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VITORIA, O. A. P. Influéncia da suplementaciio dietética com luteina sobre a progressio
e no tratamento da periodontite experimental induzida em ratos. 2023. 109f. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia) — Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracatuba, 2023.

RESUMO

O proposito deste estudo foi de avaliar os efeitos da suplementagao dietética com luteina (LT)
na progressao no tratamento da periodontite experimental (PE). 120 ratos machos (Wistar)
foram divididos em quatro grupos. A indugdo da PE foi realizada por meio da instalagdo de uma
ligadura de algodao no primeiro molar inferior esquerdo. Grupos: ST-SS (n=30): 0,7 ml/kg de
SS via gavagem gastrica (GG) diariamente. ST-LT (n=30): GG com 250mg/kg de LT, por todo
periodo experimental. RAR-SS: 0,7 ml/kg de SS via GG diariamente, apds 7 dias a RAR ¢
realizada. RAR-LT: LT via GG diariamente, ap6s 7 dias a RAR foi realizada. A eutanésia foi
realizada aos 7, 15 e 30 dias ap6s a inducdo de PE (ST-SS e ST-LT) ou RAR (RAR-SS e RAR-
LT). As hemimandibulas foram removidas e submetidas ao processamento por
desmineralizacdo para analise histométrica para porcentagem de osso na furca (POF), analise
histopatologica da regido de furca, analise imunohistoquimica para deteccao da IL-1B, TNFa,
IL-10, TRAP e OCN. Os dados foram submetidos ao teste de Shapiro-Wilk, analise de variancia
(ANOVA) e pos-teste de Tukey (p<0,05). Menor POF foi observado no grupo RAR/SS 7, 15 ¢
30 dias em relacdo ao grupo RAR/LT em todos os periodos (p<0,05). Nao foram observadas
diferencas da POF no grupo ST/LT 7, 15 e 30 dias quando comparado ao grupo RAR/SS nos
mesmos periodos. Na andlise histopatologica, menor intensidade e extensdo do processo
inflamatério assim como maior estruturagdo do tecido conjuntivo e 6sseo na regiao de furca foi
observado no grupo RAR/LT e ST/LT aos 7, 15 e 30 dias quando comparado com o grupo
RAR/SS e ST/SS nos mesmos periodos. Na andlise imunoistoquimica, o grupo ST/LT 30 dias
apresentou menor numero de células TRAP-positivas quando comparadas ao grupo RAR/SS e

RAR/LT no mesmo periodo (p<0,05). O grupo RAR/SS 7 dias apresenta maior niumero de



cé¢lulas TRAP-positivas em relagdo ao grupo RAR/LT no mesmo periodo (p<0,05). O grupo
ST/LT 30 dias apresentou maior densidade de imunomarcagao para OCN quando comparado
com o grupo RAR/LT no mesmo periodo (p<0,05). O grupo ST/LT 15 e 30 dias apresenta maior
densidade de imunomarcagdo para OCN quando comparado com o grupo RAR/SS nos mesmos
periodos (p<0,05). O grupo RAR/SS 15 e 30 dias apresentaram maior densidade de
imunomarcac¢do para IL-1B em relagdo ao grupo RAR/LT nos mesmos periodos (p<0,05). O
grupo ST/LT 7, 15 e 30 dias apresentou menor densidade de imunomarcagdo para IL-1B em
relacdo ao RAR/SS nos mesmos periodos (p<0,05). O grupo RAR/SS 15 e 30 dias apresentou
menor densidade de imunomarcacao para IL-10 quando comparado com o grupo RAR/LT nos
mesmos periodos (p<0,05). O grupo ST/LT 30 dias apresentou maior densidade de
imunomarcagao para IL-10 em relagdo ao grupo RAR/SS 30 dias (p<0,05). O grupo ST/LT 7
dias apresentou menor densidade de imunomarcacao para TNFo em comparagdo ao grupo
RAR/SS 7 dias ¢ RAR/LT 7 dias. Conclui-se que a LT se mostrou efetiva no controle da
progressao da PE e quando associada a RAR, apresentou melhores resultado em comparagao a

SS adjuvante a RAR.

Palavras-chave: Luteina. Doengas periodontais. Periodontite. Raspagem dentaria.
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VITORIA, O. A. P. Influence of dietary supplementation with lutein on the progression
and treatment of experimental induced periodontitis in rats. 2023. 109f. Dissertacao
(Mestrado em Odontologia) — Faculdade de Odontologia de Aragatuba, Universidade Estadual
Paulista, Aracgatuba, 2023.

ABSTRACT

The purpose of this study was to evaluate the effects of dietary lutein (LT) supplementation on
progression in the treatment of experimental periodontitis (EP). 120 male rats (Wistar) were
divided into four groups. PE induction was performed by installing a cotton ligature on the
lower left first molar. Groups: ST-SS (n=30): 0.7 ml/kg of SS via gastric gavage (GG) daily.
ST-LT (n=30): GG with 250mg/kg of LT, for the entire experimental period. RAR-SS: 0.7 ml/kg
of SS via GG daily, after 7 days RAR is performed. RAR-LT: LT via GG daily, after 7 days
RAR was performed. Euthanasia was performed at 7, 15 and 30 days after PE (ST-SS and ST-
LT) or RAR (RAR-SS and RAR-LT) induction. The hemimandibles were removed and
submitted to demineralization processing for histometric analysis for percentage of bone in the
furcation (POF), histopathological analysis of the furcation region, immunohistochemical
analysis for detection of IL-1p, TNFa, IL-10, TRAP and OCN. Data were submitted to test
Shapiro-wilk, analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post-test (p<0.05). Lower POF was
observed in the RAR/SS group 7, 15 and 30 days compared to the RAR/LT group in all periods
(p<0.05). No POF differences were observed in the ST/LT 7, 15 and 30days group when
compared to the RAR/SS group in the same periods. In the histopathological analysis, lower
intensity and extension of the inflammatory process, as well as greater structuring of connective
and bone tissue in the furcation region, was observed in the RAR/LT and ST/LT group at 7, 15
and 30 days when compared to the RAR/SS group and ST/SS in the same periods. In the
immunohistochemical analysis, the ST/LT 30 days group had a lower number of TRAP-positive
cells when compared to the RAR/SS and RAR/LT groups in the same period (p<0.05). The 7

day RAR/SS group has a higher number of TRAP-positive cells than the 7 day RAR/LT group



(p<0.05). The ST/LT 30 days group showed a higher density of immunostaining for OCN when
compared to the RAR/LT group in the same period (p<0.05). The ST/LT 15 and 30 days group
showed a higher density of immunostaining for OCN when compared to the RAR/SS group in
the same periods (p<0.05). The RAR/SS 15 and 30 days group showed higher immunostaining
density for IL-1B compared to the RAR/LT group in the same periods (p<0.05). The ST/LT 7,
15 and 30 days group showed lower immunostaining density for IL-13 compared to RAR/SS
in the same periods (p<0.05). The 15 and 30 days RAR/SS group showed a lower
immunostaining density for IL-10 when compared to the RAR/LT group in the same periods
(p<0.05). The ST/LT 30 days group showed a higher immunostaining density for IL-10
compared to the RAR/SS 30 days group (p<0.05). The 7 day ST/LT group had a lower
immunostaining density for TNFa compared to the 7-day RAR/SS and 7 day RAR/LT group.
It is concluded that LT proved to be effective in controlling the progression of PE and when

associated with RAR, it presented better results compared to SS adjuvanted with RAR.

Keywords: Lutein. Periodontitis. Periodontal disease. Dental scaling.
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RESUMO

O proposito deste estudo ¢ de avaliar os efeitos da suplementacdo com luteina (LT), a progressao
e o tratamento da periodontite experimental (PE). 120 ratos machos (Wistar), foram divididos
em 4 grupos. Grupos: STSS: gavagem gastrica (GG) didria com 0,7 ml/kg de solugdo salina
(SS). STLT: GG diaria com LT por todo periodo experimental. RARSS: GG com SS, apds 7
dias foi realizada a RAR. RARLT: GG com LT e RAR apo6s 7 dias. Ligadura de algodao foi
instalada no primeiro molar inferior esquerdo. Foi realizada analise histométrica por
porcentagem de osso na furca (POF), histopatologica e imunoistoquimica para detec¢ao de IL-
1B, TNFa, IL-10, TRAP e OCN na regido de furca. A eutandsia foi realizada aos 7, 15 e 30 dias.
A andlise de variancia (ANOVA) e pos-teste de Tukey foram realizados (p<0,05). Menor POF
no grupo RAR/SS 7, 15 e 30 dias em relagdo a RAR/LT nos mesmos periodos. Maior densidade
imunomarcac¢ao de células TRAP-positivas em RAR/LT 7 dias em relagdo a RAR/SS em 7 dias.
maior imunomarcacao para OCN em RAR/LT em 7 e 15 dias em relagdo a RAR/VE no mesmo
periodo. Maior imunomarcag¢do para IL-10 no grupo RAR/LT em 15 e 30 dias quando
comparados com RAR/SS. Menor imunomarcagdo para IL-1 no RAR/LT 15 e 30 dias em
relacdo a RAR/SS nos mesmos periodos. Menor imunomarcacdo para TNF-alfa no grupo
RAR/LT em relag@o ao grupo RAR/SS no mesmo periodo. LT como terapia coadjuvante a RAR,

reduziu a inflamagao na area de furca e melhorou a POF.

Palavras-chave: Periodontite. Raspagem dentaria. Luteina. Doencga periodontal.



ABSTRACT

The purpose of this study is to evaluate the effects of lutein (LT) supplementation on the
progression and treatment of experimental periodontitis (EP). 120 male rats (Wistar) were
divided into 4 groups. Groups: STSS: daily gastric gavage (GG) with 0.7 ml/kg saline solution
(SS). STLT: daily GG with LT for the entire experimental period. RARSS: GG with SS, after 7
days RAR was performed. RARLT: GG with LT and RAR after 7 days. Cotton ligature was
placed on the lower left first molar. Histometric analysis by percentage of bone in the furcation
(POF), histopathology and immunohistochemistry were performed to detect IL-153, TNFa, IL-
10, TRAP and OCN in the furcation region. Euthanasia was performed at 7, 15 and 30 days.
Analysis of variance (ANOVA) and Tukey's post-test were performed (p<0.05). Lower POF in
the RAR/SS 7, 15 and 30 days group compared to RAR/LT in the same periods. Higher
immunostaining density of TRAP-positive cells in 7-day RAR/LT compared to 7-day RAR/SS.
greater immunostaining for OCN in RAR/LT at 7 and 15 days compared to RAR/VE in the
same period. Greater immunostaining for IL-10 in the RAR/LT group at 15 and 30 days when
compared to RAR/SS. Lower immunostaining for IL-1p in RAR/LT 15 and 30 days compared
to RAR/SS in the same periods. Lower immunostaining for TNF-alpha in the RAR/LT group
compared to the RAR/SS group in the same period. LT as adjunctive therapy to RAR, reduced

inflammation in the furcation area and improved POF.

