratos,
submetidos a quimioterapia com 5-fluorouracil: estudo histopatolégico,
histométrico e imunoistoquimico. [Tese de Doutorado]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP; 2018.

Os probioticos (PROs) estdo sendo intensamente avaliados na prevencao ou tratamento
de doencas da cavidade oral, que estdo associadas a uma mudanga na composicao e
atividade microbiana do biofilme e resposta do hospedeiro. O objetivo desse estudo foi
avaliar o efeito do Lactobacillus reuteri aplicado localmente ou sistemicamente como
coadjuvante ao tratamento periodontal ndo cirargico de raspagem e alisamento radicular
(RAR), na periodontite experimentalmente induzida em animais submetidos a
quimioterapia com 5-fluorouracil (5-FU). A inducdo da periodontite experimental (PE)
foi realizada com a colocacdo de um fio de algoddo ao redor dos molares inferiores
esquerdos de 108 ratos, que permaneceu por 7 dias. Todos os animais receberam o
quimioterapico no momento da inducdo da PE (60mg/kg) e 48 horas ap6s (40mg/kg) e
foram separados aleatoriamente em 6 grupos com 18 animais cada um, com 0s seguintes
tratamentos: 5FU: animais tratados com 5-FU; 5FU/RAR: animais tratados com 5-FU,
que receberam tratamento com RAR seguido de 1 aplicacdo de solucéo fisioldgica salina
(SS; 0,16mL); Grupo 5FU/SSL: animais tratados com 5-FU, que receberam tratamento
com RAR e 4 aplicagdes locais de SS (0,16mL); 5FU/SSS: animais tratados com 5-FU,
que receberam tratamento com RAR e 4 gavagens com SS (0,16mL); 5FU/PL: animais
tratados com 5-FU, que receberam tratamento com RAR e 4 aplicacGes locais de PRO
(0,16 mL); 5FU/PS: animais tratados com 5-FU, que receberam tratamento com RAR e
4 gavagens com PRO (0,16mL). 6 animais de cada grupo foram submetidos a eutanasia
aos 7, 15 e 30 dias ap6s os tratamentos. A area da furca dos molares foi submetida as

analises histopatoldgica, histométrica e dos padrées de imunomarcacdo para TRAP,

PCNA, RANKL, OPG, OCN e TGF-B1. Os dados obtidos foram submetidos a anélise
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estatistica (a=5%). O grupo 5FU/PS apresentou melhora no processo inflamatério em
todos os periodos. Houve maior perda Ossea alveolar (PO) nos espécimes do grupo
5FU/SSS comparado ao grupo SFU/SSL (p<0,01) no periodo de 7 dias de avaliagdo. No
periodo de 15 dias os espécimes dos grupos 5FU/SSL e 5FU/SSS demonstraram maior
PO comparado aos grupos SFU (p<0,05) e SFU/PS (p<0,05). Aos 30 dias a PO mostrou-
se maior nos espécimes do grupo SFU/PL comparado aos grupos SFU/RAR (p<0,05),
5FU/SSS (p<0,05) e SFU/PS (p<0,05). Na andlise intragrupo houve menor PO no grupo
5FU/RAR e 5FU/PS aos 30 dias em relacdo aos 7 dias (p<0,05). Na imunomarcacao de
células TRAP-positivas ndo foi evidenciada diferenga significante entre 0s grupos e
periodos; houve maior imunomarcacdo de células PCNA-positivas aos 7 dias no grupo
5FU/RAR comparado ao 5FU/SSS. Prevaleceu baixo padréo de imunomarcacao de TGF-
B1 e OCN nos grupos 5FU, 5FU/RAR, 5FU/SSL e 5FU/SSS em todos os periodos. O
grupo 5FU/PS apresentou aos 7 dias um moderado padréo de imunomarcagao e aos 15 e
30 dias um alto padrdo de imunomarcacdo de TGF-pl e OCN; o grupo 5FU/PL
apresentou um moderado padrdo de imunomarcagdo de TGF-B1 e OCN aos 7,15 e 30
dias. Na analise de RANKL prevaleceu um alto padrdo de imunomarcagdo nos grupos
5FU, 5FU/RAR, 5FU/SSL, 5FU/SSS em todos os periodos e o grupo 5FU/PS apresentou
aos 7 e 15 dias um moderado padréo de imunomarcacao e aos 30 dias predominou um
padrdo de imunomarcacéo que variou do moderado ao baixo. Prevaleceu um padrao baixo
de imunomarcacao em todos 0s grupos experimentais e periodos, com exce¢do dos grupos
5FU/PL e 5FU/PS aos 30 dias (moderado padréo de imunomarcacao) na analise de OPG.
Diante dos resultados obtidos e com a metodologia empregada pode ser concluido que o
uso sistémico do Lactobacillus reuteri promoveu reducdo da inflamacg&o e beneficiou o

processo de reparacdo dos tecidos periodontais, porém néo foi capaz de reduzir a PO na
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regido de furca, demonstrando ser uma terapia periodontal coadjuvante promissora em

animais submetidos a quimioterapia com 5-FU.
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MIESSI, DMJ. Effect of local or systemic administration of Lactobacillus reuteri in
the treatment of experimentally induced periodontal disease in rats submitted to 5-
fluorouracil chemotherapy: histopathological, histometric and
immunohistochemical study. [Tese de Doutorado]. Aracatuba: Faculdade de
Odontologia de Aracatuba - UNESP; 2018.

Probiotics (PROs) have been intensively evaluated to prevent or treat oral cavity diseases,
associated with a change in the composition and microbial activity of the biofilm and
response of the host. The aim of this study was to evaluate the effect of Lactobacillus
reuteri applied locally or systemically as a coadjuvant to the non-surgical periodontal
treatment of scaling and root planing (SRP) in experimentally induced periodontitis in
animals treated with 5-fluorouracil (5-FU). Induction of experimental periodontitis (EP)
was performed by placing a cotton thread around the left lower molars of 108 rats, which
were kept there for 7 days. All animals underwent chemotherapy twice. They were
60mg/kg at the time they were subjected to ligature induction and again another 40 mg/kg,
48 hours later. They were randomly divided into 6 groups with 18 animals each and they
received the following treatments: 5FU: treated animals with 5-FU; 5FU/SRP: 5-FU
treated animals receiving SRP treatment followed by physiological saline (SS) solution;
5FU/SSL group: animals treated with 5-FU, who received SRP treatment and local SS
applications; 5FU/SSS: animals treated with 5-FU, who received SRP treatment and
systemic treatment with SS; 5FU/PL: animals treated with 5-FU, who received SRP
treatment and local applications of PRO; 5FU/PS: animals treated with 5-FU, who
received SRP treatment and systemic treatment with PRO (0.16ml x 4 days). Six animals
from each group were submitted to euthanasia at 7, 15 and 30 days after treatments. The
area of the molar furcation was submitted to histopathological, histometric and immuno-
labeling analysis for TRAP, PCNA, RANKL, OPG, OCN and TGF-B1. The data were

submitted to statistical analysis (a = 5%). There was greater bone loss (BL) in the

5FU/SSS group compared to the 5SFU/SSL group (p<0.01) in the 7-day evaluation period.
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In the 15-day period, specimens from the 5FU/SSL and 5FU/SSS groups showed a higher
BL compared to the SFU (p<0.05) and SFU/PS (p<0.05) groups. At 30 days the BL was
higher in the 5SFU/PL group compared to the 5SFU/SRP (p<0.05), SFU/SSS (p<0.05) and
5FU/PS groups (p<0.05). In the intragroup analysis there was a lower BL in the 5FU/SRP
group and 5FU/PS at 30 days compared to 7 days (p<0.05).In the immunostaining of
TRAP-positive cells no significant difference between groups and periods was evidenced;
there was greater immunolabeling of PCNA-positive cells at 7 days in the 5SFU/SRP group
compared to 5FU/SSS. Low prevalence of TGF-1 and OCN immunostaining in the 5SFU,
5FU/RAR, 5FU/SSL and 5FU/SSS groups prevailed at all periods. The 5FU/PS group
presented at 7 days a moderate pattern of immunostaining and at 15 and 30 days a high
standard of immunoblotting of TGF-B1 and OCN; the SFU/PL group presented a
moderate pattern of TGF-f1 and OCN immunoregulation at 7, 15 and 30 days; for
RANKL a high standard of immunostaining in the 5FU, 5FU/SRP, 5FU/SSL, 5FU/SSS
groups prevailed at all periods, 5SFU/PL prevailed at 7 days a high standard of
immunostaining and a moderate immunostaining pattern at 15 and 30 days and 5FU/PS
showed a moderate immunostaining pattern at 7 and 15 days, and at 30 days a
predominance of the immunoblot pattern varied from moderate to low; for OPG a low
pattern of immunoblotting prevailed in all experimental groups and periods, except for
5FU/PL and 5FU/PS at 30 days that presented a moderate pattern of immunostaining.
Based on the results obtained in this study and the methodology used to work on it, it was
concluded that the use of Lactobacillus reuteri promoted reduction of inflamation and
benefited the process of repairing periodontal tissues, but it was not able to reduce the BL
in the furca region, proving to be a therapy promising adjuvant periodontal in animals

submitted to 5-FU chemotherapy.
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RESUMO

Introducéo e objetivo: Os probidticos (PROs) estdo sendo intensamente avaliados na
prevencdo ou tratamento de doencas da cavidade oral, que estdo associadas a uma
mudanca na composicao e atividade microbiana do biofilme e resposta do hospedeiro. O
objetivo desse estudo foi avaliar o efeito do Lactobacillus reuteri aplicado localmente ou
sistemicamente como coadjuvante ao tratamento periodontal ndo cirurgico de raspagem
e alisamento radicular (RAR), na periodontite experimentalmente induzida em animais

submetidos ao tratamento com 5-fluorouracil (5-FU).

Material e Métodos: A inducdo da periodontite experimental (PE) foi realizada com a
colocacédo de um fio de algod&o ao redor dos primeiros molares inferiores esquerdos de
108 ratos, que permaneceu por 7 dias. Todos os animais receberam o quimioterapico no
momento da inducdo da PE (60mg/kg) e 48 horas ap6s (40mg/kg) e foram separados
aleatoriamente em 6 grupos com 18 animais cada um, com 0s seguintes tratamentos: 5FU:
sem tratamento local ou sisttmico; 5FU/RAR: receberam tratamento com RAR seguido
de 1 aplicacdo local de solucéo fisioldgica salina (SS; 0,16mL); Grupo 5FU/SSL: RAR e
4 aplicagdes locais de SS (0,16mL); 5FU/SSS: RAR e 4 gavagens com SS (0,16mL);
5FU/PL: RAR e 4 aplicagdes locais de PRO (0,16 mL); 5FU/PS: RAR e 4 gavagens com
PRO (0,16mL). 6 animais de cada grupo foram submetidos & eutanasia aos 7, 15 e 30 dias
pos-tratamentos. A area da furca dos molares foi submetida as anlises histopatoldgica,
histométrica e dos padrdes de imunomarcacao para TRAP, PCNA, RANKL, OPG, OCN

e TGF-B1. Os dados obtidos foram submetidos a analise estatistica (0=5%).

Resultados: O grupo 5FU/PS apresentou melhora no processo inflamatorio em todos 0s
periodos. Houve maior perda 0ssea alveolar (PO) nos espécimes do grupo 5FU/SSS

comparado ao SFU/SSL (p<0,01) no periodo de 7 dias de avaliacdo. No periodo de 15
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dias os espécimes dos grupos 5FU/SSL e 5FU/SSS demonstraram maior PO comparado
aos grupos SFU (p<0,05) e SFU/PS (p<0,05). Aos 30 dias a PO mostrou-Se maior nos
espécimes do grupo SFU/PL comparado aos grupos SFU/RAR (p<0,05), 5FU/SSS
(p<0,05) e SFU/PS (p<0,05). Na analise intragrupo houve menor PO no grupo SFU/RAR
e 5FU/PS aos 30 dias em relagdo aos 7 dias (p<0,05). Na imunomarcagdo de células
TRAP-positivas ndo foi evidenciada diferenca significante entre os grupos e periodos;
houve maior imunomarcacgéo de células PCNA-positivas aos 7 dias no grupo 5FU/RAR
comparado ao 5FU/SSS. Prevaleceu baixo padrdo de imunomarcagdo de TGF-p1 e OCN
nos grupos 5FU, 5FU/RAR, 5FU/SSL e 5FU/SSS e o grupo 5FU/PS apresentou aos 7
dias um moderado padrédo de imunomarcagdo e aos 15 e 30 dias um alto padréo de
imunomarcacao. Na andlise de RANKL prevaleceu um alto padrdo de imunomarcacao
nos grupos 5FU, 5SFU/RAR, 5FU/SSL, 5FU/SSS em todos os periodos e o grupo 5FU/PS
apresentou aos 7 e 15 dias um moderado padrdo de imunomarcacdo e aos 30 dias
predominou um padréo de imunomarcagdo que variou do moderado ao baixo. Prevaleceu
um padrédo baixo de imunomarcacdo em todos 0s grupos experimentais e periodos, com
excecao dos grupos 5FU/PL e 5FU/PS aos 30 dias (moderado padréo de imunomarcagao)

na analise de OPG.

Conclusao: Diante dos resultados obtidos e com a metodologia empregada pode ser
concluido que o uso sistémico do Lactobacillus reuteri promoveu reducéo da inflamacéo
e beneficiou o processo de reparacdo dos tecidos periodontais, porém nédo foi capaz de
reduzir a PO na regido de furca, demonstrando ser uma terapia periodontal coadjuvante
promissora em animais submetidos a quimioterapia com 5-FU.
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INTRODUCAO

Céancer é definido como um grande grupo de doengas que tém em comum 0O
crescimento desordenado de células anormais com potencial invasivo podendo espalhar-
se (metastase) para outras regides do corpo.! Os tratamentos utilizados para o cancer sdo
a quimioterapia, radioterapia, cirurgias ressectivas isoladas ou em combinacéo,
transplante de medula Gssea, terapia alvo, hormonioterapia®® e mais recentemente a
medicina personalizada (terapia direcionada) e a imunoterapia.”® A ocorréncia de
alteragOes na cavidade bucal, como mucosite oral, ulceragdes, sangramento gengival®*°
e disbiose oral,'*"*2 com aumento do risco de infecgdo durante a imunossupressao®*14 tém
sido observadas apds alguns destes tratamentos, principalmente durante a quimioterapia
e radioterapia.®>!? Os tecidos periodontais também podem ser afetados, com ocorréncia
de inflamacéo, hipovascularizacao e fibrose, com consequente diminuicdo da capacidade
de reparo e remodelagdo do periodonto.>16

As fluoropirimidinas tém sido amplamente utilizadas no tratamento de tumores
malignos, especialmente colorretal, mama, pulmdo, péancreas, figado, trato
gastrointestinal, cabeca e pescogo.'’*® Sua funcéo é atuar como antimetabolitos, inibindo
a biossintese do DNA e RNA. Entre estes se destaca o 5- fluorouracil (5-FU) cujo
mecanismo de acdo é atribuido principalmente a incorporacao de fluoronucleotideos em
RNA e DNA ou inibicdo da enzima timidilato sintase.?%-%!

Devido a sua atividade citotoxica ndo seletiva e a sua farmacocinética variada, ainda
é possivel verificar muitos relatos na literatura de reacdes adversas relacionadas ao 5-FU,
como morte celular por apoptose,?22® efeito direto sobre o tecido epitelial, tecido
conjuntivo e microbiota bucal,®* além de agravar a progressio da periodontite,

promovendo maior perda 6ssea alveolar (PO) e necroses Osseas extensas.?>2’

Daniela Janjacomo




44

O estabelecimento e a progressdo da doenca periodontal (DP) é determinada por uma
interacdo complexa entre periodontopatdgenos e a resposta inflamatdria do hospedeiro.?®
A periodontite ocorre ap6s o surgimento de uma disbiose em individuos suscetiveis
associado a desregulacdo da resposta do sistema imunoldgico-inflamatério causando
danos ao tecido conjuntivo e PO.2°=° Ocorre entdo, alteragdes no microbioma em resposta
aos produtos inflamatérios gengivais e degradacdo de tecidos periodontais.®! O
tratamento ndo cirtrgico da periodontite consiste na raspagem e alisamento radicular
(RAR).2 Porém estudo recente em animais demonstrou que a RAR ndo é efetiva para o
controle da PO em ratos submetidos & quimioterapia com 5-FU,% sendo necessario
métodos coadjuvantes ao tratamento de RAR.

Por outro lado, estudos recentes tem sugerido que os probioticos (PROs) tém o
potencial de modificar a microbiota bucal e estdo sendo intensamente avaliados na
prevencdo ou tratamento de doencas da cavidade oral, como carie dentaria e DP, que estdo
associadas a uma mudancga na composicao e atividade microbiana do biofilme e resposta
do hospedeiro.®*34 Além disso, modulam a atividade imunoinflamatéria podendo reduzir
a inflamacdo destrutiva da periodontite e levar a homeostase imune que poderia ser
mantida pelo hospedeiro por um longo periodo.® Pesquisas recentes tém mostrado
resultados satisfatorios no uso de PROs em pacientes com cancer, tendo melhoras em
alguns efeitos colaterias causados principalmente por quimioterapia e radioterapia.®¢-3’

Contudo, ha poucos estudos experimentais que avaliam o efeito do probidético (PRO)
local e sistémico na DP induzida em animais.*®*’ Esses estudos apresentaram resultados
favoraveis com o uso do PRO na reducdo da PO,**" na recolonizagio de areas com
periodontite induzida por periodontopatdgenos,®-404246-47 na melhora da inflamagéo

tecidual®®-4%4247 @ qumento da efetividade da RAR.38-394346-47 porém ndo h4 estudos na
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literatura que avaliaram os efeitos do uso de PROs em animais portadores de DP
submetidos a tratamento antineoplasico.

Atualmente, o Lactobacillus reuteri € o PRO mais utilizado em estudos clinicos no
tratamento da periodontite, com resultados que permitiram concluir que essa espécie de
PRO inibe a formagcéo da placa*®>*, possui acdo anti-inflamatdria e antimicrobiana®->,
além de promover a reducdo significativa da resposta de citocinas pro-inflamatorias,
permitindo assim a melhoria dos parametros clinicos periodontais®®>*, Diante disto, o
propdsito do presente estudo foi avaliar o efeito do Lactobacillus reuteri aplicado
localmente ou sistemicamente como coadjuvante ao tratamento periodontal ndo cirdrgico
de RAR, na periodontite experimentalmente induzida em animais submetidos a

quimioterapia com 5-FU.

MATERIAL E METODOS

ANIMAIS

Este estudo foi realizado em 108 ratos (Rattus norvegicus, albinus, Wistar), machos,
adultos (4 meses) com média de peso de 439,55+5,63¢g. Os animais foram mantidos em
gaiolas plasticas com acesso a racdo e agua ad libitum. Antes dos procedimentos
cirurgicos, os animais foram mantidos num ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C),
com ciclo de luz controlada (12 horas claro e 12 horas escuro). O protocolo experimental
foi aprovado pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA; Anexo A) da Faculdade
de Odontologia do Campus de Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de
Mesquita Filho” — UNESP (Processo FOA n° 2014-00541) e seguiu 0s principios do

“ARRIVE Guidelines”*® (Anexo B).
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TRATAMENTO CcOM 5-FU

Todos os animais do estudo receberam o quimioterapico 5-FU (Fluorouracil, 50 mg/ml
— Eurofarma Laboratoérios, Sdo Paulo, Brasil) administrado por injecdo intraperitoneal
realizada em dois momentos: no dia da inducdo de periodontite experimental (PE) e 48
horas apos. Foi utilizado a dose de 60 mg/kg de peso corporal do animal (primeira

aplicacdo) e 40 mg/kg de peso corporal do animal (segunda aplicacio; Figura 1).2

Inducéo da Periodontite Experimental

Para todos os procedimentos os animais foram anestesiados por injecao intramuscular
da associacdo de 80 mg/kg de cloridrato de ketamina (Cetamim, Syntec, Santana do
Parnaiba, Sdo Paulo, Brasil) e 6 mg/kg de cloridrato de xilazina (Zilazin, Syntec, Santana
do Parnaiba, Sdo Paulo, Brasil), aplicada via intramuscular no biceps femoris da pata
direita. A PE foi induzida por meio da instalacdo de um fio de algod&o (Corrente Algodéo
n°. 24, Coats Corrente, Sdo Paulo, SP, Brasil) ao redor dos primeiros molares inferiores
esquerdos* e a seguir, os animais foram aleatoriamente distribuidos em 6 (seis) grupos,
seguindo uma tabela gerada em computador, de acordo com 0s seguintes tratamentos
realizados nos primeiros molares inferiores esquerdos: 5FU (n=18): em tratamento local
ou sisttmico; 5FU/RAR (n=18): receberam tratamento com RAR seguido de 1 irrigacdo
local com solucdo fisiologica salina (SS; 0,16mL); 5SFU/SSL (n=18): RAR e 4 irrigacbes
locais com SS (0,16mL); 5FU/SSS(n=18): RAR e 4 sessbes de gavagens com SS
(0,26mL); 5FU/PL (n=18): RAR e 4 irrigacOes locais de PRO Lactobacillus reuteri
(0,26mL); 5FU/PS (n=18): RAR e 4 sessdes de gavagens com PRO Lactobacillus reuteri

(0,16mL).
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TRATAMENTO COM RASPAGEM E ALISAMENTO RADICULAR

Apos 7 dias da inducdo da PE, a ligadura foi removida e os primeiros molares
esquerdos dos animais dos grupos 5FU/RAR, 5FU/SSL, 5FU/SSS, 5FU/PL e 5FU/PS
receberam tratamento de RAR com curetas manuais (mini—five 1-2; Hu-Fridey Co. Inc.,
Chicago, IL, EUA) através de 10 movimentos de tracdo disto-mesial nas faces vestibular
e lingual. As areas interproximais e de furca foram raspadas com as mesmas curetas
através de movimentos de tragdo cérvico-oclusais.’’ Os procedimentos de RAR foram
realizados por um mesmo operador experiente, treinado e cego aos grupos experimentais
(DMJIM).

Tratamento com SS ou PRO

Os animais do grupo 5FU/PL e 5FU/PS receberam além do tratamento mecanico
(RAR), o tratamento com Lactobacillus reuteri (Lactobacillus reuteri DSM17938
Colikids, BioGaia, Aché Laboratdrios Farmacéuticos S.A., Guarulhos, Sdo Paulo, Brasil)
iniciada logo ap6s a remocdo da ligadura e RAR. Os animais do grupo 5FU/PL receberam
0 PRO por irrigacdo local, sendo que esta aplicacdo foi mantida a cada dois dias até o 6°
dia ap6s remocdo da ligadura e tratamento, totalizando 4 tratamentos para cada animal (0,
48, 96, 144 horas). Cada aplicacdo local teve a dose diaria recomendada pelo fabricante
para o uso clinico em humanos (0,16mL), o equivalente a 100 milhdes de bactérias, que
foi depositado na interface gengiva marginal — parede radicular (bolsa periodontal), por
intermédio de seringa (1 mL) e agulha de insulina (13 mm x 4,5 mm) sem bisel. Foi
confeccionada uma barreira com gaze na face lingual dos animais, para que ndo houvesse
a ingestdo do PRO. Os animais do grupo 5FU/PS receberam o PRO por gavagem, sendo
que esta aplicacdo foi realizada nos mesmos periodos e dosagem do grupo anterior, que
foi depositado diretamente no tubo gastrico do animal por meio de uma céanula de

irrigacao.
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Os animais dos grupos 5SFU/RAR, 5FU/SSL e 5FU/SSS receberam além do tratamento
mecanico (RAR), o tratamento com SS, sendo que nos animais do grupo 5FU/RAR, foi
realizada uma Unica irrigacdo local logo ap6s a RAR. Os animais dos grupos 5FU/SSL e
5FU/SSS receberam a SS seguindo os mesmos protocolos utilizados para 0s grupos

5FU/PL e 5FU/PS, respectivamente.
Periodos Experimentais

Seis animais de cada grupo foram submetidos a eutandsia pela injecao intramuscular
de dose letal de tiopental 150 mg/kg (Cristalia, Produtos Quimicos Farmacéuticos Ltda.,
Itapira, SP, Brasil) associada a cloridrato de lidocaina 2% 10mg/kg (Novafarma Industria
Farmacéutica Ltda, Anapolis, GO, Brasil) aos 7, 15 ¢ 30 dias apos a realizacdo dos
tratamentos. As hemimandibulas esquerdas foram dissecadas e fixadas em formaldeido
4% em solugdo tamponada de 0,1 M, durante 48 horas, para realizagdo das analises
histopatologica, histométrica e imunoistoquimica.