Keywords: Lutein. Periodontitis. Periodontal disease. Dental scaling.
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1. Introducio

A periodontite, de acordo com o relato do Global Burden of Disease Study, ¢ a sexta
doenca mais prevalente em todo o mundo, com uma prevaléncia geral de 11,2% (cerca de 743
milhdes de pessoas) (GBD, 2015), sendo a causa priméaria de perda dentaria em adultos no
mundo (Kassebaum et al., 2014). A periodontite ndo deve ser considerada como uma simples
infec¢do bacteriana culminando com a destrui¢ao dos tecidos periodontais (Bartold, & Van
Dyke, 2013). Representa um aglomerado de doengas complexas, interativas entre os sistemas
imunoldgico e inflamatorio do hospedeiro, a microbiota subgengival e fatores modificadores
ambientais (Bartold, & Van Dyke, 2013). E reconhecido que a microbiota residente apresenta
natureza comensal e mantém condi¢cado homeostatica com o hospedeiro em condi¢des de
normalidade (Darveau, Hajishengallis, & Curtis, 2012; Sanz et al., 2017). Ainda que alteragdes
nessa microbiota sejam passiveis de gerar um quadro disbidtico (Darveau, Hajishengallis, &
Curtis, 2012; Sanz et al., 2017), o microambiente ¢ um hospedeiro susceptivel sdo essenciais
para que haja manifestacdo da doenca (Darveau, Hajishengallis, & Curtis, 2012; Sanz et al.,
2017). Assim, a periodontite ¢ considerada uma doenga multifatorial na qual a presenga
bacteriana ¢ necessaria, mas nao determinante na progressao e grau de destrui¢do dos tecidos

periodontais (Socransky, & Haffajee, 2005).

Raspagem e alisamento radicular (RAR) ¢ a abordagem terapéutica convencional no
tratamento da periodontite, eliminando de depdsitos bacterianos, calculo e cemento
contaminados por microrganismos periodontopatogénicos e endotoxinas do sitio infectado,
tendo por objetivo interromper a progressao da doenca (Prates et al., 2011; Teles et al., 2006).
Entretanto, alguns fatores anatomicos (e.i, regido de furca e concavidades radiculares) podem
reduzir a eficacia da RAR (Umeda et al., 2004; Noiri & Ebisu, 2000). Neste contexto, métodos

coadjuvantes administrados localmente e/ou sistemicamente associados a RAR podem ser

38



empregados com o objetivo de aumentar a previsibilidade do tratamento mecanico, favorecendo

a homeostase dos tecidos periodontais.

Inicialmente, Willians (1990), considerou que terapias modulatérias (TM) por meio de
farmacos poderiam apresentar efeitos positivos sobre os tecidos periodontais, favorecendo sua
homeostase. Diversos fArmacos foram utilizados como TM da doenga periodontal, dentre eles
pode-se citar anti-inflamatorios ndo esteroidais (Holzhausen, et al., 2002; Bezerra et al., 2000),
bifosfonatos (Reddy et al., 1995; Shoji et al., 1995), firmacos inibidores de metaloproteinases
da matriz (MMP) (Reddy, Geus, &Gunsolley, 2003; Caton et al., 2000; Golub et al., 1983),
medicamentos anticitocinas (Savioli et al., 2012), mediadores lipidicos (Gao et al., 2013;
Hasturk et al., 2007), probioticos (Teughels et al., 2013; Pelekos et al., 2019) e fitoterapicos

(Chava, & Vedula, 2013; de Almeida et al., 2019).

A fitoterapia tem ganhado interesse como alternativa a medicina tradicional pelo fato de
ndo induzir dependéncia ou tolerancia, reduzir os efeitos colaterais e ter baixo custo. Esses
produtos, por sua vez, podem ser categorizados de diversas formas, dentre os principais cita-se
os polifendis (Yoshinaga et al., 2014), triterpenos (Nowwarote et al., 2013), cumarinas (Gao et
al., 2013) e carotenodides (Arora, Avula, & Avula, 2013) (CAT). Os CAT sdo pigmentos
organicos sintetizados por microorganismos e plantas, sendo catalogados mais de 850 tipos na
natureza (Maoka, 2020; Chetan et al., 2016), contudo, apenas 50 deles estdo disponiveis na
dieta humana (Krinsky, & Johnson, 2005). Diversos estudos na literatura investigaram os
efeitos dos CAT, incluindo B-caroteno, B-criptoxantina, astaxantina e fucoxantina nos tecidos
periodontais, demonstrando que estes fitoquimicos apresentaram diminuicdo da atividade
osteoclastica, assim como reducdo na expressao produtos inflamatdrios como interleucina 1
beta (IL-1P), fator de necrose tumoral alfa (TNF-a), interleucina (IL) -6, IL-8 e aumento na
atividade osteoblastica (Balci et al., 2018; Hwang et al 2018; Hirata et al., 2019; Matsumoto et

al., 2013; Nishigaki et al., 2013; Dodington et al., 2015; Kose et al., 2016).
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A luteina (LT) ¢ classificada dentro do grupo das xantofilas dos CAT devido a sua
composi¢ao quimica, a qual apresenta componentes oxigenados e hidroxilas em suas ligagdes
quimicas, sendo que os carotenos, outra classe dos CAT, apresenta apenas hidrocarbonetos em
sua estruturacdo (Krinsky, & Johnson, 2005; Parker, 1989). A LT ndo ¢ sintetizada pelo
organismo sendo necessaria sua obtengdo por outras fontes nutricionais (Alisa et al., 2009). A
LT pode ser encontrada em fontes dietéticas, como frutas e vegetais, especificamente em
alimentos com pigmentacao laranja, vermelha e amarela (Alisa et al., 2009; Sommerburg et al.,
1998). Acrescenta-se ainda que LT é considerada um pigmento macular, apesar de ser obtido
por via exogena, encontra-se em alta concentracdo no tecido retinal (Mangels et al., 1993;
Bernstein et al., 2016), onde atua na prevencao da degeneragcdo macular relacionada a idade e
na retinopatia promovida pela diabetes mellitus (Chong et al., 2007; Age-Related Eye Disease
Study Research Group, 2000; Age-Related Eye Disease Study Research Group, 2007; Tan et
al., 2004), sendo recomendada na prevengdo e tratamento de doencas cronicas (Aune et al.,

2012).

A atividade anti-inflamatoria da LT concentra-se diretamente na via inflamatoria
mediada pela ciclooxigenase (COX)-2, promovendo a inibi¢do do 4cido araquiddnico e fator
nuclear kappa B (NF-xB), um dos principais reguladores da COX-2 (Qiao, Jiang, & Gao, 2018;
Kim et al.,2008; Chapple et al., 1997; Kou et al., 2008). Além disso, promove a regulacdo de
citocinas pro-inflamatorias tais como IL-1p, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a (Aune et al., 2012; Chung
et al., 2017; Li et al., 2018), diminui¢ao da proteina quimioatraente de mondcitos 1 (PQM-1)
(Du et al., 2015), prostaglandina E2 (Nidhi et al., 2015) e inibi¢do da expressao de MMP-1

(Philips et al., 2007).

Estudos sugerem que os CAT podem atuar positivamente no metabolismo dsseo,
promovendo a diminui¢ao do risco do desenvolvimento da osteoporose e permitir aumento da

densidade 6ssea (Zhang et al., 2016; Dai et al., 2014). Estudos na literatura, como de Li et al.,
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(2018), demonstraram que a LT reduziu a expressao de TNF-a, IL-6 ¢ IL-8, bem como suprimiu
o estresse oxidativo e reduziu a expressao de marcadores especificos de osteoclastos (NFATc1)
em ratas ovariectomizadas. Tominari et al., (2017) relataram por meio de um estudo in vitro
que a LT suprimiu a diferenciagcdo de osteoclastos induzida por IL-1 e ao adicionar a LT em
culturas de osteoblastos, a LT aumentou a formagdo de nédulos de mineralizagdo, elevagdo na
expressao de proteina morfogenética 6ssea (BMP) 2 e inibi¢do a expressdo de esclerostina. Ao
mapear outra via relacionada com o metabolismo 6sseo, Takeda et al., (2017) demonstraram
que a LT estimula células osteoblésticas por meio da supressao de macroéfagos quando expostos

a RANKL, além de impedir a expressdo de mRNA de RANKL em osteoblastos.

Diante do exposto, ha indicativos que a TM com LT possa ter impacto sobre a PE, uma
vez que a LT age na modulagdo diversos mediadores envolvidos na patogénese e resposta ao
tratamento da periodontite experimental (PE). Considera-se a hipotese que a suplementacao
sistétmica com LT reduzird a progressdo e permitira melhor resultado quando associada a
raspagem e alisamento radicular (RAR), diminuindo a perda 6ssea alveolar; sendo, a hipdtese
nula primaria a auséncia de diferenc¢a na suplementacao sistémica com LT na progressdao da PE
quando considerado a perda 6ssea alveolar e, a hipotese nula secundaria, a auséncia de diferenca
entre a suplementacdo sistémica com LT associada a RAR e a RAR isolada para reducao da
perda ossea alveolar. O objetivo primario deste estudo ¢ se suplementacao sistémica com LT
reduzira a progressdo da PE, controlando a resposta inflamatoria local, e como objetivo
secundario se a LT quando associada a RAR permitira melhor resultado quando comparado

com RAR apenas.
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2. Material e métodos

2.1 Animais

Cento e vinte ratos machos da raca Wistar (Rattus novergicus albinus), pesando
aproximadamente 250-300g, com 4 meses de idade, foram mantidos sob as condi¢des de ciclo
de 12 horas de claro e 12 horas de escuro, em temperatura ambiente de 22+2°C, sistema de
ventilagdo/exaustdo de 20 trocas de ar por hora, umidade relativa do ar de 55+5%, alojados em
gaiolas plasticas, sendo 4 animais por gaiola com ragdo e agua ad libitum. As gaiolas eram
higienizadas duas vezes por semana. O experimento foi realizado no periodo que compreende
setembro de 2022 e janeiro de 2023. O protocolo experimental foi aprovado pelo Comite de
Etica de Uso de Animais (#0300/2021) da Faculdade de Odontologia de Aragatuba da
Universidade Estadual Paulista dentro das normas vigentes adotadas pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal (COBEA). Todos os procedimentos foram realizados de acordo com o
guia ARRIVE (Animal Research: Reporting of In Vivo Experiments) (Kilkenny, Browne,

Cuthill, Emerson & Alman, 2010).