Processamento laboratorial

Os espécimes foram submetidos a desmineralizagdao em 10% de acido etilenodiamino
tetra-acético (EDTA) durante 60 dias. Na sequéncia foram desidratados, diafanizados,
impregnados e incluidos em parafina e seccionadas em micrétomo (4 um de espessura),
no sentido mésio-distal, com o cuidado de sempre estarem no longo eixo do dente.*’
Foram coletados os cortes seriados da regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo, os quais foram montados em laminas de vidro.

Para as analises histopatologica e histométrica as seccOes histoldgicas foram
submetidas a coloracdo pela técnica da hematoxilina-eosina (HE). Para a analise
imunoistoquimica os cortes histologicos foram desparafinizados em xilol e hidratados em

série decrescente de etanol. A recuperagéo antigénica foi realizada através da imersédo das

laminas histoldgicas em tampéo citrato 0,1 M, pH 7,4 (Diva decloaker®, Biocare Medical,
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Concord, CA, EUA), em camara pressurizada (Decloaking chamber®, Biocare Medical,
Concord, CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final de cada etapa da reagéo
imunoistoquimica, as laminas histologicas foram lavadas em tampao fosfato salino (PBS)
0,1 M, pH 7,4. Posteriormente, as laminas foram imersas em 3% de perdxido de
hidrogénio por 1 hora e 1% de soro albumina bovino por 12 horas para blogqueio da
peroxidase enddgena e bloqueio dos sitios inespecificos, respectivamente. As laminas
contendo amostras de cada grupo experimental foram divididas em seis lotes, e cada lote
foi incubado com um dos seguintes anticorpos primarios: anti-PCNA (Antigeno Nuclear
de Proliferagéo Celular) do rato gerado em camundongo (VP-P980, Vector Laboratories
Inc., Burlingame, CA, EUA), anti-OCN (Osteocalcina) do rato gerado em cabra (SC-
18319, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA) anti-TRAP (Fosfatase Acida
Tartarato Resistente) do rato gerado em cabra (SC-30833, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, EUA), anti-RANKL (Receptor Ativador de NF-Kappa B) do rato gerado
em cabra (SC-7628, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA), anti-OPG
(Osteoprotegerina) do rato gerado em cabra (SC-8468, Santa Cruz Biotechnology, Santa
Cruz, CA, EUA) e anti-TGF-p1 (Fator de Crescimento Transformador Beta 1) do rato
gerado em coelho (SC-146 Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, EUA). Os cortes
foram incubados com anticorpo secundario biotinilado por 2 horas e subsequentemente
tratados com estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 2 horas
(Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA).
A revelagdo foi realizada utilizando como cromodgeno o 3,3’- tetracloridrato de
diaminobenzidina (DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA). Foi realizada
a contracoloragdo com Fast Green para PCNA e Hematoxilina de Harris para TRAP,
OCN, RANKL, OPG e TGF-p1, desidratacdo, diafanizacdo e protecdo com meio de

montagem e laminulas de vidro.®’
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Analise histopatologica

Um histologista certificado (EE) e cego aos tratamentos, realizou a analise
histopatologica. Os seguintes parametros foram avaliados: intensidade da resposta
inflamatéria local; extensdo do processo inflamatorio; reabsorcdo radicular externa
(cemento e dentina); reabsor¢do Ossea alveolar; padrdo de estruturacdo do tecido
conjuntivo da regido de furca e padrao de estruturagdo do tecido 6sseo alveolar da regido
de furca.’® As analises foram realizadas utilizando um sistema de escores e os dados

apresentados em porcentagem (Tabela 1).
Analise histométrica

Foi utilizado um sistema de andlise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss
Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Alemanha) para mensurar a area de PO em mm? na
regido de furca.>” Apds exclusdo do primeiro e do ltimo corte histoldgico, nos quais a
regido de furca era evidente, trés cortes equidistantes de cada espécime foram
selecionados para analise histométrica. Esta selecdo foi realizada por um examinador
treinado e cego ao tratamento efetuado (EE). Outro examinador calibrado e cego ao
tratamento efetuado realizou a analise histométrica (DMJM). A PO de cada espécime foi
medida trés vezes pelo mesmo examinador, em dias diferentes, com o proposito de reduzir
a variagdo nos dados e obter uma média por espécime.>” As médias e desvio-padrdo dos
valores foram obtidas e os dados foram comparados por meio de analise estatistica.

Analise Imunoistoquimica

Um examinador treinado e cego aos tratamentos (DMJM) selecionou uma secgao
histolégica de cada um dos biomarcadores de cada espécime. Um histologista certificado
(EE) e cego aos tratamentos realizou as analises imunoistoquimicas. Os valores de escores
de cada espécime foram medidos 3 vezes pelo mesmo avaliador em diferentes dias para

reduzir a variagdo dos dados. A imunomarcac¢do foi definida como aquela de coloragao
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acastanhada presente no compartimento citosolico das células positivas para TRAP e
nucleo para PCNA. As células imunomarcadas por TRAP e PCNA localizadas no centro
do septo interradicular do primeiro molar inferior esquerdo de uma area de 1000um x
1000pm, com um aumento de 200x°’ foram quantificadas. O limite corondrio desta 4rea
foi a crista 6ssea alveolar, a partir da qual se estendia apicalmente por uma distancia de
1000pum.>’

Para RANKL, OCN, OPG e TGF-B1 foi realizada uma analise semiquantitativa da
imunomarca¢do em toda a area de furca: escore 0 — auséncia de imunomarcacao (auséncia
total de células-imunorreativas —IR); escore 1 — baixo padrdo de imunomarcagao (1/4 das
células —IR); escore 2 — moderado padrao de imunomarcagao (1/2 das células —IR); escore
3 — alto padrio de imunomarcacgio (3/4 das células —IR).>’

Calibracao do Examinador

Antes da analise histométrica e imunoistoquimica ser iniciada, um examinador foi
treinado e calibrado (DMJM). Para isso realizou duas medi¢des da PO e contagem de
TRAP de 30 espécies, com intervalo de uma semana entre elas. As medidas foram
analisadas para verificar o grau de concordancia com nivel de 5% de significancia,
utilizando coeficiente de correlagédo de Pearson que apresentou um alto grau de correlagéo
(0,95).%8
Analise estatistica

As analises foram realizadas com o software Bioestat (Bioestat, Instituto Mamiraud,
Manaus, Brasil), versdo 5.3 com nivel de significancia de 5%. O resultado do calculo
para o tamanho da amostra de 6, demonstrou um poder de estudo de 80% (p<0,05).%
Todos os dados quantitativos foram submetidos previamente ao teste de normalidade
Shapiro Wilk (p<0,05). As analises intra e inter grupo de PO foram feitas com anélise de

variancia (ANOVA) (p<0,05). Quando o teste ANOVA detectou uma diferenca
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estatisticamente significante, foram feitas compara¢des multiplas usando o teste de Tukey
(p<0,05). Para os dados ndo-paramétricos de imunomarcacdo da quantidade de células
TRAP-positivas e PCNA-positivas foi utilizado o teste Kruskal-Wallis. Este teste foi
seguido pelo teste Dunn, quando o teste Kruskal-Wallis demonstrou diferenca

significante (p<0,05). Para os escores de RANKL, OPG, OCN e TGF-B1 foi realizada

analise descritiva dos resultados.

Resultados

Analise clinica

Foram utilizados no estudo animais adultos (4 meses), obtidos os pesos dos animais
no inicio (439,55+5,63g) e no final do experimento (437,22+1,08g) e observou-se que
ndo houve mudanga significante de peso entre os periodos inicial e de eutanasias. Alguns
animais apresentaram diarréia, hemorragia orbital e abscessos decorrentes do uso do
quimioterdpico no periodo dos tratamentos. Ndo houve intercorréncias durante o0s
tratamentos com PRO.

Analise histopatologica

Os resultados da analise histopatoldgica estdo demonstrados na tabela 1. Na analise
histopatoldgica observou-se que o grupo 5FU apresentava aos 7, 15 e 30 dias um intenso
infiltrado inflamato6rio que ocupava todo o tecido conjuntivo e 6sseo da regido de furca,
com a presencga de grande quantidade de células inflamatdrias e severa destruicdo da
matriz extracelular. Muitas espiculas de 0sso necrosado estavam presentes, com muitas
areas de reabsor¢do ativas. Todos 0s espécimes apresentavam destruicdo e
desestruturacéo tecidual severa do tecido conjuntivo e tecido sseo com trabéculas 6sseas

de contorno bastante irregular e 0sso necrético na regido de furca (Figuras 2, 3 e 4).
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Os espéecimes dos grupos 5FU/RAR, 5FU/SSL, 5FU/SSS e 5FU/PL apresentaram aos
7 e 15 dias um intenso infiltrado inflamatério que ocupava todo o tecido conjuntivo e
6sseo da regido de furca, com a presenca de grande quantidade de células inflamatdrias
(Figuras 2 e 3). Aos 30 dias, houve uma melhora na inflamacdo em alguns espécimes,
mas a maioria manteve um infiltrado inflamatério bastante intenso (Figura 4). Todos 0s
espécimes dos grupos 5FU/RAR e 5FU/SSS apresentaram aos 7, 15 e 30 dias, muitas
areas de reabsorcao ativas e aos 7 dias grande quantidade de areas de reabsor¢do 0ssea,
com uma discreta melhora aos 15 e 30 dias (Figuras 2, 3 e 4). A maioria dos especimes
apresentaram desestruturagéo tecidual severa aos 7 e 15 dias e aos 30 dias foi observado
uma pequena quantidade de fibroblastos e fibras colagenas (Figuras 2, 3 e 4). Aos 7 dias,
a maioria dos espécimes apresentaram tecido 6sseo com areas de 0sso necrotico e
trabéculas 6sseas de contorno irregular (Figura 2). Aos 15 e 30 dias manteve-se 0 mesmo
padrdo, porém auséncia de 0sso necrotico (Figuras 3 e 4). Nos espécimes dos grupos
5FU/SSL e 5FU/PL, a maioria apresentavam aos 7 e 15 dias muitas areas de reabsor¢do
ativas, 0 que se manteve no grupo 5FU/SSL aos 30 dias, enquanto no grupo 5FU/PL os
espécimes apresentavam poucas areas de reabsorcao ativas (Figuras 2, 3 e 4). O grupo
5FU/SSL, apresentou a maioria dos espécimes com desestruturacéo tecidual severa aos 7
e 15 dias e aos 30 dias, a maioria com uma pequena quantidade de fibroblastos e fibras
colagenas, enquanto no grupo 5FU/PL foi observado, desestruturacdo tecidual severa aos
7 dias, com melhora progressiva aos 15 e 30 dias, com auséncia de areas de 0sso necratico
(Figuras 2, 3 e 4).

Nos espécimes do grupo 5FU/PS foi observado aos 7 dias um intenso infiltrado
inflamatdrio que ocupava o tecido conjuntivo e ésseo da regido de furca, com grande
quantidade de células inflamatorias. Todos 0s espécimes apresentaram poucas areas de

reabsorcao externa e de reabsorcdo 0ssea alveolar e pequena quantidade de fibroblastos e
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fibras colagenas. O septo interradicular se mostrou constituido por trabéculas 6sseas de
contorno irregular, porém alguns espécimes apresentavam muitos osteoblastos ativos e
fibras colagenas (Figura 2). Aos 15 e 30 dias houve uma redu¢do no volume ocupado pelo
do infiltrado inflamatdrio e os tecidos se mostraram mais organizados, com poucas de
areas de reabsor¢do. O tecido conjuntivo se mostrava composto por pequena quantidade
de fibras colagenas e fibroblastos. O tecido 6sseo do septo interradicular se apresentou
composto por trabéculas 6sseas mais espessas e muitos osteoblastos em atividade (Figura
3ed).

Analise histométrica

Os resultados da analise histométrica estdo apresentados na Figura 5. Houve maior PO
na area de furca nos animais do grupo 5FU/SSS quando comparado com os espécimes do
grupo 5FU/SSL (p<0,01) no periodo de 7 dias de avaliacdo. No periodo de 15 dias os
espécimes dos grupos 5FU/SSL e 5FU/SSS demonstraram maior PO que 0s espécimes
dos grupos 5FU (p<0,05) e 5FU/PS (p<0,05). Aos 30 dias a PO mostrou-se maior nos
espécimes do grupo 5FU/PL quando comparado aos grupos 5FU/RAR (p<0,05),
5FU/SSS (p<0,05) e 5FU/PS (p<0,05). Na analise intragrupo houve menor PO no grupo
5FU/RAR e 5FU/PS aos 30 dias em relagdo aos 7 dias (p<0,05).

Analise imunoistoquimica

Na analise dos resultados imunoistoquimicos, observou-se que prevaleceu baixo
padréo de imunomarcacdo de TGF-B1 nos grupos 5FU, 5SFU/RAR, 5FU/SSL e 5FU/SSS
em todos os periodos (escore 1). O grupo 5FU/PS apresentou aos 7 dias um moderado
padrédo de imunomarcacéo (escore 2) e aos 15 e 30 dias um alto padrao de imunomarcagéo
(escore 3), enquanto o grupo 5FU/PL apresentou um moderado padrdo (escore 2) de

imunomarcacao aos 7,15 e 30 dias (Figura 6).
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A imunomarcagdo de células PCNA-positivas e TRAP-positivas foram expressas
predominantemente em células conjuntivas e da superficie 6ssea. Houve maior nimero
de células PCNA-positivas aos 7 dias nos espécimes do grupo 5SFU/RAR comparado ao
grupo 5FU/SSS (p<0,05) e no grupo 5SFU/RAR aos 30 dias comparado aos 7 dias (p<0,01)
e 15 dias (p<0,05) no mesmo grupo (Figura 7). Com relagdo as células TRAP-positivas
prevaleceram um padrdo similar de imunomarcagdo em todos 0s grupos e periodos ndo
havendo diferenca estatisticamente significante (p>0,05; Figura 8).

Na anélise de RANKL prevaleceu um alto padrdo de imunomarcacgéo nos grupos 5FU,
5FU/RAR, 5FU/SSL, 5FU/SSS em todos os periodos (escore 3), enquanto no grupo
5FU/PL prevaleceu aos 7 dias um alto padrdo de imunomarcagéo (escore 3) e moderado
padrdo de imunomarcagéo aos 15 e 30 dias (escore 2). O grupo 5FU/PS apresentou aos 7
e 15 dias um moderado padréo de imunomarcacdo (escore 2) e aos 30 dias predominou
um padréo de imunomarcagédo que variou do moderado ao baixo (escores 1 e 2; Figura
9).

Na analise de OPG prevaleceu um padrdo baixo de imunomarcacdo em todos 0s
grupos experimentais e periodos (escore 1), com exce¢do dos grupos 5FU/PL e 5FU/PS
aos 30 dias que apresentaram um moderado padrdo de imunomarcacgéo (escore 2; Figura
10).

Com relacdo a OCN nos grupos 5FU, 5FU/RAR, 5FU/SSL e 5FU/SSS prevaleceu um
baixo padrdo de imunomarcacdo em todos os periodos (escore 1). O grupo 5FU/PS
apresentou aos 7 dias um moderado padrdo de imunomarcagéo (escore 2) e aos 15 e 30
dias um alto padréo de imunomarcacao (escore 3), enquanto o grupo 5FU/PL apresentou

um moderado padrdo de imunomarcagdo em todos os periodos (escore 2; Figura 11).
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Discussao

O presente estudo avaliou o uso do Lactobacillus reuteri aplicado localmente ou
sistemicamente como coadjuvante ao tratamento periodontal ndo cirdrgico de RAR, na
periodontite experimentalmente induzida em animais submetidos ao tratamento com 5-
FU. Estudos em animais tém demonstrado que o 5-FU causa mucosite oral,>%°
hipofuncdo da glandula salivar®® e agrava a progressdo da periodontite com grande
destruicdo 6ssea.?>?’ No presente estudo, nos animais do grupo 5FU, que receberam
apenas 0 quimioterapico, houve uma grande destruicdo e desorganizacdo de todos os
tecidos periodontais, com presenca de espiculas dsseas necrdticas e intenso infiltrado
inflamatorio. Esses resultados corroboram resultados de estudos anteriores de nosso
grupo que mostraram destruicdo severa do osso alveolar em ratos com periodontite
induzida por ligadura com o uso do antineoplasico.?®>*?” Outros estudos®*° mostraram que
0 5-FU apresenta uma alta toxicidade para a mucosa bucal com danos ao tecido epitelial
e apoptose celular, o que facilitaria a penetracdo de bactérias e seus subprodutos para o
interior dos tecidos periodontais, contribuindo para agravar a progressédo da DP conforme
observado na presente pesquisa.

Segundo estudo recente,!’ a toxicidade do 5-FU ¢ diretamente proporcional a dose
administrada ao paciente, podendo ocorrer toxicidade grave ou desenvolvimento de
resisténcia ao medicamento, com reducdo da sua eficacia como monoterapia. Em estudo
recente de nosso grupo, a dose do 5-FU utilizada no presente estudo (60mg/kg e 40mg/kg)
mostrou ser suficiente para promover efeitos sistémicos em ratos.?®

Tambeém ficou evidente no estudo que além do uso do quimioterapico, o efeito do
estresse promoveu danos significantes aos tecidos periodontais. Os resultados do presente
estudo demonstraram que nos grupos com maior manipulacdo dos animais (5FU/SSL,

5FU/SSS, 5FU/PL) com excecdo do grupo dos animais tratados sistemicamente com
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PRO, houve maior PO comparado aos grupos 5FU e 5FU/RAR. Além disso, foi
observado que esses grupos apresentaram intenso infiltrado inflamatério, com
desestruturacdo tecidual severa, areas de reabsorcdo ativas e pequena quantidade de
fibroblastos e fibras colagenas. Tais achados podem ser justificados pela participacéo do
fator estresse na progressao de algumas doencas que alteram a resposta imune causando
danos ao sistema enddcrino, com aumento de corticosterdides e catecolaminas e alteracéo
na resisténcia do hospedeiro, com reducdo da microcirculacdo gengival e do fluxo salivar,
interferindo na funcdo dos neutrofilos e lifocitos facilitando a invaséo e danos teciduais.
61

No presente estudo os resultados demonstraram que houve reducdo do processo
inflamatorio, de &reas com reabsor¢do ativa, da osteoclastogénese e da PO alveolar na
regido da furca nos animais tratados sistemicamente no grupo 5FU/PS aos 30 dias
comparado aos 7 dias. Outros estudos recentes avaliaram uso de PROs na atenuagéo, em
nivel celular, do desenvolvimento de neurotoxicidade induzida por quimioterapia,®? no
controle da disbiose oral®®*-%* e na reducdo dos sintomas gastrointestinais®® de pacientes
submetidos ao tratamento de cancer. Porém alguns fatores devem ser considerados antes
da suplementacdo probidtica, como dose de irradiagdo, estdgio da doenca e
sintomatologia de cada paciente. Estudos com PROs em modelos animais tratados com
antineoplasicos, tém demontrado que essas bactérias benéficas podem fornecer protecédo
contra o estresse oxidativo e desregulagio protéica relacionada a apoptose,®® controlar a
mucosite intestinal % além de serem usados com sucesso como vetores para a liberagao
de antigenos, moléculas imunoestimuladoras ou enzimas que limitam a toxicidade da
quimioterapia convencional.®” Outro estudo recente avaliou o efeito do PRO sistémico no
controle da disbiose durante tratamento antineoplasico e observaram que o uso de PROs

pode limitar os efeitos colaterais indesejados de varios agentes antineoplésicos.5®
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Por outro lado, estudos com PROs em animais sistemicamente saudaveis,
demonstraram reducdo significante da PO, quando comparado ao tratamento
convencional ou ao grupo sem tratamento em ratos, quando utilizaram o Bacillus
subtillis,**4245 Lactobacillus brevis,* Sacharomyces cerevisiae,** Bifidobacterium
lactis*®*” com irrigacdo local. No presente estudo, o grupo tratado com o PRO localmente
ndo mostrou efetividade no controle da PO nos periodos avaliados. Estas discrepancias
de resultados podem estar relacionadas a grande heterogeneidade entre os estudos em
relacdo as doses utilizadas, o tempo de duracdo dos tratamentos, diferentes espécies de
PROs e de formas distintas de administracdo, além de serem estudos realizados em
animais saudaveis, o que difere do presente estudo realizado em animais submetidos a
quimioterapia com 5-FU, reforcando que o uso do quimioterapico agrava a resposta
bioldgica na area de furca. Além disso, estudo recente em ratos*? demonstrou que o stress
provoca efeitos importantes no trato gastrointestinal, incluindo secrecéo de ions alterada,
aumento da permeabilidade epitelial e maior transloucacdo bacteriana, efeitos controlados
pelo PRO administrado sistemicamente.

Do ponto de vista da avaliacdo imunoistoquimica enquanto que nos grupos nao
tratados com PRO houve baixo padréo de imunomarcacgédo de TGF-1 e OCN, observou-
se que houve no grupo 5FU/PS aos 7 dias um moderado padrdo de imunomarcagéo
(escore 2) e aos 15 e 30 dias um alto padrdo de imunomarcacéo (escore 3), enquanto no
grupo 5FU/PL houve moderado padrdo em todos os periodos. Tais achados demonstraram
que houve um aumento da diferenciacdo celular em osteoblastos nos grupos tratados com
PRO, com mais intensidade nos animais que receberam o tratamento sistémico. Estes
beneficios no processo de reparagdo tecidual podem ser justificados pelo maior controle
do processo inflamatorio nos animais tratados com o PRO, devido a capacidade de

interferir na resposta inata e adquirida através de imunomodulagdo pelo controle da
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atividade de metaloproteinases, responsaveis pela liberacdo de citocinas pro-
inflamatorias, além da possibilidade de promover inibicdo competitiva com agentes
periodontopatdgenos.®®

Esses resultados corroboram achados de outros estudos™®’ que demonstraram
aumento da atividade de fatores de crescimento na regeneracao tecidual em fibroblastos
gengivais. TGF-B1 sdo potentes fatores de crescimento osteoindutivo e estdo presentes
durante as fases iniciais da cicatrizagdo da ferida e apresenta uma atividade bioldgica
altamente diversificada, incluindo a atividade quimiotatica e mitogénica de lesbes
gengivais e periodontais em fibroblastos ligamentares e a regulacdo positiva de
componentes da membrana extra-celular como colageno, fibronectina, tenascina e
proteoglicanos, desempenhando um importante papel na reconstrucdo de um ligamento
periodontal saudavel e regeneracdo periodontal por sua capacidade de promover tanto
0ss0 novo como nova formagéo de cemento.’%"?