2.2 Calculo amostral e randomizagdo

As diretrizes do NC3Rs (NC3Rs Reporting Guidelines Working Group, 2010) foram
respeitadas para determinacdo da amostra assim como foi considerado estudos prévios com
metodologia semelhante realizados em nosso laboratorio para determinacdao da amostragem (de
Almeida et al., 2019). Foi determinado o poder do teste de 80% com valor de o de 5%. Estes
dados foram submetidos ao BioEstat 5.0 (BioEstat 5.0, Sociedade Civil de Mamiraud, Belém,
PA, Brasil), que determinou um numero minimo de 8 repeticdes por tratamento em cada
periodo. Desta forma, o nimero de animais em cada periodo experimental foi estabelecido em

10 animais para porcentagem de osso na furca (POF), analises histologicas e imuno-
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histoquimicas, sendo assegurar relevancia estatistica. O presente estudo seguiu um modelo

controlado, randomizado e cego.

Numeros de 1a 120 foram marcados na por¢ao superior da cauda dos animais utilizando
caneta nankin. A sequéncia numérica foi carregada para o software Minitab® 17 (Minitab Inc.,
State College, PA, USA) e uma randomizacao simples (1:1 taxa de distribui¢do) dos animais
para cada grupo e periodo foi realizada através de uma tabela numérica randomica gerada em

computador por uma pessoa externa ao estudo e cega aos tratamentos

2.3. Grupos experimentais

Os animais foram divididos em dois grandes grupos, o grupo sem tratamento (ST)
avaliando apenas a progressao da doenga, e o grupo tratamento avaliando a resposta dos animais
submetidos ao tratamento periodontal convencional de RAR. Posteriormente, cada grupo foi

dividido em dois subgrupos, como demonstrado abaixo:

Grupo RAR/LT (n=30): os animais receberam a inducdo da PE com ligadura e inicio
da suplementacdo didria de 250ml/kg de LT via gavagem gastrica (GG), continuada até o final
do experimento. Decorridos 7 dias da inducdo (dia zero para os grupos com tratamento), foi

realizada remogao da ligadura e RAR no primeiro molar inferior esquerdo. Figura 1.

Grupo RAR/SS (n=30): os animais receberam a indugdo da PE com ligadura e inicio
da administracdo didria de 0,7ml/kg de solugdo salina (SS) via GG, continuada até o final do
experimento. Decorridos 7 dias da indu¢do (dia zero para os grupos com tratamento), sera

realizada remogao da ligadura e RAR do primeiro molar inferior esquerdo. Figura 1.

Grupo ST/SS (n=30): No dia zero, os animais foram submetidos a indu¢do da PE por
ligadura e inicio da administracdo diaria de 0,7ml/kg de SS via GG, continuada até o final do

experimento. A ligadura permaneceu até final do periodo experimental. Figura 2.
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Grupo ST/LT (n=30): No dia zero, os animais foram submetidos a indu¢do da PE por
ligadura e inicio da suplementacgdo diaria de 250mg/kg de LT via GG, continuada até o final do

experimento. A ligadura permaneceu até final do periodo experimental. Figura 2.

2.4 Indugdo da periodontite experimental

Para a execucdo de todos os procedimentos experimentais, os animais foram
anestesiados pela associacao de cloridrato de cetamina (80 mg/kg, Francotar®, Virbac, Brasil)
e cloridrato de xilazina (10 mg/kg, Rompum®, Bayer, RS, Brasil), por via intramuscular no
biceps femoral da perna direita dos ratos. A inducdo da PE foi executada por meio da adaptagao
de um fio de algodao ntimero 24 (Corrente Algodao n°24, Coats Corrente, Sao Paulo, SP, Brasil)
ao redor do primeiro molar inferior esquerdo, mantido em posi¢ao subgengival por meio de n6s

cirargicos (Johnson, 1975; de Almeida et al., 2007).

2.5 Protocolo de suplementagcdo com LT ou administragdo da SS

A administragdo da SS ou suplementacdo da LT foi realizada por meio de GG,
diariamente, iniciando no dia 0 da indu¢@o da PE. Os animais pertencentes aos grupos ST/LT e
RARJ/LT receberam a suplementacdo com LT na dose de 250mg/kg (Sindhu, Preethi, & Kuttan,
2010; Sindhu, & Kuttan, 2012), enquanto os animais pertencentes aos grupos ST/SS e RAR/SS
receberam 0,7 mL/kg de solugdo salina com objetivo de serem submetidos a0 mesmo estresse

causado pela GG.

2.6 Protocolo de tratamento com RAR

A RAR foi executada por um operador calibrado e cego aos grupos experimentais
(OAPV). Transcorridos 7 dias apds a indugdo da PE, a ligadura foi removida e o tratamento
local de RAR foi realizado com curetas manuais especificas (1-2 minifive curetas Gracey, Hu-

Friedy, Chicago, IL) conforme preconizado por de Almeida et al., (2008). Posteriormente, a

45



bolsa periodonral ao redor do primeiro molar inferior esquerdo foi irrigada cuidadosamente

com 1 mL de SS a 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO, Brasil).

2.7 Eutandsia

Os animais foram eutandsiados por meio de superdosagem anestésica com tiopental
sodico (150mg/kg) (Cristalia, Itapira, Sdo Paulo, Brazil) aos 7, 15 e 30 dias apos a inducdo da
PE (ST/SS e ST/LT) e aos 7, 15 e 30 dias apos tratamento periodontal (RAR/SS e RAR/LT)
consistindo em 10 animais por grupo/periodo. As hemi-mandibulas foram removidas e fixadas

em solucao de formaldeido tamponado 4% por 48 horas.

2.8 Processamento histologico com desmineraliza¢do

Ap6s fixagdo, as hemi-mandibulas esquerdas foram em lavadas em agua corrente por
12 horas e imersas em solugdo desmineralizadora de 4cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA)
tamponado a 10%, por 2 meses com 2 trocas semanais. Em seguida, os espécimes foram lavados
em agua corrente por 24 horas e submetidos processamento histolégico convencional com
subsequente inclusdo em parafina de alta fusdo. A microtomia foi executada para obten¢ao dos
cortes histologicos com 4um de espessura em uma progressao vestibulo-lingual, paralelamente
ao plano sagital. Seis cortes equidistantes foram corados com Hematoxilina e Eosina (HE) para
andlises histologicas e histométricas; cinco cortes foram submetidos a imunoistoquimica para
deteccao de IL-1B, TNF-a, IL-10, osteocalcina (OCN) e fosfatase acida resistente ao tartarato

(TRAP).

2.9 Processamento imunoistoquimico

Foi adotada a técnica da imunoperoxidase indireta para deteccdo dos antigenos
proposto, conforme proposto por Garcia et al., (2013). Seis sec¢des foram desparafinizados em
xilol e hidratados em série decrescente de etanol (100° - 100° - 100° - 90° - 70° GL). A

recuperacdo antigénica foi realizada através da imersdo das 1dminas histologicas em tampao
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especifico (Diva decloaker, Biocare Medical, Concord, CA, EUA), em camara pressurizada
(Decloaking chamber, Biocare Medical, Concord, CA, EUA) a 95°C, por 20 minutos. No final
de cada etapa as laminas histologicas foram lavadas em PBS 0,1 M, pH 7.,4. Posteriormente, as
laminas entdo, foram imersas em 3% de peroxido de hidrogénio por 1 hora e 1% de soro
albumina bovina por 12 horas para bloqueio da peroxidase endogena e bloqueio dos sitios
inespecificos, respectivamente. As ldminas contendo amostras de cada grupo experimental
foram divididas em cinco lotes e cada lote incubado com um dos seguintes anticorpos primarios:
anti-TRAP, anti-TNF-alpha, anti-IL10, anti-IL1beta e anti-OCN. Os cortes serdo incubados
com anticorpo secundario biotinilado por 2 horas e subsequentemente tratados com
estreptavidina conjugada com a peroxidase da raiz forte - HRP por 1 hora (Universal Dako
Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit, Dako Laboratories, CA, EUA). A revelagao foi realizada
utilizando como cromdgeno o 3,3’- tetracloridrato de diaminobenzidina (DAB chromogen Kit,
Dako Laboratories, CA, EUA). Em virtude da técnica de andlise de imunomarcag¢do por
densidade oOptica, apenas as laminas destinadas a marcacdo de TRAP foram submetidas a
contracoloragdo com hematoxilina de Harris para permitir uma visualizagdo adequada da
citoarquitetura, em seguida todas as laminas foram desidratacdo em etanol, diafanizacdo em
xilol, e cobertura com meio de montagem (Permount, Fisher Scientific, San Diego, CA, EUA)
e laminulas de vidro. Como controle negativo, os espécimes serdo submetidos aos

procedimentos descritos anteriormente suprimindo-se a utilizacdo do anticorpo primario.

2.10 Analise histométrica de POF

Para a determinacgdo da Porcentagem de Osso na Furca (POF) foi utilizado um sistema
de andlise de imagem (Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena,
Germany) para a mensuracio da area total da furca (AF) (mm?) e 4rea ocupada por 0sso (AO)
(mm?). A AF sera demarcada apicalmente por uma linha reta tracada a partir do apice da raiz

mesial em dire¢do ao apice da raiz distal. A AO tera o mesmo limite apical da AF e partir deste
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seguird todo o contorno da superficie externa do tecido Osseo entre as raizes. A POF foi
calculada multiplicando-se AO por 100 e dividindo-se por AF (POF = (AO x 100) / AF),
conforme descrito por de Almeida et al., (2019). A POF de cada espécime foi mensurada trés
vezes, em trés dias diferentes, pelo mesmo examinador, calibrado e cego aos grupos

experimentais (OAPV).

2.11 Analise histopatologica

A analise foi realizada por método score das caracteristicas histopatologicas observadas
na regido de furca por um histologista certificado (EE) cego aos grupos e periodos
experimentais através de microscopia Optica de luz (AxioLab®; Carl Zeiss, Gottingen,
Alemanha). Os seguintes parametros foram avaliados: 1) intensidade da resposta inflamatoria
local; 2) extensdo do processo inflamatdrio; 3) padrao de estruturagdo do tecido conjuntivo da

regido de furca; 4) padrao de estruturacao do tecido 6sseo alveolar da regido de furca.

2.12 Andlise imunoistoquimica

A técnica de imunomarcagdo por densidade optica foi empregada para analisar as
imagens dos cortes histoldgicos imunomarcados, como preconizado por King et al., (2002).
Para as imagens dos cortes histologicos com imunomarcagdo de TNF-q, IL-1f3, IL-10, MMP-2
e MMP-9, considerou como érea de interesse o teto da furca e a partir da qual se estendia
apicalmente por uma distancia de 1000um, area de 1000 x 1000um e com aumento de 20x. A
regido de interesse da imunomarcacdo da OCN estabeleceu-se a mesma area de interesse para
as células TRAP-positivas, como sera descrito posteriormente. A analise de TNF-a, IL-1f3, IL-
10, OCN, MMP-2 ¢ MMP-9 foi realizada através da ferramenta de limiar de cor do software
ImagJ (Rasband, W.S., ImageJ, U. S. National Institutes of Health, Bethesda, Maryland, USA),
sendo a porcentagem da densidade de imunomarcagio Optica expressa como média + desvio

padrao.
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As células TRAP-positivas multinucleadas foram quantificadas no centro do septo
interradicular, correspondente a uma area de 1000 x 1000um, com aumento de 20%. O limite
coronario dessa area foi o contorno externo do tecido dsseo alveolar na regido da furca, a partir
do qual se estendia apicalmente por uma distancia de 1000pum. A quantidade de células TRAP-

positivas foi expressa em média + desvio padrao.

2.13 Desfecho primario e secundarios

O desfecho primario foi definido como a porcentagem de osso na regido de furca (POF),
considerada a area de interesse. Os resultados secundarios dizem respeito aos eventos celulares
(resposta dos tecidos e densidade de imunomarcagao) relacionados com a area de interesse que

observada durante todo periodo experimental.

2.14 Analise estatistica

Os dados foram analisados por meio de um programa de software (BioStat versdo 5.0,
Belém, PA, Brasil). A normalidade de distribui¢do dos dados foi testada pelo teste de Shapiro-
Wilk. As analises da POF e densidade de imunomarcacdo apresentaram distribuicao
paramétrica dos dados, sendo submetidas a analise de variancia pelo teste de ANOVA one-way

e pos-teste de comparagdes multiplas de Tukey (p < 0,05).
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3 Resultados

3.1 Analise histométrica da porcentagem de osso na furca (POF)

Os resultados da andlise da porcentagem de osso na furca estao apresentadas na Figura
3. Na andlise intragrupo, o grupo ST/SS 7 dias (22,37%+9,18) apresentou menor POF quando
comparado com o periodo de 15 e 30 dias (36,58%=+8,26; 34,31%+8,31) (p<0,05). Na analise
intergrupo, o grupo ST/SS 7 dias (22,37%+9,18) apresentou menor POF em relagdo aos grupos
ST/LT, RAR/SS e RAR/LT (50,15%+7,55; 62,79%+5,68; 70,22%+5,14) no mesmo periodo
(p<0,05). O grupo ST/SS 15 dias (36,58%=8,26) apresentou menor POF ao comparar com o
grupo RAR/SS e RAR/LT (55,68%+6,279; 70,90%+7,88) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo
ST/SS 30 dias (34,21%=8,13) apresenta menor POF na comparagdo com o grupo ST/LT,
RAR/SS e RAR/LT (53,38%+9,60; 56,741%+7,78; 77,49%=*4,14) no mesmo periodo (p<0,05).
O grupo ST/LT 7, 15 e 30 dias (50,15%=7,55; 41,41%+8,41; 57,38%+9,60) apresentou menor
POF em relagao ao grupo RAR/LT (70,22%=+5,14; 70,90%=7,88; 77,49%+4,14) nos mesmos
periodos (p<0,05). O grupo RAR/SS 7, 15 e 30 dias (62,79%=5,68; 55,683%=+6,279;
56,741%+7,78) apresentou menor POF na comparagdo com o grupo RAR/LT 7, 15 e 30 dias

(70,22%=5,14; 70,90%+7,88; 77,49%=+4,14) nos mesmos periodos (p<0,05).

3.2 Analise histologica da regido de furca

Os resultados da analise histopatologica estdo apresentados na Figura 3 e Tabela 1. A
caracteristica histopatoldgica dos tecidos periodontais na regido de furca do primeiro molar
inferior, serdo apresentadas de acordo com o pardmetro avaliado e a porcentagem/score de

ocorréncia nos espécimes.

3.2.1 Andlise histologica da regido de furca do grupo ST/SS
O periodo de 7 dias apresentou intenso infiltrado inflamatorio (100%), estendendo por

todo tecido conjuntivo e tecido 6sseo da regido de furca (100%), pequena quantidade tanto de
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fibroblastos quanto de fibras coldgenas (40%), desestruturacao tecidual severa com areas de
necrose (60%), trabéculas O0sseas de contorno irregular repletas de osteoclastos ativos (40%) ou
areas de 0sso necroético e trabéculas 6sseas de contorno irregular repletas de osteoclastos ativos
e/ou inativos (60%). Aos 15 dias foi observado diminui¢do da intensidade e extensdo do
processo inflamatdrio, com inflamacdo intensa (80%) a inflamagdo moderada (20%),
estendendo por todo tecido conjuntivo e tecido dsseo da regido de furca (80%) ou apenas no
tecido conjuntivo da regido de furca (20%), apresentando o mesmo padrao de estruturacio de
tecido conjuntivo e dsseo na regido de furca que o periodo de 7 dias. Aos 30 dias foi observado
diminui¢do da intensidade e extensao do processo inflamatdrio em relagao ao periodo de 7 e 15
dias, com inflamacao intensa (60%) a inflamacao moderada (40%), estendendo por todo tecido
conjuntivo e tecido 6sseo da regido de furca (60%) ou apenas no tecido conjuntivo da regido de
furca (20%), apresentando o mesmo padrio de estruturagdo de tecido conjuntivo e 6sseo na

regido de furca que o periodo de 7 e 15 dias.

3.2.2 Andlise histoldgica da regido de furca do grupo ST/LT

O periodo de 7 dias apresentou inflamagao intensa (80%) a moderada (20%), estendendo
por todo tecido conjuntivo e tecido 6sseo da regido de furca (40%) ou apenas no tecido
conjuntivo da regido de furca (60%). O periodo de 15 dias apresentou reducgdo na intensidade
da inflamacao nos espécimes de intensa (60%) a moderada (40%), com semelhanga na extensao
do processo inflamatorio e padrdo de estruturagdo do tecido conjuntivo na regido de furca
quando comparado com o periodo de 7 dias. Aos 30 dias foi observado diminui¢do da
intensidade e extensdo do processo inflamatorio em relacdo ao periodo de 7 e 15 dias, com
inflamacao intensa (60%) a inflamac¢ao moderada (40%), estendendo por todo tecido conjuntivo
e tecido dsseo da regido de furca (80%) ou apenas no tecido conjuntivo da regido de furca
(20%). Foi observado o mesmo padrdo estruturagdo do tecido conjuntivo na regido de furca nos

periodos de 7, 15 e 30 dias, pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras coldgenas
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(60%) ou desestruturacao tecidual severa com areas de necrose (40%). Além disso, o periodo
de 30 dias apresentou o mesmo padrao de estrutura¢do do tecido 6sseo na regido de furca em
relacdo aos 15 dias, com trabéculas 0sseas de contorno irregular repletas de osteoclastos ativos
(80%) ou areas de osso necrdtico e trabeculas Osseas de contorno irregular repletas de

osteoclastos ativos e/ou inativos (20%).

3.2.3 Analise histologica da regido de furca do grupo RAR/SS

O periodo de 7 dias apresentou inflamagdo discreta (20%) a moderada (80%),
estendendo-se parcialmente (40%) ou totalmente (60%) do tecido conjuntivo da regido de furca
com pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras coldgenas (40%) ou
desestruturacao tecidual severa com areas de necrose (60%), e trabéculas 6sseas de contorno
irregular e recobertas tanto por osteoblastos quanto por osteoclastos ativos (100%). Aos 15 dias
foi observado inflamagdo discreta (60%) a moderada (40%), estendendo-se apenas em parte do
tecido conjuntivo da regido de furca (100%), pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto
de fibras coldgenas (100%) e trabéculas 6sseas de contorno irregular repletas de osteoclastos
ativos (100%). Em 30 dias, observou-se auséncia de inflamagao (60%) ou inflamagao discreta
(40%), estendendo apenas em parte do tecido conjuntivo, com predominio moderada
quantidade de fibroblastos e grande quantidade de fibras colagenas (tecido conjuntivo denso),
e trabéculas Osseas de contorno regular e repletas de osteoblastos ativos, incluindo éareas de

neoformacao Ossea ou trabéculas dsseas de contorno irregular.

3.2.4 Andlise histologica da regido de furca do grupo RAR/LT

Em 7 dias, foi observado inflamacao discreta (60%) a moderada (40%), estendendo-se
apenas em parte ou totalmente no tecido conjuntivo da regido de furca (40%), pequena
quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras coldgenas (80%), trabéculas dsseas de

contorno irregular e recobertas tanto por osteoblastos quanto por osteoclastos ativos (100%). O
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periodo de 15 dias, apresentou inflamagdo discreta (100%), estendendo-se apenas em parte do
tecido conjuntivo da regido de furca (100%), com pequena quantidade tanto de fibroblastos
quanto de fibras colagenas (100%), e trabéculas dsseas de contorno irregular e recobertas tanto
por osteoblastos quanto por osteoclastos ativos (100%). Aos 30 dias, foi observado auséncia de
inflamacao (80%) ou inflama¢do moderada (20%), moderada quantidade de fibroblastos e
grande quantidade de fibras coldgenas (tecido conjuntivo denso) (80%), com trabéculas dsseas

de contorno irregular e recobertas tanto por osteoblastos quanto por osteoclastos ativos (80%).