Na analise quantitativa de células PCNA-positivas, observamos que houve maior
namero aos 7 dias nos espécimes do grupo 5SFU/RAR comparado ao grupo 5FU/SSS e
aos 30 dias nos animais do grupo 5FU/RAR comparado aos 7 e 15 dias do mesmo grupo,
fato que demonstra que o tratamento mecénico de RAR atrasou a proliferagéo celular,
corroborando resultados de estudo recente de nosso grupo* que demonstrou haver um
atraso na reparacdo tecidual causado pelo trauma da raspagem.

Na andlise de RANKL houve alto padrdo de imunomarcagéo (escore 3) em todos 0s
grupos e periodos, com excecdo dos grupos tratados com PRO que apresentaram
prevaléncia de moderado padréo de imunomarcacgéo (escore 2). Para OPG, prevaleceu um
baixo padrdo de imunomarcacgéo (escore 1) em todos 0s grupos e periodos, com exce¢ao
dos grupos 5FU/PL e 5FU/PS aos 30 dias, com moderado padrdo de imunomarcagéo

(escore 2). Na imunomarcacao de celulas TRAP-positivas, prevaleceu um padrdo similar
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em todos os grupos e periodos ndo havendo diferenca estatisticamente significante entre
grupos e periodos. Esses resultados corroboram os resultados de outros estudos de nosso
grupo em animais tratados com 5-FU,2>%" que demonstraram resultados semelhantes, fato
que pode ser explicado pela estimulacdo da osteoclastogénese, aumento da capacidade
reabsortiva de osteoclastos maduros e aumento do numero de osteoclastos em tecido
6sseo, induzindo a condicdo de inflamagdo. Além disso, resultados de outro estudo’
mostrou que o 5-FU é citotoxico aos osteoblastos e seus precursores, induzindo uma
condicdo inflamatdria no tecido 6sseo que regula os niveis de citocinas pro-inflamatérias
capazes de recrutamento de osteoclastos, sugerindo que o 5-FU aumenta a presenca de
osteoclastos no tecido 6sseo. Por outro lado, os grupos tratados com PRO apresentaram
melhores resultados no controle da inflamacdo provavelmente pela atuacdo dessas
bactérias benéficas na inibicdo da atividade da elastase polimorfonuclear e da matrix
metaloproteinase durante o processo inflamatorio, o que corrobora resultados de estudos
PRO em animais sistémicamente normais.*>*6

O Lactobacillus reuteri utilizado no presente estudo, tém sido o PRO mais utilizado
em estudos clinicos®®>*, para o tratamento da periodontite. Esse PRO além da acio
antiinflamatdria pela regulagdo da liberagdo de citocinas pré-inflamatdrias através do
processo de imunomodulacgdo, liberacdo de bacteriocinas e atividade antimicrobiana,
possui caracteristicas exclusivas como producdo de reuterina e reutericiclina, além de
regular positivamente os niveis do hormdnio oxitocina que beneficia reparacbes de
tecidos, cicatrizacéo de feridas” e modula o sistema imunitario em patologias associadas
a inflamacao, cancer e satide reprodutiva’. Esses autores’ sugerem que o Lactobacillus
reuteri ingeridos alteram o sistema imune em todo o organismo e servem para neutralizar

uma predisposicao genética ao cancer, mesmo dentro do microambiente tumoral.
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Apesar do estudo ter sido realizado em animais e ndo haver uma dose recomendada
que possa ainda ser transportada para estes animais, pode-se observar claramente que a
dose sistémica utilizada, proposta para uso em criangas (0,16 mL) com dias de
tratamentos alternados, totalizando 4 aplicagdes, até o sexto dia de tratamento, promoveu
melhora no processo inflamatdrio nos grupos tratados com Lactobacillus reuteri.

Ainda com relagéo a posologia, estudo clinico® utilizando o Lactobacillus reuteri em
pastilhas uma vez ao dia por 14 dias demonstrou apenas efetividade deste PRO no
controle do indice de placa (IP) em pacientes com gengivite moderada e severa. Outros
estudos®®® com o mesmo PRO, administrado duas vezes ao dia durante 21 dias,
obtiveram resultados significantes na reducao de parametros clinicos periodontais como
sangramento a sondagem (SS), profundidade de sondagem (PS), IP e indice gengival (IG)
e ndo obtiveram efeitos adversos ao tecido, o que pode ser possivel pelo efeito anti-
inflamatorio dos PROs.

Outros autores™ investigaram o efeito clinico de gomas de mascar contendo a mesma
bactéria probiotica, duas vezes ao dia, no controle da inflamacao e no nivel de mediadores
inflamatorios no fluido crevicular gengival de pacientes com gengivite, tendo como
resultado uma redugdo nos parametros clinicos de IG e sangramento gengival. Tais
achados clinicos fortalecem as propriedades anti-placa e antimicrobiana na inibicdo da
colonizacdo de patdgenos no tecido do hospedeiro pelo mecanismo de competicéo e efeito
anti-inflamatorio dos PROs. Por outro lado, o medicamento utilizado no presente estudo,
possui em sua composi¢cdo uma Unica cepa do Lactobacillus reuteri (DSM 17938),
enquanto outros estudos®®-*? com resultados promissores na reducéo da PS, utilizaram a
combinacéo de duas cepas (DSM 17938 e ATCC PTA 5289) por um periodo mais longo.

Na analise comparativa do uso do Lactobacillus reuteri no tratamento periodontal

ainda deve-se considerar que além da metodologia do presente estudo ter sido empregada
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em modelo animal, houve a interferéncia de uma droga quimioterapica nestes animais
para simular o efeito deste tipo de PRO em condig¢des de imunossupresséo pelo efeito de
quimioterapia. Tais fatos justificam a necessidade de realizagdo de outros estudos
experimentais que avaliem outros protocolos e posologias de uso do Lactobacillus reuteri

em condigdes sistémicas adversas.

Conclusao

Diante dos resultados obtidos e com a metodologia empregada pode ser concluido que
0 uso sistémico do Lactobacillus reuteri promoveu reducdo da inflamacéo e beneficiou o
processo de reparacao dos tecidos periodontais, porém ndo foi capaz de reduzir a PO na
regido de furca, demonstrando ser uma terapia periodontal coadjuvante promissora em

animais submetidos a quimioterapia com 5-FU.
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Figura 1: Esguema ilustrande o delineamento expermmental do estudo e os
procedimentos experimentals executados em seus respectives infervalos de tempo

nos diferentes grupos.
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Figura 2: Fotomicrografias do primeiro molar inferior com periodontite experimental
evidenciando a magnitude da resposta inflamatoria local, o nivel de perda 6ssea alveolar
e 0 processo de reparo periodontal nos grupos 5FU (a), 5FU/RAR (b), 5SFU/SSL (c),
5FU/SSS (d), 5SFU/PL (e) e 5FU/PS (f) aos 7 dias. Abreviagdes e simbolos: asteriscos,
infiltrado inflamatdrio; oa, osso alveolar. Aumento original: 200x. Barras de escala:

200 pm. Coloragdo: hematoxilina e eosina (H&E).
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Figura 3: Fotomicrografias do primeiro molar inferior com periodontite experimental
evidenciando a magnitude da resposta inflamatoria local, o nivel de perda 6ssea alveolar
e 0 processo de reparo periodontal nos grupos 5FU (a), 5FU/RAR (b), 5SFU/SSL (c),
5FU/SSS (d),5FU/PL (e) e 5FU/PS (f) aos 15 dias. Abreviagdes e simbolos: asteriscos,
infiltrado inflamatdrio; oa, osso alveolar. Aumento original: 200x. Barras de escala:

200 pm. Coloragdo: hematoxilina e eosina (H&E).
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Figura 4: Fotomicrografias do primeiro molar inferior com periodontite experimental
evidenciando a magnitude da resposta inflamatoria local, o nivel de perda 6ssea alveolar
e 0 processo de reparo periodontal nos grupos 5FU (a), 5FU/RAR (b), 5FU/SSL (c),
5FU/SSS (d),5FU/PL (e) e 5FU/PS (f) aos 30 dias. Abreviacgdes e simbolos: asteriscos,
infiltrado inflamatorio; oa, 0sso alveolar. Aumento original: 200x. Barras de escala:

200 um. Coloracéo: hematoxilina e eosina (H&E).
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Figura 5: Grafico mostrando a media e desvio padrdo da area de perda 6ssea alveolar
(mm2) na regido de furca do primeiro molar inferior esquerdo, nos diferentes grupos
experimentais e periodos de avaliacdo. Abreviacbes e simbolos: A, diferenca
estatisticamente significante em relacdo aos grupos 5FU/SSL e 5FU/SSS, no mesmo
periodo; B, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo 5FU/SSL, no
mesmo periodo; C, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao grupo 5FU/PL,
no mesmo periodo; D, diferenca estatisticamente significante em rela¢do aos 7 dias, no
mesmo grupo; E, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao grupo 5FU/SSS,
no mesmo periodo.
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Figura 6: Imunomarcacdo para TGF-f1 na regido de furca do primeiro molar
inferior esquerdo. (a) Grafico mostrando a mediana e desvio interquartis dos escores
atribuidos ao padrdo de imunomarcacdo para TGF-B1. (b-g) Fotomicrografias
evidenciando o padrdo de imunomarcagdo para TGF-B1 nos grupos SFU (b),
5FU/RAR (c), 5FU/SSL (d), 5FU/SSS (e), 5FU/PL (f) e 5FU/PS (g) aos 7 dias.
Abreviacoes e simbolos: setas, células imunomarcadas; oa, 0sso alveolar. Aumento
original: 1000x. Barras de escala: 25 um. Contra-coloracdo: Hematoxilina de
Harris.
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Figura 7:

molar inferior esquerdo. (a) Grafico mostrando média e desvio padrdo da
guantidade de células PCNA-positivas por mm?2 nos diferentes grupos
experimentais e periodos. (b-g) Fotomicrografias evidenciando o padrdo
de imunomarcacdo para PCNA nos grupos 5FU (b), 5FU/RAR (c),
5FU/SSL (d), 5FU/SSS (e), 5FU/PL (f) e 5FU/PS (g) aos 7 dias.
Abreviacdes e simbolos: oa, osso alveolar; A, diferenca estatisticamente
significante em relacdo ao grupo 5FU/SSS, no mesmo periodo; B,
diferenga estatisticamente significante em relagdo aos 30 dias, no mesmo
grupo. Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pum. Contra-
coloracéo: Fast green.
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Figura 8: Imunomarcacao para TRAP na regido de furca do primeiro molar
inferior esquerdo. (a) Grafico mostrando média e desvio padrdo da quantidade
de células TRAP-positivas por mm?2 nos diferentes grupos experimentais e
periodos. (b-g) Fotomicrografias evidenciando o padrdo de imunomarcagdo
para TRAP nos grupos 5FU (b), 5FU/RAR (c), 5FU/SSL (d), 5FU/SSS (e),
5FU/PL (f) e 5FU/PS (g) aos 7 dias. Abreviacdes e simbolos: o0a, 0sso alveolar;
Aumento original: 1000x. Barras de escala: 25 pm. Contra-coloragéo:

Hematoxilina de Harris.
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Figura 9: Imunomarcagdo para RANKL na regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo. (a) Grafico mostrando a mediana e desvio interquartis dos escores atribuidos
ao padrdo de imunomarcagdo para RANKL. (b-g) Fotomicrografias evidenciando o
padréo de imunomarcagdo para RANKL nos grupos 5FU (b), 5FU/RAR (c), 5FU/SSL
(d), 5FU/SSS (e), SFU/PL (f) e 5FU/PS (g) aos 7 dias. AbreviacOes e simbolos: setas,
células imunomarcadas; oa, 0sso alveolar. Aumento original: 1000x. Barras de escala:
25 um. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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Figura 10: Imunomarcacéo para OPG na regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo. (a) Grafico mostrando a mediana e desvio interquartis dos escores
atribuidos ao padrdo de imunomarcacdo para OPG. (b-g) Fotomicrografias
evidenciando o padréo de imunomarcagéo para OPG nos grupos 5FU (b), 5FU/RAR
(c), 5FU/SSL (d), 5FU/SSS (e), 5FU/PL (f) e 5FU/PS (g) aos 30 dias. Abreviacgdes
e simbolos: setas, células imunomarcadas; oa, 0sso alveolar. Aumento original:
1000x. Barras de escala: 25 um. Contra-coloracdo: Hematoxilina de Harris.
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Figura 11: Imunomarcacdo para OCN na regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo. (a) Grafico mostrando a mediana e desvio interquartis dos escores
atribuidos ao padrdo de imunomarcagdo para OCN. (b-g) Fotomicrografias
evidenciando o padréo de imunomarcacao para OCN nos grupos 5FU (b), 5SFU/RAR
(c), SFU/SSL (d), 5FU/SSS (e), 5SFU/PL (f) e 5FU/PS (g) aos 30 dias. Abreviaces e
simbolos: setas, células imunomarcadas; oa, 0sso alveolar. Aumento original: 1000x.
Barras de escala: 25 pm. Contra-coloragdo: Hematoxilina de Harris.
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ANALISE HISTOPATOLOGICA

ESCORE PARA CADA PARAMETRO

PORCENTAGEM DE ANIMAIS POR ESCORE

GRUPOS EXPERIMENTAIS

5FU 5FU/RAR 5FU/SSL 5FU/SSS 5FU/PL 5FU/PS
7d [ 15d [ 30d | 7d [ 15d [ 30d | 7d [ 15d [ 30d | 7d | 15d | 30d | 7d | 15d | 30d | 7d | 15d | 30d

INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA LOCAL
(0) auséncia de inflamagéo
(1) pequena quantidade de células inflamatdrias (até 1/3 das
células sdo células inflamatdrias)
(2) moderada quantidade de células inflamatérias (de 1/3 até 2/3 33% 33% 33% 33% 66% |100%
das células sdo células inflamatdrias)
(3) grande quantidade de células inflamatérias (mais de 2/3 das |100% | 100% | 100% ] 100% | 100% | 66% }100% | 100% | 66% |100% |100% | 66% |100% | 100% | 66% J100% | 33%
células sdo células inflamatérias)

MEDIANA ] 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2
EXTENSAO DO PROCESSO INFLAMATORIO
(0) auséncia de inflamacéo
(1) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo da regido
de furca
(2) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo da regido de furca 66% |100%
(3) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e 6sseo da regido |100% | 100% | 100% ] 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 33%
de furca

MEDIANA | 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2
REABSORQAO RADICULAR EXTERNA (CEMENTO E DENTINA)
(0) ausente
(1) apenas &rea reabsorvidas inativas
(2) poucas areas de reabsorcdo ativas 33% | 33% | 33% 33% | 33% |100%]100% |100% | 100%
(3) muitas areas de reabsorcdo ativas 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 100% | 66% | 66% | 66% J100% | 100% | 100%] 66% | 66%

MEDIANA ] 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2
REABSORCAO OSSEA ALVEOLAR
(0) dentro dos padrbes de normalidade
(1) pequena quantidade de areas de reabsorcdo
(2) moderada quantidade de &reas de reabsor¢éo 33% | 33% 33% | 33% 33% | 33% 33% | 33% 33% | 33% 100% | 100%
(3) grande quantidade de areas de reabsorcéo 100% | 66% | 66% | 100% | 66% | 66% J100% | 66% | 66% |100% | 66% | 66% |100% | 66% | 66% [100%

MEDIANA ] 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 3 2 2
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PADRAO DE ESTRUTURACAO DO TECIDO CONJUNTIVO DA REGIAO DE FURCA

(0) moderada quantidade de fibroblastos e grande quantidade de fibras
colagenas (tecido conjuntivo denso)
(1) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras
colagenas
(2) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras 33% | 33% | 66% | 33% | 33% | 66% | 33% | 33% | 66% | 33% | 66% |100% |100% | 100% | 100%
colagenas
(3) desestruturacéo tecidual severa 100% | 100% | 100% | 66% | 66% | 33% | 66% | 66% | 33% | 66% | 66% | 33% | 66% | 33%
MEDIANA] 3 3 3 3 3 3 3 3 2 3 3 2 3 2 2 2 2 2
PADRAO DE ESTRUTURACAO DO TECIDO OSSEO ALVEOLAR DA REGIAO DE FURCA
(0) trabéculas 6sseas de contorno regular e repletas de osteoblastos
ativos, incluindo areas de neoformacdo dssea
(1) trabéculas dsseas de contorno irregular recobertas tanto por muitos 33% | 66% | 66%
osteoblastos quanto por osteoclastos ativos
(2) trabéculas dsseas de contorno irregular repletas de osteoclastos 33% | 66% | 66% | 33% | 66% | 66% | 33% | 66% | 66% |100% | 100% | 100% | 66% | 33% | 33%
ativos
(3) areas de 0sso necrotico e trabéculas ésseas de contorno irregular | 100% | 100% | 100% | 66% | 33% | 33% | 66% | 33% | 33% | 66% | 33% | 33%
repletas de osteoclastos ativos
MEDIANA 3 3 3 3 2 2 3 2 2 3 2 2 2 2 2 2 1 1

Tabela 1 - Andlise histopatoldgica através de escores e porcentagem dos seguintes parametros avaliados: intensidade da resposta inflamatéria local; extensdo
do processo inflamatdrio; reabsorcdo radicular externa (cemento e dentina); reabsorcéo 6ssea alveolar; padrdo de estruturacdo do tecido conjuntivo da regido

de furca e padrdo de estruturacdo do tecido dsseo alveolar da regido de furca.
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Anexo A - Certificado da Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA)

UNIVERSI usTa ,cgpN
unesp? BRI (GRnn

CAMPUS ARAGCATUBA
FACULDADE DE ODONTOLOGIA
FACULDADE DE MEDICINA VETERINARIA

CEUA - Comissio de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Efeitos do uso de probidtico
administrado localmente ou sistemicamente coadjuvante a terapia periodontal
mecanica, no tratamento da doenga periodontal experimentalmente induzida
em animais sistemicamente normais ou imunosuprimidos com quimioterapico
(5-FU): estudo histomorfométrico e imunoistoquimico em ratos”, Processo FOA
n°® 2014-00541, sob responsabilidade de Valdir Gouveia Garcia apresenta um
protocolo experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentacao
Animal e sua execugao foi aprovada pela CEUA em 21 de novembro de 2017.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 19 de Outubro de 2018.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 19 de Novembro de 2018.

CERTIFICATE
We certify that the study entitled “Use local or sistemic probiotic in mechanical
-therapy at periodontal disease in normal or immunosupressed animals by
chemiotherapic (5-FU): histomorphometric and immunoistochemical study in
rats”, Protocol FOA n° 2014-00541, under the supervnsmr}gf Valdir Gouveia Garcia

2017. m ;
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: ngbeng 20*13 R
DATE OF SUBMISSION OF THE EIU'AI,'REPQRT No smber 19

Faculdade de Medicina Veterinria de Aragatuba
Rua José Bonifécio, 1193 - Vila Mum
Fone (18) 3636-3234
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Anexo B - Lista de verificagdo de diretrizes para experimentacdo animal “ARRIVE

Guidelines”

aRIVE

The ARRIVE Guidelines Checklist

Animal Research: Reporting In Vivo Experiments
Carol Kilkenny ', William .J Browne®, Innee € Cuthil®, Michael Emerson’® and Dougles G Altman®

’mwm&mwmmmwmiuﬂshmmm; J&imdnfhhhiu‘y
Scfence, University of Bristol, Bristol, UK, " School of Biofegical Sciences, Universily of Bristol, Bristol, UK, Heart and Lung
Institute, kmpenial Colege London, UK, fCantre for Statistios in Medicing, Unfversity off Quford, Oodfond, LR
ITEM RECOMMENDATION gl
Title 1 Provide ag accurate and conclee a description of the content of the article | 4p
a8 poegible.
Ahptzact 2 Provide an accurate eummary of the beckground, regearch objectives, 41
Including detalle of the epecles or etraln of animal uged, key meathode,
principal findinge and conciugong of the etudy.
INTRODUCTION
Bachground 3 a. Include suificient eclentific background {Including refevant references to &
previoue work) to underatand the motivation and context for the etudy,
&nd expdain the experimental approach and retionale.
b. Explain how and why the animal epecies and model being used can
eddrees the ecientific objectives and, where appropriate, the etudy’s
relevance to human Hology.
Ohjectives 4 Clearty degcribe the primary and any eecondary cbjectives of the etudy, or | ..

METHODS

apecific hypothesee belng tested.

Ethical statement

Indicate the nature of the ethical review permigsione, relevant llcences (e.g.
Animal [Sclentific Procedures] Act 1988), end national or Inetitutionsl
guldelines for the care and use of animale, that cowver the reeearnch.

Study design

For each experiment, ghve brief detalis of the etudy design Including
a. The number of experimentsl and control groupe.

. Any etepe taken to minimiee the effects of eubjective blae when
allocating animals to tregtment (2.0. randomigation procedurs) and when
‘segessing results (e.g. If done, deecribe who wae blinded and when)

¢ The experiments| unlt (e.g. & eingle animal, group or cage of animalg).

A time-line diagram or fiow chart can be ugetul to ustrate how complex

atudy decigne were carmied out

47

procedures

For each experiment and each experimental group. including controle,

provide preclee detalle of all procedures carmed out. For example:

a. How [2.g. drug Tormulation and doee, elite and route of administration,
‘anaesthesls and analgesla ueed Mncluding monitoringl, ewrgical
procedurs, method of euthaneala). Provide detalls of any epecialiat
equipment used, Including supplier{e).

. Wihen [e.g. time of day).

© Where (e.g. home cage, laboratory, water maze).

d. Wiy (e.g. rationgle for cholce of epecific anassthetic, route of
‘adminietration, drug doee uged).

a. Provide detalls of the animals used, including apecies, etrain, Bex,
developmeantal etege (2.g. mean or median ege plug age rangs) and
welght (e.g. mean or median weight plue weight range).

b. Priowide Tfurther relevant Information euch s the eource of animiake,
Intemational etrain nomenclsture, genetic modfication status (2.g.
imock-out or tranegenicl, genotype, healthAmmune status, drug or tegt
nalve, previous procedures, ete.

The ARRIVE guidelines. Oniginally published In PLOS Biology, June 2010°
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Housing and g Provide detalis of; 45
husbandry a. Houslng {type of faciiity e.g. epecific pathogen free [SPFT; type of cage or
housing; bedding materisl number of cage companione; tenk ehape and
miaterial etc. for fish).
. Hugbandry conditions (e.g. breeding programme, light/dark cycie,
temperature, quality of water ete for Tleh, type of food, access to food
&nd water, emvironmental enmchment).
© Welfare-relsted segecements and Imterventions that were carried out
prior to, during, of STter the experiment.
Bample size 10 a. Specify the total number of andmale uged In each experiment, and the 54T
number of animale in each experimeantal group.
0. Explaln how the number of animals wes amhved &t. Provide detalls of any
eample gize calculation ueed.
c Indicate the number of Independent replications of each experiment, If
redevant
Allooating 1 a. Ghee full detalla of how animale were sliocated to experimental groupa, a7
animale to Inciuding randomieation or matching IF done.
experimental b. Degcribe the order In which the snimale In the different experimental
groupe groups were trested and sseecasd.
Experimental 12 Clearty define the primary and eCcondary expermentsl Cutcomes seeessed | 4o oo
uItoomes {e.g. cell death, modecular markere, behavioural changee).
Statistical 13 a. Provide detalls of the etstletical methods used for each analysla. =2
methoda

b. Specify the unit of analyeie for eech dataget (2.g. eingle snimal, group of
‘animals, &ingle neuron).

c. Degcribe any methode ueed to sisees whether the data met the
EEEUMPYoNE Of the etatistical approach.