3.3 Andlise imunoistoquimica

3.3.1 TNF-o.

Os resultados da analise da imunoistoquimica por densidade de imunomarcacdo para
TNF-a estdo apresentadas na Figura 4. Na andlise intragrupo, o grupo ST/SS 7 dias
(31,24%=3,52) apresentou maior densidade de imunomarcagdo para TNF-a em comparacio
aos periodos de 15 dias e 30 dias (25,33%=2,25; 20,56%=+2,55) (p<0,05), 0 mesmo ¢ observado
entre os periodos de 15 e 30 dias do respectivo grupo (p<0,05). O grupo ST/LT de 7 dias
(19,50%=1,92) demonstrou menor densidade de imunomarcac¢do para TNF-a em relacdo ao
periodo de 30 dias (22,19%+ 1,57) (p<0,05). O grupo RAR/LT 7 dias (16,24%=1,63)
apresentou menor densidade de imunomarcagdo para TNF-a em relagdo aos periodos de 15 e

30 dias (20,48%+2,23; 19,24%+1,33) (p<0,05).

Na andlise intergrupos, o grupo ST/SS 7 dias (31,24%=3,52) apresentou maior
densidade de imunomarcagdo para TNF-o em comparagdo ao grupo RAR/SS 7 dias
(24,19%+0,81) ¢ RAR/LT 7 dias (19,24%=1,33) (p<0,05). O grupo ST/SS 15 dias
(25,33%=2,25) apresentou maior densidade de imunomarcagao para TNFa em relagdo ao grupo
RAR/LT (20,48%+2,23) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo RAR/SS 7 dias (24,19%+0,81)
apresentou menor densidade de imunomarcacao para TNF-a quando comparado ao grupo
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RAR/SS 30 dias (19,24%+1,33) e RAR/LT 7 dias (19,24%+1,33) (p<0,05). O grupo ST/LT 30
dias (22,19%=+1,57) apresentou maior densidade de imunomarcagdo para TNF-a em relagdo ao
grupo RAR/LT (19,24%+1,33), no mesmo periodo (p<0,05). O grupo ST/LT 7 dias
(19,50%=1,92) apresentou menor densidade de imunomarcagao para TNF-o em comparacao ao

grupo RAR/SS 7 dias (24,19%+0,81) e RAR/LT 7 dias (19,24%+1,33) (p<0,05)

3.3.2 IL-1beta

Os resultados da analise da imunoistoquimica por densidade de imunomarcacdo para
IL-1B estdo apresentadas na Figura 5. Na analise intragrupo, o grupo ST/SS 7 dias
(27,49%=2,82) apresentou maior densidade de imunomarcacdo para IL-1 em comparacao aos
periodos de 15 e 30 dias (18,29%=+1,31; 17,05%=0,97) (p<0,05). O grupo RAR/LT 7 dias
(20,46%=3,35) apresentou maior densidade de imunomarcagdo para IL-1p em relacdo aos

periodos de 15 e 30 dias (15,42%=1,41; 15,13%+0,81) (p<0,05).

Na analise intergrupo, o grupo ST/SS 7 dias (27,49%+2,82) apresentou maior densidade
de imunomarcacgao de IL-1p em comparacao ao grupo ST/LT, RAR/SS e RAR/LT no periodo
de 7 dias (16,85%+2,09; 22,17%+3,45; 20,46%=3,35) (p<0,05). O grupo ST/SS 15 dias
(18,29%=1,31) apresentou maior densidade de imunomarcacao para IL-13 em comparagdo ao
grupo RAR/LT 15 dias (15,42%+1,41) (p<0,05). O grupo ST/LT 7, 15 e 30 dias (16,85%+2,09;
16,49%=+1,53; 16,16%=1,55) apresentou menor densidade de imunomarcagdo para IL-1p em
relagdo ao grupo RAR/SS (22,17%+3,45; 21,62%+4,23; 18,67%+0,98) nos mesmos periodos
experimentais. (p<0,05). O grupo RAR/SS 15 e 30 dias (21,62%+4,23; 18,67%+0,98)
apresentaram maior densidade de imunomarcacao para IL-1B quando comparado com o
RAR/LT (15,42%=+1,41; 15,13%+0,81) nos mesmos periodos (p<0,05). O grupo RAR/LT 30
dias (15,13%=0,81) apresentou menor densidade de imunomarcagao para IL-1f3 em relacao aos

grupos RAR/SS e ST/SS (18,67%+0,98; 17,05%+0,97) no mesmo periodo (p<0,05).
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3.3.31L-10

Os resultados da andlise da imunoistoquimica por densidade de imunomarcagao de IL-
10 estdo apresentados na Figura 6. Na analise intragrupo, o grupo ST/SS 7 dias (23,52%=+1,17)
apresentou maior densidade de imunomarcacao para I[L-10 em comparacdo aos periodos de 15
e 30 dias (17,56%=*1,01; 14,50%=1,90) (p<0,05), 0o mesmo ¢ observado entre os periodos de 15
e 30 dias do respectivo grupo (p<0,05). O grupo ST/LT 7 dias (28,87%=3,59) apresentou maior
densidade de imunomarcacdo para IL-10 em comparagdo aos periodos de 15 e 30 dias
(17,93%=1,93; 23,00%=1,88), o mesmo ¢ observado entre os periodos de 15 e 30 dias do
respectivo grupo (p<0,05). O grupo RAR/SS 7 dias (24,62%=2,07) apresentou maior densidade
de imunomarcag¢do para IL-10 quando comparado ao periodo de 15 e 30 dias (18,84%=*1,36;
13;97%+1,98) (p<0,05). O grupo RAR/LT 7 dias (26,70%=2,12) apresentou maior densidade
de imunomarcag¢do para IL-10 em relagdo aos periodos de 15 e 30 dias (21,21%+1,50;

21,85%+1,91) (p<0,05).

Na analise intergrupo, o grupo ST/SS 7, 15 e 30 dias (23,52%=*1,17; 17,56%=1,01;
14,50%=x1,90), apresentou menor densidade de imunomarcagao para IL-10 quando comparado
ao grupo RAR/LT nos mesmos periodos (26,70%=+2,12; 21,21%+1,50; 21,85%=+1,91) (p<0,05).
O grupo ST/SS 30 dias (14,50%=1,90) apresentou menor densidade de imunomarcagao para
IL-10 quando comparado ao grupo RAR/LT (21,85%=1,91) no mesmo periodo (p<0,05). O
grupo ST/LT 15 dias (17,93%=*1,79) apresentou menor densidade de imunomarcagao para IL-
10 quando comparado ao grupo RAR/LT (21,21%=1,50) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo
RAR/SS 15 e 30 dias (18,84%=*1,36; 13,97%=1,98) apresentou menor densidade de
imunomarca¢do para IL-10 quando comparado com o grupo RAR/LT (21,21%=1,50;
21,85%=*1,91) nos mesmos periodos experimentais (p<0,05). O grupo ST/LT 30 dias
(23,00%=1,88) apresentou maior densidade de imunomarcagao para IL-10 em relagdo ao grupo

RAR/SS 30 dias (13,97%+1,98) (p<0,05).
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3.3.4 OCN

Os resultados da analise da imunoistoquimica por densidade de imunomarcacao para
OCN estdo apresentados na Figura 7. Na andlise intragrupo, o grupo ST/LT 7 dias
(14,40%=1,62) apresentou menor densidade de imunomarcagdo para OCN quando comparado
com o periodo de 30 dias (19,23%=1,79) (p<0,05). O grupo RAR/LT 7 e 15 dias (21,81%+2,87;
21,33%+2,32) apresentou maior densidade de imunomarcagao para OCN em relagdo ao grupo

RARJ/LT 30 dias (15,68%+1,08) (p<0,05).

Na andlise intergrupo, o grupo ST/SS 7 e 15 dias (14,17%+1,76; 14,34%+2,05)
apresentou menor densidade de imunomarcag¢do para OCN na comparagdo com o grupo RARLT
7 30 dias (21,81%+2,37; 21,33%=+2,32) (p<0,05). O grupo RAR/SS 7 e 15 dias (14,76%=3,73;
11,35%=3,29) apresentou menor densidade de imunomarcagdo para OCN em relagdo ao grupo
RAR/LT (21,81%=*2,37; 21,33%+2,32) nos mesmos periodos (p<0,05). O grupo ST/LT 15 ¢ 30
dias (18,42%+4,28; 19,23%=1,79) apresenta maior densidade de imunomarcacgao para OCN
quando comparado com o grupo RAR/SS (11,35%=3,29; 14,14%=+1,77) nos mesmos periodos
(p<0,05). O grupo ST/LT 7 dias (14,40%=1,62) apresentou menor densidade de imunomarcagao
para OCN quando comparado com o grupo RAR/LT (21,81%+2,37) no mesmo periodo
(p<0,05). O grupo ST/LT 30 dias (19,23%=*1,79) apresentou maior densidade de
imunomarcag¢ao para OCN quando comparado com o grupo RAR/LT (15,68%+1,08) no mesmo

periodo (p<0,05).

3.3.5 TRAP

Os resultados da andlise de imunoistoquimica da quantificacdo de células TRAP-
positivas esta apresentado na Figura 8. Na analise intragrupo, o grupo ST/LT 7 dias (12+2,12)
apresentou menor numero de células TRAP-positivas quando comparado ao grupo ST/LT 15

dias (22+2,00) (p<0,05), o periodo de 30 dias (9,2+1,92) apresentou menor numero de células
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TRAP-positivas em relagdo aos 15 dias do mesmo grupo (p<0,05). O grupo ST/SS 15 dias
(30,2+7,01), apresenta maior nimero de células TRAP-positivas em relagdo ao periodo de 30
dias (21,6+1,82) (p<0,05). O grupo RAR/SS 15 dias (13,2+2,17) apresenta menor nimero de

c¢lulas TRAP-positivas em relacdo ao periodo de 30 dias (18,6+2,61) (p<0,05).

Na andlise intergrupo, o grupo ST/SS 7 dias (31£7,28) apresenta maior numero de
cé¢lulas TRAP-positivas quando comparado ao grupo ST/LT, RAR/SS e RAR/LT (12+2,12;
20+6,20; 14,2+1,30) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo ST/SS 15 dias (30,2+7,01)
apresentou maior numero de células TRAP-positivas em relagdo aos grupos ST/LT, RAR/SS e
RAR/LT (22£2,00; 13,2+2,17; 12,4+1,82) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo ST/SS 30 dias
apresentou maior nimero de células TRAP-positivas quando comparado com os grupos ST/LT
e RAR/LT (9,2£1,92; 15,4+2,30) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo ST/LT 15 dias (22+2,0)
apresentou maior nimero de células TRAP-positivas em relacdo aos grupos RAR/SS e RAR/LT
(13,2£2,17; 12,4+1,82) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo ST/LT 30 dias (9,2+1,92)
apresentou menor numero de células TRAP-positivas quando comparadas ao grupo RAR/SS e
RAR/LT (18,6+2,61; 15,4+2,30) no mesmo periodo (p<0,05). O grupo RAR/SS 7 dias
(20£6,20) apresenta maior nimero de células TRAP-positivas em relacao ao grupo RAR/LT

(14,2+1,30) no mesmo periodo (p<0,05).
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4. Discussdo

A LT apresenta-se como um fitoquimico capaz de modular a resposta do hospedeiro
devido sua capacidade anti-inflamatoria, antioxidante e atuar positivamente sobre o
metabolismo 6sseo. Dessa forma, o presente estudo avaliou a hipdtese que a suplementagao
sistémica com LT teria a capacidade de reduzir a progressao da PE, associada ou ndo a terapia
de raspagem e alisamento radicular (RAR). Diante dos dados obtidos, podemos considerar que
o presente estudo rejeita as hipdteses nulas primdria e secundaria, demonstrando que a
suplementagdo de LT reduz a progressao da PE e melhora os resultados da POF nos grupos com

ou sem RAR.

De acordo com a literatura, diversas metodologias podem ser utilizadas para a induzir
PE, desde a utilizagdo da ligadura isolada ou em associagdo com aplicagdo de lipopolissacarideo
(LPS) e/ou por patdgeno-chave (e.g. P. gengivalis) (Hajishengallis & Abe, 2013; Dumitrescu,
El-Aleem, Morales-Aza & Donaldson, 2004; Zhang, Jum Rigney & Tribble, 2014). No presente
estudo, para avaliar o impacto da LT na modulagdo da patogénese e no tratamento da PE foi
adotado o método instalacdo de ligadura isolada com fio de algodao, tanto o fio seda ou de
algoddo sdo caracterizados como fios multifilamentares com alta capilaridade, permitindo
maior adesdo da placa bacteriana e ulceracao do epitélio do sulco, favorecendo penetragao de
bactérias periodontopatogénicas no tecido epitelial e conjuntivo (Klausen, 1991; Gravis et al.,
2008), tendo desta forma, migracao apical do epitélio juncional, estabelecendo uma resposta
imunoinflamatoéria, perda de fibras do ligamento periodontal e destruicdo do tecido dsseo
(Klausen, 1991; Gravis et al., 2008). Ao considerar o modelo animal, foram utilizados ratos
machos da raca Wistar, da linhagem Rattus novergicus albinus, sendo comumente utilizados
para avaliar a patogénese e a resposta do hospedeiro ao tratamento da PE, este modelo animal
compartilha caracteristicas anatomicas semelhantes a dos seres humanos, principalmente na

regido de molares, além de apresentar baixo custo, facil manuseio e por garantir
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reprodutibilidade quando comparado com outros modelos de animais (e.g. camundongo) (Oz

& Puleo, 2011).

Ao observar o periodo de permanéncia da ligadura, estudos como de Vargas-Sanchez
et al., (2017), evidenciaram que em 3 a 7 dias se configura o periodo minimo para promover a
destrui¢do tecidual na regido de interesse, principalmente devido a localizagdo da ligadura em
regido subgengival proximo da crista 6ssea e por promover maior resposta imunoinflamatéria
local, sendo que o presente estudo manteve a ligadura por todo o periodo experimental ndo
removendo a mesma apos 7 dias, visto que a remog¢do da ligadura no periodo anteriormente
mencionado indicaria um tratamento local o que poderia influenciar a resposta tecidual frente
a proposta terapéutica de teste. Ademais, estudos como de Kuhr et al., (2004) e de Molon et al.,
(2018), demonstram que a partir do 15° dia, existe uma estabilizagdo da destrui¢ao do tecidual,
considerando a hipdtese de perpetuacdo de um estagio cronico da doenga. Contudo, ao
considerando a POF como variavel primaria, observou-se um processo de reparacio tecidual
aos 30 dias de indugdo da doenga, como pode ser evidenciado nos grupos de ST/LT e RAR/LT,
contrapondo os estudos anteriores de Kuhr et al., (2004) e de Molon et al., (2018), denotando
que a suplementacao sistémica com LT foi capaz de minimizar os danos da PE e reduzir a perda

ossea alveolar, representada pela POF nos periodos de avaliagdo.

Estudos como de Takeda et al., (2017), demonstraram que a LT estimula células
osteoblasticas por meio da supressdo de macréfagos quando expostos a RANKL, e Chung et
al., (2017), relataram a atividade anti-inflamatéria da LT por meio da redugdo da secre¢do de
TNF, IL-1B e IL-6 através cultura de células mononucleares do sangue periférico pré-tratados
com LT e incubadas com LPS, este mesmo autor considerara que a LT poderia ser participativa
na resolu¢do de inflamagdes cronicas. Ao avaliar os resultados da varidvel primaria e as
caracteristicas histoldgicas, observou-se que o grupo ST/LT apresentou significativamente

maior POF aos 7 e 30 dias quando comparado ao grupo ST/SS, assim como o grupo ST/LT
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apresentou uma menor intensidade e extensao do processo inflamatério comparado com o grupo
ST/SS nos periodos de 7 e 30 dias. Ao considerar os grupos submetidos a RAR, o grupo
RARJ/LT, apresentou significativamente maior POF aos 15 e 30 dias em compara¢do ao
RARY/SS, corroborando com os resultados histologicos que demonstraram menor caracteristicas
inflamatoérias e menor destruicao tecidual no grupo RAR/LT. Diante do exposto, em ambos os
grupos ST/LT e RAR/LT, podemos inferir que a LT contribuiu positivamente no processo de
reparacao tecidual e resolucdo da inflamagdo, corroborando com os estudos anteriormente
mencionados, evidenciando a atuagdo positiva da LT sobre mecanismos relacionado a

patogénese da periodontite.

Sabe-se que a Fosfatase Acida Tartarato Resistente (TRAP) ¢ uma enzima localizada no
compartimento lisossomal de osteoclastos sendo comumente empregada em andlises
imunoistoquimica para observar e quantificar células osteoclastivas em atividade (Haberman et
al., 2007). De acordo com os resultados, o grupo ST/LT 15 e 30 dias apresentou significante
menor nimero de células TRAP-positivas quando comparadas ao grupo RAR/SS e RAR/LT
nos mesmos periodos, 0 mesmo pode ser observado no grupo RAR/LT aos 7 dias comparados
ao RAR/SS. Observa-se ainda que a utilizacao da LT isolada como tratamento da PE apresentou
resultados semelhantes com os grupos de tratamento mecanico de RAR, considerado o
tratamento padrdo ouro da doencga periodontal. Os resultados apresentados pela TRAP podem
ser justificados na capacidade antioxidativa da LT, como evidenciado na literatura, capaz de
promover a inativacdo de EROS e peroxidacao lipidica (Polyakov et al., 2001; Rodriguez-
Amaya, 2001). Além disso, a LT suprime o estresse oxidativo assim como diminuiu a expressao

de TNF-q, IL-6 e IL-8; e a diferenciagdo de osteoclastos (Tominari et al., 2017; Li et al., 2018).

Sabendo que a OCN ¢ uma proteina expressa por osteoblastos e cemetoblastos, atuando
especificamente na atividade osteobléstica (Gallop et al., 1980; Hauschka et al., 1989; Seibel,

2000; Zoch, Clemens & Riddle, 2016), nossos resultados demonstraram maior densidade de
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imunomarcagdo para OCN nos grupos que receberam LT. Notou-se que o grupo ST/LT
apresentou maior densidade de imunomarca¢do para OCN com aumento progressivo nos
periodos experimentais, enquanto o grupo RAR/LT apresentou maior densidade de
imunomarcac¢do para OCN nos periodos experimentais de 7 e 15 dias, com diminui¢do aos 30
dias. Dessa forma, podemos inferir que o desbridamento mecanico associado a LT contribuiu
para aceleracdo do processo de reparo tecidual assim como na intensificagdo nos primeiros

periodos.

A IL-1B e TNF-a sdo citocinas pro-inflamatorias reconhecidamente participativa na
patogénese da periodontite, influenciando negativamente na progressao e na destruicao tecidual
(Tawfig, 2016; Buduneli, 2019). Ao observar os resultados para densidade de imunomarcagao
de IL-1B, notou-se que o grupo ST/LT aos 7 dias apresentou menor densidade de
imunomarcagdo para IL-1p em relagdo ao grupo ST/SS. O mesmo foi observado no grupo
RAR/LT 15 e 30 dias que apresentou menor densidade de imunomarcagdo para IL-1p quando
comparado com 0 RAR/SS nos mesmos periodos. Quando se avaliou a TNF-a, o grupo ST/SS
7 dias apresentou maior densidade de imunomarcacao para TNF-a quando comparado com os
demais grupos. Por outro lado, o grupo RAR/LT aos 7 dias apresentou menor densidade de
imunomarca¢ao quando comparado ao grupo RAR/SS, denotando influencia na reposta
inflamatéria em seu estagio agudo. Os dados apresentados corroboram com estudos na literatura
os quais demonstraram papel anti-inflamatorio da LT por meio da redugdo da expressao de IL-
1B TNF-a, IL-6, IL-8 (Li et al., 2018; Chung et al., 2017). Estes resultados sdo condizentes com
a analise histopatologica que demonstrou que o grupo RAR/LT apresentou uma menor
intensidade e extensdo do processo inflamatorio na regido de interesse. Zhang et al., (2014) e
Claudino et al., (2010) relataram que a IL-10 ¢ participativa na reabsor¢ao Ossea inflamatoria,
inibindo a osteoclastogénese e estimulando a diferenciagdo osteoblastica. Ao avaliar os

resultados, observa-se uma maior densidade de imunomarcagdo para IL-10 no grupo RAR/LT
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em 15 e 30 dias quando comparados com RAR/SS nos mesmos periodos, caracterizando uma

melhor resolu¢do do processo inflamatdrio.