Baseline data 14 For each experimental group, report relevant charecterstics and health 53
gtatue of animals [2.g. welght, microblological etatue, and drug of teet nalve)
prior to treetment or testing. (This Information can often be tabulsted.
Numbers 15 a. Report the number of animale In each group Included In each analysle. 53
analysed Report abeolute numbers (e.g. 10020, not 5097,
D. I any animale of data wene not Included [N the analyele, explaln wiy.
Crtoomes and 18 Report thie regulte for esch anslyele carmied out, with 8 mesgure of precielon | o3 ce
egtimation {e.g. etandard emror or confidence Interval).
Adwerse events 17 a. Ghve detalls of all Important adveree events in each experimentsal group. | 53

. Describe any modificatione to the experimental protooole made to
reduce edverse events.

DISCUSSION
Interpretation’ 18 & Imterpret the regults, taking Into account the atudy objectives and SEEZ
prientific hypotheges, curment theory and other relevant etudies In the Bterature.
implicatione b. Comment on the etudy Imitatione Including any potentlsl sources of bias,
ary Imitatione of the animal model, and the imprecielon aeeociated with
the reeuite”.
¢ Degcribe any Implicatione of your experimental methode or indings for
the replacement, refinement or reduction {the 3R] of the use of animale
In regearch.
Generalipability/ 19 Comment on whether, and how, the findinge of thie etudy are lkely to 157
ranalation traneiate to other epecies or eyetems, Including any relevance to humen
Dlslogy.
Funding 0 Ligt &ll funding eources (including grant numier] and the role of the &2
funder(e] in the etudy.
References:
N C 1. Kilkerery C, Browne W, Cuthill IC, Emerson M, Aliman DG (2010} Improving Blossence Research Reporing: The ARRIVE Guldelines
5 for Reparting Animal Research. PLGS Biol 8(6) e 1000412 dol:10.1371/joumal_pbio. 1000412
3R 2 Schulz KF, Altman D, Moher D, the COMSORT Group (2010) COMSORT 2010 Statement: updated guikielines for reporting parallel

QNP randomised trials. AL 3400332

Anexo B: Lista de diretrizes do estudo, seguindo os principios do “ARRIVE Guidelines”.
As numeracOes de cada topico correspondem as paginas em que se encontram cada
paragrafo correspondente ao assunto mencionado.
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Anexo C - Normas para publicagdo segundo o Periédico “Journal of Periodontal
Research”

Author Guidelines

Content of Author Guidelines: 1. General, 2. Ethical Guidelines, 3. Manuscript

Submission Procedure, 4. Manuscript Types Accepted, 5. Manuscript Format and

Structure, 6. After Acceptance, 7. Data Protection.

Journal of Periodontal Research guarantees an effective review and publication
process.

Rapid review processing: on average 32 days from submission to first decision
Rapid publication: on average 55 days from acceptance to online availability and

Medline indexing

Useful Websites: Submission Site, Author Services, Ethical Guidelines, Guidelines for

Figures
The journal to which you are submitting your manuscript employs a plagiarism detection
system. By submitting your manuscript to this journal you accept that your manuscript

may be screened for plagiarism against previously published works.

S
€r°¥g1. GENERAL

The Journal of Periodontal Research is an international research periodical the purpose
of which is to publish original clinical and basic investigations and review articles
concerned with every aspect of periodontology and related sciences. Reports of scientific

meetings in periodontology and related fields are also published.

Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts,
the journal's requirements and standards as well as information concerning the procedure

after a manuscript has been accepted for publication in the Journal of Periodontal
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Research. Authors are encouraged to visit Wiley Blackwell's Author Services for further

information on the preparation and submission of articles and figures.
2. ETHICAL GUIDELINES

The Journal of Periodontal Research adheres to the below ethical guidelines for

publication and research.

2.1. Author shipand Acnowledgements

Authors submitting a paper do so on the understanding that the manuscript have been read
and approved by all authors and that all authors agree to the submission of the manuscript

to the Journal.

The Journal of Periodontal Research adheres to the definition of authorship set up by
The International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the
ICMJE authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception
and design of, or acquisiation of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the
article or revising it critically for important intellectual content and 3) final approval of

the version to be published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.

It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission
of the manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under

Acknowledgements.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article
other than the authors accredited. Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data

and conclusions. Please also include specifications of the source of funding for the study
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and any potential conflict of interests if appropriate. Suppliers of materials should be
named and their location (town, state/county, country) included.

2.2. Ethical Approvals

All studies using human or animal subjects should include an explicit statement in the
material and Methods section identifying the review and ethics committee approval for
each study, if applicable. Editors reserve the right to reject papers if there is doubt as to

whether appropriate procedures have been used.

2.3 Photographs of People

The Journal of Periodontal Research follows current HIPAA guidelines for the
protection of patients/subject privacy. If an individual pictured in a digital image or
photograph can be identified, his or her permission is required to publish the image. The
corresponding author may submit a letter signed by the patient authorizing the Journal of
Periodontal Research to publish the image/photo. Or, a form provided by the Journal of
Periodontal Research (available by clicking the “Instructions and Forms” link in
Manuscript Central) may be downloaded for your use. This approval must be received by
the Editorial Office prior to final acceptance of the manuscript for publication. Otherwise,
the image/photo must be altered such that the individual cannot be identified (black bars
over eyes, tattoos, scars, etc.). The Journal of Periodontal Research will not publish
patient photographs that will in any way allow the patient to be identified, unless the

patient has given their express consent.

2.4 Clinical Trials

Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available
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at www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the

submission material.

The Journal of Periodontal Research encourages authors submitting manuscripts
reporting from a clinical trial to register the trials in any of the following free, public
clinical trials

registries: www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials.ifpma.org/clinicaltrials/, http://isrct

n.org/. The clinical trial registration number and name of the trial register will then be

published with the paper.

2.5 Conflict of Interest and Source of Funding

Please disclose information concerning sources of institutional, private and corporate
financial support for the work within the manuscript be fully acknowledged, and any

potential conflicts of interest under Acknowledgements

2.6 Appeal of Decision

The decision on a paper is final and cannot be appealed.

2.7. Permissions

If all or parts of previously published illustrations are used, permission must be obtained
from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain these in

writing and provide copies to the Publishers.

2.8. Copyright

If your paper is accepted, the author identified as the formal corresponding author for the
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paper will receive an email prompting them to login 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.

For authors signing the copyright transfer agrément

If the OnlineOpen 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 below:

CTA Terms and Conditions http://authorservices.wiley.com/bauthor/fags copyright.asp

For authors choosing OnlineOpen

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

Creative Commons License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial License OAA

Creative Commons Attribution Non-Commercial - NoDerivs License OAA

To preview the terms and conditions of these open acess agreements, please visit the
Copyright FAQ hosted on Wiley Author

Services http://exchanges.wiley.com/authors/fags---copyright- 301.html and

visit http://www.wileyopenaccess.com/details/content/12f25db4c87/Copyright--

License.html.
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If you select the OnlineOpen option and your research is funded by certain funders [e.g.
The Wellcome Trust and members of the Research Councils UK (RCUK) or the Austrian
Science Fund (FWF)], you will be given the opportunity to publish your article under a
CC-BY license supporting you in complying with Wellcome Trust and Research Councils
UK requirements. For more information on this policy and the Journal's compliant self-

archiving policy, please visit http://www.wiley.com/go/funderstatement

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission

site http://mc.manuscriptcentral.com/jre. The use of an online submission and peer review

site enables immediate distribution of manuscripts and consequentially speeds up the
review process. It also allows authors to track the status of their own manuscripts.
Complete instructions for submitting a paper is available online and below. For further

assistance, please contact the editorial office at jreedoffice@wiley.com

By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email
address, and affiliation, and other contact details the publication might require, will be
used for the regular operations of the publication, including, when necessary, sharing with
the publisher (Wiley) and partners for production and publication. The publication and
the publisher recognize the importance of protecting the personal information collected
from users in the operation of these services, and have practices in place to ensure that
steps are taken to maintain the security, integrity, and privacy of the personal data
collected and processed. You can learn more

at https://authorservices.wiley.com/statements/data-protection-policy.html.

3.1. Getting Started
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* Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 6 or higher,
Netscape 7.0, 7.1, or 7.2, Safari 1.2.4, or Firefox 1.0.4) and go to the journal's online

Submission Site: http://mc.manuscriptcentral.com/jre

* Log-in or, if you are a new user, click “register here”.

« If you are registering as a new user.

- After clicking on 'register here', enter your name and e-mail information and click

‘Next'. Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click 'Next.'
- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address
as your user ID), and then select your area of expertise. Click ‘Finish'.
« If you have an account, but have forgotten your log in details, go to Password Help on

the journals online submission system http://mc.manuscriptcentral.com/jre and enter

your email address. The system will send you an automatic user ID and a new temporary
password.

* Log-in and select “Corresponding Author Center”

3.2. Submitting Your Manuscript

* After you have logged into your “Corresponding Author Center”, submit your
manuscript by clicking the submission link under “Author Resources”.

* Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from
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your manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.
« Click the 'Next' button on each screen to save your work and advance to the next screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the 'Browse' button and locate the file on your computer.
- Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.
- When you have selected all files you wish to upload, click the 'Upload Files' button.
* Review your submission (in HTML and PDF format) before sending to the Journal.

Click the 'Submit' button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc/.docx) or Rich Text Format (.rtf) files
(not write-protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are
acceptable for submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for
printing. The files will be automatically converted to HTML and PDF on upload and will
be used for the review process. The text file must contain the entire manuscript including
title page, abstract, text, references, figure legends and tables but noembedded figures.
Figure tags should be included in the file. Manuscripts should be formatted as described

in the Author Guidelines below.

3.4. Blinded Review

All manuscripts submitted to the Journal of Periodontal Research will be reviewed by two
experts in the field. The Journal of Periodontal Research uses single blinded review. The

names of the reviewers will thus not be disclosed to the author submitting a paper.

3.5. Suggest a Reviewer
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The Journal of Periodontal Research attempts to keep the review process as short as
possible to enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate this
process, please suggest the names and current email addresses of 2 potential international

reviewers whom you consider capable of reviewing your manuscript.

3.6. Suspension of Submission Mid-way in the Submission Process

You may suspend a submission at any phase before clicking the 'Submit' button and save
it to submit later. The manuscript can then be located under 'Unsubmitted Manuscripts'
and you can click on 'Continue Submission' to continue your submission when you choose

to.

3.7. Email Confirmation of Submission

After submission you will receive an email to confirm receipt of your manuscript. If you
do not receive the confirmation email after 24 hours, please check your email address
carefully in the system. If the email address is correct please contact your IT department.
The error may be caused by some sort of spam filtering on your email server. Also, the
emails should be received if the IT department adds our email server

(uranus.scholarone.com) to their whitelist.

3.8. Manuscript Status

You can access ScholarOne Manuscripts (formerly known as Manuscript Central) any
time to check your 'Author Centre'. The Journal will inform you by e-mail once a decision

has been made.
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3.9. Submission of Revised Manuscripts

To submit your revised manuscript, locate your manuscript under 'Manuscripts with
Decisions' and click on 'Submit a Revision'. Please remember to delete any old files

uploaded when you upload your revised manuscript.
4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Original Articles: must describe significant and original experimental observations and
provide sufficient detail so that the observations can be critically evaluated and, if
necessary, repeated. Original articles must conform to the highest international standards

in the field.

Review Articles: are selected for their broad general interest; all are refereed by experts
in the field. Reviews should take a broad view of the field rather than merely summarizing
the authors” own previous work, so extensive citation of the authors” own publications is

discouraged.
Mini Reviews are covering a smaller area and may be written in a more free format.