Conforme relatado por Grainger et al., (2022), a biodisponibilidade dos carotendides
(e.g, LT), pode ser influenciada por caracteristicas do hospedeiro, como a eficiéncia digestiva e
estado nutricional, o que pode influenciar alguns resultados obtidos neste estudo em virtude do
modelo animal utilizado. Ademais, a LT apresenta pequena biodisponibilidade em decorréncia
da sua caracteristica de lipofilicidade e uma baixa estabilidade, tornando-a menos soluvel em
meio aquoso (e.g. fluido gastrointestinal), reduzindo sua concentragdo plasmatica (Algan,
Gungor-Ak & Karatas, 2022), tendo a necessidade de diluigdo em meio gorduroso (e.g. 6leo de
girassol). Diante dos resultados apresentados e as possiveis limitagdes observadas, considera-
se como possiveis estudos futuros a execucgao de protocolos experimentais com aplicagdo local
do medicamento com sistema de entrega em nanoestruturados (e.g. nanoemulsdes,
nanoparticulas de polimero e nanoparticulas hibridas de polimero-lipidio), conforme relatado
por Algan, Gungor-Ak e Karata (2022), para avaliar o reparo dos tecidos periodontais no mesmo
modelo experimental, visto que se avaliou apenas a aplicacao sistémica da LT. Ademais, sugere-
se a realizacdo de estudo pré-clinico para avaliar se a LT quando obtida por microalgas poderia
apresentar melhores resultados quando comparada com a LT extraida por folhas de caléndula,
como empregado neste estudo. A sugestdo anteriormente mencionada, se baseia nos estudos de
Lin, Lee e Chang (2015) e Fernandez-Sevilla, Acién e Molina (2010), a qual pode-se obter
maior teor de LT quando extraido de microalgas, o que poderia influenciar em sua eficacia
terapéutica. Os resultados do presente estudo elucidam alguns pontos do verdadeiro potencial
terapéutico do uso sistémico da LT como terapia coadjuvante a RAR para o tratamento da
doenca periodontal. Tendo em vista que a patogénese da doenca periodontal envolve diversos
eventos com mecanismos complexos, nos quais abrangem tanto a agado direta das bactérias nos

tecidos periodontais como a destrui¢ao tecidual de maneira indireta ativada pelo sistema de
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defesa do hospedeiro, sdo necessarios outros estudos pré-clinicos para melhor elucidar os

mecanismos pelo qual a LT atua no tratamento da doenga periodontal.
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Conclusio



5. Conclusao

Dentro dos limites do presente estudo podemos concluir que a suplementacao sistémica
com LT reduziu a progressdo da PE, controlando a resposta inflamatoria local e quando a LT
foi associada a RAR, reduziu a inflamacao na area de furca apresentando maior POF quando
comparado com os demais grupos de RAR, mostrando ser uma terapia coadjuvante segura aos

tecidos periodontais e promissora para o tratamento da doenga periodontal.
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Tabela 1. Parametros, escores e distribui¢do dos espécie de acordo com a analise histopatoldgica dos tecidos periodontais na regido de furca do

primeiro molar inferior nos diferentes grupos ST VE, ST LT, RAR VE e RAR LT:

ANALISE HISTOPATOLOGICA

PARAMETROS E RESPECTIVOS ESCORES

PORCENTAGEM DE ESPECIMES

GRUPOS EXPERIMENTAIS

ST SS STLT RAR SS RAR LT
7d | 15d | 30d 7d | 15d | 30d 7d | 15d | 30d 7d | 15d | 30d
INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA LOCAL
1) auséncia de inflamagéo - - - - - - - - 60% - - 80%
2) inflamacéo discreta (até 1/3 das células s&o inflamatdrias) - - - - - - 20% 60% 40% 60% | 100% 20%
3) inflamacdo moderada (de 1/3 até 2/3 das células séao - 20% 40% 20% 40% 60% 80% 40% - 40% - -
inflamatorias)
4) inflamag&o intensa (mais de 2/3 das células séo inflamatérias) | 100% | 80% 60% 80% 60% 40% - - - - - -
MEDIANA 4 4 4 4 4 3 3 2 1 2 2 1
EXTENSAO DO PROCESSO INFLAMATORIO
1) auséncia de inflamagéo - - - - - - - - 60% - - 80%
2) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo da - - - - - - 40% | 100% | 40% 60% | 100% 20%
regido de furca
3) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo da regido de furca - 20% 40% 60% 60% 80% 60% - - 40% - -
4) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e tecido 6sseo da | 100% | 80% 60% 40% 40% 20% - - - - - -
regido de furca
MEDIANA 4 4 4 3 3 3 3 2 1 2 2 1
PADRAO DE ESTRUTURACAO DO TECIDO CONJUNTIVO DA REGIAO DE FURCA
1) moderada quantidade de fibroblastos e grande quantidade de - - - - - - - - 60% - - 80%
fibras colagenas (tecido conjuntivo denso)
2) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras - - - - - - - - 40% - - 20%
coldgenas
3) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras | 40% 40% 40% 60% 60% 60% 80% | 100% - 80% | 100% -
coldgenas
4) desestruturagéo tecidual severa com areas de necrose 60% 60% 60% 40% 40% 40% 20% - - 20% - -
MEDIANA 4 4 4 3 3 3 3 2 1 3 2 1
PADRAO DE ESTRUTURACAO DO TECIDO OSSEO DA REGIAO DE FURCA
1) trabéculas d&sseas de contorno regular e repletas de - - - - - - - - 20% - - 20%
osteoblastos ativos, incluindo areas de neoformacéo éssea
2) trabéculas 6sseas de contorno irregular e recobertas tanto por - - - - - - 100% | 100% | 80% | 100% | 100% 80%
osteoblastos quanto por osteoclastos ativos

80



3) trabéculas Osseas de contorno irregular repletas de | 40% 40% 40% 60% 80% 80%
osteoclastos ativos
4) areas de o0sso necroético e trabeculas 6sseas de contorno | 60% 60% 60% 40% 20% 20%
irregular repletas de osteoclastos ativos e/ou inativos
MEDIANA 4 4 4 3 3 3
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< Administragao da SS ou suplementaciaocom LT
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Figura 2: Delineamento experimental do grupo de RAR.

83



Administracao da SS ou suplementaciocom LT

.0...0.......Q.......O.........O......>

74 15 30 dias
I

|

0
TN LIl
A A A A A A A A A A A A A A A
I

>» >

| |
A A A
nducio da  Eutandsia Eutandsia Eutandsia
PE

Figura 1: Delineamento experimental do grupo de progressao.

84



0
= » Q0

1
. 1
W7 dias
' m 15 dias
" 30 dias

RARLT

—
*
*
60
3 a
£ 50 2
w
40
g 1
30
20
10
0 : ;
STLT RARSS

Grupos experimentais

v = | 3 . ,_. : ”"- - > ! .3 = ! ; 44 = z
Figu risticas histopatolégic cidos
periodontais an regido de furca. (A) Grafico mostrando as médias + desvios padréo
da porcentagem de osso na furca para cada grupo e periodo. Testes estatisticos:
ANOVA e Tukey (p<0.05). Simbolos: 1|, diferenga estatisticamente significante com
ST/LT no mesmo periodo (p<0,05); *, diferenca estatisticamente significante com
RAR/LT no mesmo periodo (p<0,05); a, diferenca estatisticamente significante com
RAR/SS no mesmo periodo (p<0,05). (B-F) fotomicrografias representativas das
caracteristicas histopatoldgicas dos tecidos periodontais na regido de furca em cada
grupo e periodo. Coloracao: Hematoxilina e Eosina. Barras de escala: 100um.
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Figura 4: Imunomarcacao de TNF-alpha na regido de furca. (A) Grafico mostrando as
médias + desvios padrdo da densidade de imunomarcagédo de TNF-alpha para cada
grupo e periodo. Testes estatisticos: ANOVA e Tukey (p<0.05). Simbolos: 1|, diferenca
estatisticamente significante com ST/LT no mesmo periodo (p<0,05); *, diferenca
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Figura 5: Imunomarcagéao de IL-1beta na regido de furca. (A) Grafico mostrando as
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estatisticamente significante com RAR/LT no mesmo periodo (ps0,05); a, diferenca
estatisticamente significante com RAR/SS no mesmo periodo (p<0,05);: o, diferenca
estatisticamente significante com RAR/LT 7 dias (p<0,05) (B-F) fotomicrografias
representativas da densidade de imunomarcacgao para IL-1beta em cada grupo e

periodo. Barras de escala: 100pm.
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Figura 6: Imunomarcag¢

ao de IL-10 na regido de furca. (A) G
médias = desvios padrdo da densidade de imunomarcacéo de IL-10 para cada grupo
e periodo. Testes estatisticos: ANOVA e Tukey (ps<0.05). Simbolos: 1|, diferenca
estatisticamente significante com ST/LT no mesmo periodo (p<0,05); *, diferenca
estatisticamente significante com RAR/LT no mesmo periodo (p<0,05); a, diferenca
estatisticamente significante com RAR/LT 7 dias no mesmo grupo (p=<0,05); o,
diferenca estatisticamente significante com RAR/SS 7 dias no mesmo grupo (p<0,05).
(B-F) fotomicrografias representativas da densidade de imunomarcagao para IL-10

em cada grupo e periodo. Barras de escala: 100pm.
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Figura 7: Imunomarcagcao de OCN na regidao de furca. (

A) Grafico mostrando as

médias + desvios padrao da densidade de imunomarcacgao de OCN para cada grupo
e periodo. Testes estatisticos: ANOVA e Tukey (p<0.05). Simbolos: 1, diferenga
estatisticamente significante com ST/LT no mesmo periodo (p<0,05); *, diferenca
estatisticamente significante com RAR/LT no mesmo periodo (p<0,05). (B-F)
fotomicrografias representativas da densidade de imunomarcagdao para OCN em
cada grupo e periodo. Barras de escala: 100pm.
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Figura 8: Imunomarcacao de TRAP na regiao de furca. (A) Grafico mostrando as médias =
desvios padrao do nimero de células TRAP-positivas para cada grupo e periodo. Testes
estatisticos: ANOVA e Tukey (p<0.05). Simbolos: o, diferenca estatisticamente significante
com o periodo de 15 dias (p<0,05); Y|, diferenca estatisticamente significante com ST/LT no
mesmo periodo (p<0,05); *, diferenca estatisticamente significante com o grupo RAR/SS e ST/
SS no mesmo periodo (p<0,05); a, diferenca estatisticamente significante com os grupos ST/
SS e ST/LT no mesmo periodo (p<0,05). (B-F) fotomicrografias representativas da
imunomarcacao para TRAP em cada grupo e periodo. Cabecas de seta: células imunoreativas

para TRAP. Contra-coloragao: Hematoxilina de Harris. Barras de escala: 100pum.
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ANEXOS
Anexo A — Normas para publicacdo no Periodico “Archives Oral Biology”.

Archives of Oral Biology will also publish expert reviews and articles concerned with
advancement in relevant methodologies. The journal will consider clinical papers only where
they make a significant contribution to the understanding of a disease process.