Short Communications: Short communications, limited to 1-3 pages, including
illustrations and references, will be considered for rapid publication. Such papers must be
based on work that is of special importance or having the potential for great impact, or a
body of work that is complete but of insufficient scope to warrant a full-length paper.

Short communications need not follow the usual divisions.

Meeting Reports: Reports of scientific meetings in periodontology and related fields are

also published.
5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1. Page Charge
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Articles exceeding 7 published pages (including figures and tables) are subject to a charge
of GBP70.00 per additional page. For guidance purposes, one published page amounts
approximately to 5,500 characters; text should be reduced if figures/tables are included
within the 7 pages. If authors are unable to pay additional page fees they will need to

reduce the length of their articles.

5.2. Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second
language must have their manuscript professionally edited by an English speaking person
before submission to make sure the English is of high quality. It is preferred that
manuscript is professionally edited. A list of independent suppliers of editing services can

be found at http://authorservices.wiley.com/bauthor/english language.asp. All services

are paid for and arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee

acceptance or preference for publication

Abbreviations and symbols: Abbreviations should be in accordance with Guidelines
laid down by the American Society of Microbiology. Unless they are in common usage
(e.g. DNA), all terms must be displayed in full in the key words, and the first time that
they appear in the abstract, the main text, tables and figures, followed by the abbreviation
in parentheses. If an abbreviation is used in the body of figure or table only it must be
defined in the figure legend or table footnotes. The symbol % is to be used for percent, h
for hour, min for minute, and s for second. In vitro and in vivo are to be italicized. Use
only standard abbreviations. All units will be metric. Use no roman numerals in the text.
In decimals, a decimal point, and not acomma, will be used. In cases of doubt, the spelling

orthodoxy of Webster 's Third New International Dictionary will be adhered to.

Daniela Janjacomo



http://authorservices.wiley.com/bauthor/english_language.asp

100

Scientific Names: Proper names of bacteria should be binomial and should be singly
underlined in the typescript. The full proper name (e. g. Streptococcus sanguis) must be
given upon first mention. The generic name may be abbreviated thereafter with the first
letter of the genus (e. g. S. sanguis). If abbreviation of the generic name could cause
confusion, the full name should be used. If the vernacular form of a genus name (e. g.
streptococci) is used, the first letter of the vernacular name is not capitalized and the name
is not underlined. Use of two letters of the genus (e. g. Ps for Peptostreptococcus) is
incorrect, even though it might avoid ambiguity. With regard to drugs, generic names

should be used instead of proprietary names.

It is strongly recommended that all abbreviations be introduced in the first paragraph in
Materials and Methods. Alternatively, define each abbreviation and introduce it in
parentheses the first time it is used; e.g., "Cultures were grown in Eagle minimal essential
medium (MEM)." Generally, eliminate abbreviations that are not used at least three times

in the text (including tables and figure legends).

5.3. Structure

All manuscripts submitted to the Journal of Periodontal Research should include: Title
page, abstract, main text, references and tables, figures and figure legends were

appropriate.

Title Page: should contain the title of the article, name(s) of the author(s), initials, and
institutional affiliation(s), and the name and complete mailing address, including email
address, of the author responsible for correspondence. We accept only one corresponding
author per manuscript and in case of co-correspondence a foot note will be added
indicating ‘Both the authors have contributed equally to the work. The author must list 4

keywords for indexing purposes.
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Abstract: The abstract should consist of 1) the objective 2) the background data
discussing the present status of the field 3) methods 4) results 5) conclusion.
Main Text of Original Research Articles

Introduction: Summarize the rationale and purpose of the study, giving only strictly

pertinent references. Do not review existing literature extensively.

Material and methods: Materials and methods should be presented in sufficient detail to
allow confirmation of the observations. Published methods should be referenced and

discussed only briefly, unless modifications have been made.

Results: Present your results in a logical sequence in the text, tables, and illustrations. Do
not repeat in the text all of the data in the tables and illustrations. Important observations

should be emphasized.

Discussion: Summarize the findings without repeating in detail the data given in the
Results section. Relate your observations to other relevant studies and point out the

implications of the findings and their limitations. Cite other relevant studies.
Main Text of Reviews, Short Communications and Meeting Reports

These need not follow the usual divisions.

Acknowledgements: Acknowledge only persons who have made substantive
contributions to the study. Authors are responsible for obtaining written permission from
everyone acknowledged by name because readers may infer their endorsement of the data

and conclusions. Sources of financial support must be acknowledged.

5.4. References

References should be numbered consecutively in the order in which they appear in the

text, and should be kept to a pertinent minimum. References should include the beginning
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and ending page numbers. ldentify references in the text, tables, and figure legends by
arabic numerals in superscript format. References cited only in the tables or figure legends
should be numbered in accordance with a sequence established by the first notation of
that figure or table in the text. Use the style of the examples below, which is based
on Index Medicus. Manuscripts accepted but not published may be cited in the reference
list by placing "in press" after the abbreviated title of the journal. Abstracts and
manuscripts not yet accepted may be cited in full in the text but not in the reference list.

References must be verified by the author(s) against the original documents.

We recommend the use of a tool such as Reference Manager for reference management

and formatting. Reference Manager reference styles can be searched for

here: http://refman.com/downloads/styles

Examples:

(1) Standard journal article

(List all authors up to 6; for 7 or more list the first 3 and add "et al.") Dockrell H,
Greenspan JS. Histochemical identification of T- cells in oral lichen planus. Oral
Surg 1979; 48: 42-49. Thomas Y, Sosman J, Yrigoyen O, et al. Functional analysis of
human T- cell subsets defined by monoclonal antibodies. I. Collaborative T-T interactions

in the immunoregulation of B-cell differentiation. J Immunol1980; 125: 2402-2405.

(2) Corporate author

The Royal Marsden Hospital Bone- Marrow Transplantation Team. Failure of syngeneic
bone- marrow graft without preconditioning in post- hepatitis marrow

aplasia. Lancet 1977; 2: 628-630.
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(3) No author given

Anonymous. Coffee drinking and cancer of the pancreas [Editorial]. Br Med J 1981; 283:

628-635.

(4) Journal supplement

Mastri AR. Neuropathology of diabetic neurogenic bladder. Ann Intern Med 1980; 92 (2

pt 2): 316- 324.

Frumin AM, Nussbaum J, Esposito M. Functional asplenia: demonstration of splenic

activity by bone marrow scan. Blood 1979; 54 (suppl 1): 26- 28.

(5) Journal paginated by issue

Seaman WB. The case of the pancreatic pseudocyst. Hosp Pract 1981; 16 (Sep): 24-29.

(6) Personal author(s)

Eisen HN. Immunology: an introduction to molecular and cellular principles of the

immune response, 5th edn. New York: Harper Row, 1984:406-420.

(7) Editor, compiler, chairman as author

Dausset J, Colombani J, eds. Histocompatibility testing 1972. Copenhagen: Munksgaard,

1973: 12-18.

(8) Chapter in a book

Daniela Janjacomo




104

Weinstein L, Swartz MN. Pathogenic properties of invading microorganisms. In:
Sodeman WA Jr, Sodeman WA, eds. Pathologic physiology: mechanisms of disease.

Philadelphia: WB Saunders, 1974: 457-480.

(9) Published proceedings paper

DePont B. Bone marrow transplantation in severe combined immunodeficiency with an
unrelated MLC compatible donor. In: White HJ, Smith R, eds. Proceedings of 3rd Annual
Meeting of the International Society for Experimental Hematology. Houston:

International Society for Experimental Hematology, 1974: 44-50.

(10) Agency publication

Ranofsky AL. Surgical operations in short-stay hospitals: United States - 1975.
Hyattsville, Maryland: National Center for Health Statistics, 1978; DHEW publication

no. (PHS) 78-1785. (Vital and health statistics; series 13; no. 34.)

(11) Dissertation or thesis

Cairns RB. Infrared spectroscopic studies of solid oxygen. Berkeley, CA: University of

California, 1965. 156pp. Dissertation.

5.5. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: Tables should be numbered consecutively with arabic numerals. Use titles which

are self explanatory. Due regard should be given to the proportions of the printed page.
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Figures: All figures should clarify the text and their number should be kept to a minimum.
Details must be large enough to retain their clarity after reduction in size. Illustrations
should preferably fill a single column width (54 mm) after reduction, although in some
cases 113 mm (double column) and 171 mm (full page) widths will be accepted.
Micrographs should be designed to be reproduced without reduction, and they should be
dressed directly on the micrograph with a linear size scale, arrows, and other designators

as needed.

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent
the final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF
(halftone/photographs) files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for
printed pictures. Do not use pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have
a resolution of 300 dpi (halftone) or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the
reproduction size (see below). EPS files should be saved with fonts embedded (and with

a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs):

>300 dpi; figures containing both halftone and line images: >600 dpi.

Further information can be obtained at Wiley Blackwell’s guidelines for

figures: http://authorservices.wiley.com/bauthor/illustration.asp.

Check your electronic artwork before submitting

it; http://authorservices.wiley.com/bauthor/eachecklist.asp.

Permissions: If all or parts of previously published illustrations are used, permission must
be obtained from the copyright holder concerned. It is the author's responsibility to obtain

these in writing and provide copies to the Publishers.
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5.6. Supporting material

Supporting material, such as data sets or additional figures or tables, that will not be
published in the print edition of the journal, but which will be viewable via the online

edition, can be submitted.

It should be clearly stated at the time of submission that the Supporting Material is
intended to be made available through the online edition. If the size or format of the
Supporting Material is such that it cannot be accommodated on the journal's Web site, the
author agrees to make the Supporting Material available free of charge on a permanent
Web site, to which links will be set up from the journal's website. The author must advise
Wiley Blackwell if the URL of the website where the Supporting Material is located
changes. The content of the Supporting Material must not be altered after the paper has

been accepted for publication.

The availability of Supporting Material should be indicated in the main manuscript by a
paragraph, to appear after the References, headed 'Supporting Material' and providing
titles of figures, tables, etc. In order to protect reviewer anonymity, material posted on the
authors Web site cannot be reviewed. The Supporting Material is an integral part of the

article and will be reviewed accordingly.
6. AFTER ACCEPTANCE

Upon acceptance of a paper for publication, the manuscript will be forwarded to the

Production Editor who is responsible for the production of the journal.

6.1 Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
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working email address must therefore be provided for the corresponding author. The

proof can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site.

Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be
downloaded (free of charge) from the following Web

site: www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html . This will enable the file to be

opened, read on screen, and printed out in order for any corrections to be added. Further
instructions will be sent with the proof. Hard copy proofs will be posted if no e-mail
address is available; in your absence, please arrange for a colleague to access your e-mail
to retrieve the proofs. Proofs must be returned to the Production Editor within three days

of receipt.

Excessive changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be
charged separately. Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained
by the publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in his

work, including changes made by the copy editor.

6.2. Early Online Publication Prior to Print

The Journal of Periodontal Research is covered by Wiley Blackwell's Early View service.
Early View articles are complete full-text articles published online in advance of their
publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have been
fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections have
been incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online
publication. The nature of Early View articles means that they do not yet have volume,
issue or page numbers, so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They

are therefore given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited
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and tracked before it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains

valid and can continue to be used to cite and access the article.

6.3. Production Tracking

Online production tracking is available for your article through Wiley Blackwell's Author
Services. Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted
- through the production process to publication online and in print. Authors can check the
status of their articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of

production.

6.4. Video Abstracts

A video abstract can be a quick way to make the message of your research accessible to
a much larger audience. Wiley and its partner Research Square offer a service of
professionally produced video abstracts, available to authors of articles accepted in this

journal. You can learn more about it at www.wileyauthors.com/videoabstracts. If you

have any questions, please direct them to videoabstracts@wiley.com.

7. Data Protection

By submitting a manuscript to or reviewing for this publication, your name, email
address, and affiliation, and other contact details the publication might require, will be
used for the regular operations of the publication, including, when necessary, sharing with

the publisher (Wiley) and partners for production and publication.
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