These guidelines generally follow the Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to
Biomedical Journals

Types of Contribution

Original papers and review articles are welcomed. There will be no differentiation on the
basis of length into full or short communications. Editorial commentaries will also be
considered but only by invitation. All submissions will be refereed.

Submission checklist

You should use this list to carry out a final check of your submission before you send it to the
journal for review. Please check all relevant sections in this Guide for Authors for more
details.

Ensure that the following items are present:

One author has been designated as the corresponding author with contact details:
* E-mail address
* Full postal address

All necessary files have been uploaded:

Manuscript:

* Include keywords

« All figures (include relevant captions)

* All tables (including titles, description, footnotes)

* Ensure all figure and table citations in the text match the files provided
* Indicate clearly if color should be used for any figures in print
Graphical Abstracts (where applicable)

Highlights (mandatory)

Supplemental files (where applicable)

Further considerations

* Manuscript has been 'spell checked' and 'grammar checked'

 All references mentioned in the Reference List are cited in the text, and vice versa

* Permission has been obtained for use of copyrighted material from other sources (including
the Internet)

* Relevant declarations of interest have been made

« Declarations of authors' contributions have been made if there are four or more authors

* Journal policies detailed in this guide have been reviewed

* Referee suggestions and contact details provided, based on journal requirements
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For further information, visit our Support Center

Ethics in publishing

Please see our information on Ethics in publishing.

Studies in humans and animals

If the work involves the use of human subjects, the author should ensure that the work
described has been carried out in accordance with The Code of Ethics of the World Medical
Association (Declaration of Helsinki) for experiments involving humans. The manuscript
should be in line with the Recommendations for the Conduct, Reporting, Editing and
Publication of Scholarly Work in Medical Journals and aim for the inclusion of representative
human populations (sex, age and ethnicity) as per those recommendations. The terms sex and
gender should be used correctly.

Authors should include a statement in the manuscript that informed consent was obtained for
experimentation with human subjects. The privacy rights of human subjects must always be
observed.

All animal experiments should comply with the ARRIVE guidelines and should be carried out
in accordance with the U.K. Animals (Scientific Procedures) Act, 1986 and associated
guidelines, EU Directive 2010/63/EU for animal experiments, or the National Research
Council's Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and the authors should clearly
indicate in the manuscript that such guidelines have been followed. The sex of animals must
be indicated, and where appropriate, the influence (or association) of sex on the results of the
study.

Declaration of interest

All authors must disclose any financial and personal relationships with other people or
organizations that could inappropriately influence (bias) their work. Examples of potential
competing interests include employment, consultancies, stock ownership, honoraria, paid
expert testimony, patent applications/registrations, and grants or other funding. Authors must
disclose any interests in two places: 1. A summary declaration of interest statement in the title
page file (if double anonymized) or the manuscript file (if single anonymized). If there are no
interests to declare then please state this: 'Declarations of interest: none'. 2. Detailed
disclosures as part of a separate Declaration of Interest form, which forms part of the journal's
official records. It is important for potential interests to be declared in both places and that the
information matches. More information.

Declaration of generative Al in scientific writing

The below guidance only refers to the writing process, and not to the use of Al tools to
analyse and draw insights from data as part of the research process.

Where authors use generative artificial intelligence (Al) and Al-assisted technologies in the
writing process, authors should only use these technologies to improve readability and
language. Applying the technology should be done with human oversight and control, and
authors should carefully review and edit the result, as Al can generate authoritative-sounding
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output that can be incorrect, incomplete or biased. Al and Al-assisted technologies should not
be listed as an author or co-author, or be cited as an author. Authorship implies
responsibilities and tasks that can only be attributed to and performed by humans, as outlined
in Elsevier’s Al policy for authors.

Authors should disclose in their manuscript the use of Al and Al-assisted technologies in the
writing process by following the instructions below. A statement will appear in the published
work. Please note that authors are ultimately responsible and accountable for the contents of

the work.

Disclosure instructions

Authors must disclose the use of generative Al and Al-assisted technologies in the writing
process by adding a statement at the end of their manuscript in the core manuscript file, before
the References list. The statement should be placed in a new section entitled ‘Declaration of
Generative Al and Al-assisted technologies in the writing process’.

Statement: During the preparation of this work the author(s) used [NAME TOOL / SERVICE]
in order to [REASON]. After using this tool/service, the author(s) reviewed and edited the
content as needed and take(s) full responsibility for the content of the publication.

This declaration does not apply to the use of basic tools for checking grammar, spelling,
references etc. If there is nothing to disclose, there is no need to add a statement.

Preprints

Please note that preprints can be shared anywhere at any time, in line with Elsevier's sharing
policy. Sharing your preprints e.g. on a preprint server will not count as prior publication (see
‘Multiple, redundant or concurrent publication’ for more information).

Submission declaration and verification

Submission of an article implies that the work described has not been published previously
(except in the form of an abstract or as part of a published lecture or academic thesis or as an
electronic preprint, see 'Multiple, redundant or concurrent publication’ section of our ethics
policy for more information), that it is not under consideration for publication elsewhere, that
its publication is approved by all authors and tacitly or explicitly by the responsible
authorities where the work was carried out, and that, if accepted, it will not be published
elsewhere in the same form, in English or in any other language, including electronically,
without the written consent of the copyright-holder. To verify originality, your article is likely
to be checked by the originality detection service CrossCheck.

Use of inclusive language

Inclusive language acknowledges diversity, conveys respect to all people, is sensitive to
differences, and promotes equal opportunities. Content should make no assumptions about the
beliefs or commitments of any reader; contain nothing which might imply that one individual
is superior to another on the grounds of age, gender, race, ethnicity, culture, sexual
orientation, disability or health condition; and use inclusive language throughout. Authors
should ensure that writing is free from bias, stereotypes, slang, reference to dominant culture
and/or cultural assumptions. We advise to seek gender neutrality by using plural nouns
("clinicians, patients/clients™) as default/wherever possible to avoid using "he, she," or
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"he/she."” We recommend avoiding the use of descriptors that refer to personal attributes such
as age, gender, race, ethnicity, culture, sexual orientation, disability or health condition unless
they are relevant and valid. When coding terminology is used, we recommend to avoid
offensive or exclusionary terms such as "master", "slave", "blacklist" and "whitelist". We
suggest using alternatives that are more appropriate and (self-) explanatory such as "primary",
"secondary", "blocklist" and "allowlist". These guidelines are meant as a point of reference to
help identify appropriate language but are by no means exhaustive or definitive.

Reporting sex- and gender-based analyses

Reporting guidance

For research involving or pertaining to humans, animals or eukaryotic cells, investigators
should integrate sex and gender-based analyses (SGBA) into their research design according
to funder/sponsor requirements and best practices within a field. Authors should address the
sex and/or gender dimensions of their research in their article. In cases where they cannot,
they should discuss this as a limitation to their research's generalizability. Importantly, authors
should explicitly state what definitions of sex and/or gender they are applying to enhance the
precision, rigor and reproducibility of their research and to avoid ambiguity or conflation of
terms and the constructs to which they refer (see Definitions section below). Authors can refer
to the Sex and Gender Equity in Research (SAGER) guidelines and the SAGER guidelines
checklist. These offer systematic approaches to the use and editorial review of sex and gender
information in study design, data analysis, outcome reporting and research interpretation -
however, please note there is no single, universally agreed-upon set of guidelines for defining
sex and gender.

Definitions

Sex generally refers to a set of biological attributes that are associated with physical and
physiological features (e.g., chromosomal genotype, hormonal levels, internal and external
anatomy). A binary sex categorization (male/female) is usually designated at birth ("sex
assigned at birth™), most often based solely on the visible external anatomy of a newborn.
Gender generally refers to socially constructed roles, behaviors, and identities of women, men
and gender-diverse people that occur in a historical and cultural context and may vary across
societies and over time. Gender influences how people view themselves and each other, how
they behave and interact and how power is distributed in society. Sex and gender are often
incorrectly portrayed as binary (female/male or woman/man) and unchanging whereas these
constructs actually exist along a spectrum and include additional sex categorizations and
gender identities such as people who are intersex/have differences of sex development (DSD)
or identify as non-binary. Moreover, the terms "sex" and "gender" can be ambiguous—thus it
is important for authors to define the manner in which they are used. In addition to this
definition guidance and the SAGER guidelines, the resources on this page offer further insight
around sex and gender in research studies.

Author contributions

All authors should have made substantial contributions to all of the following: (1) the
conception and design of the study, or acquisition of data, or analysis and interpretation of
data, (2) drafting the article or revising it critically for important intellectual content, (3) final
approval of the version to be submitted. If any individual contributed to a paper but did not
meet all three of these criteria, they should be mentioned in an Acknowledgements section but
must not be listed as an author (see Acknowledgements section below).
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For transparency, and to show that they met the above criteria, authors should submit an
author statement file outlining their individual contributions to the paper using the relevant
CRediT roles: Conceptualization; Data curation; Formal analysis; Funding acquisition;
Investigation; Methodology; Project administration; Resources; Software; Supervision;
Validation; Visualization; Roles/Writing - original draft; Writing - review and editing.
Authorship statements should be formatted with the names of authors first and CRediT role(s)
following. More details and an example. More details and an example.

Changes to Authorship

Authors are expected to consider carefully the list and order of authors before submitting their
manuscript and to provide the definitive list of authors at the time of the original submission.
Any addition, deletion or rearrangement of author names in the authorship list should be made
only before the manuscript has been accepted and only if approved by the journal Editor. To
request such a change, the Editor must receive the following from the corresponding author:
(a) the reason for the change in author list and (b) written confirmation (e-mail, letter) from all
authors that they agree with the addition, removal or rearrangement. In the case of addition or
removal of authors, this includes confirmation from the author being added or removed.

Only in exceptional circumstances will the Editor consider the addition, deletion or
rearrangement of authors after the manuscript has been accepted. While the Editor considers
the request, publication of the manuscript will be suspended. If the manuscript has already
been published in an online issue, any requests approved by the Editor will result in a
corrigendum.

Article transfer service

This journal uses the Elsevier Article Transfer Service to find the best home for your
manuscript. This means that if an editor feels your manuscript is more suitable for an
alternative journal, you might be asked to consider transferring the manuscript to such a
journal. The recommendation might be provided by a Journal Editor, a dedicated Scientific
Managing Editor, a tool assisted recommendation, or a combination. If you agree, your
manuscript will be transferred, though you will have the opportunity to make changes to the
manuscript before the submission is complete. Please note that your manuscript will be
independently reviewed by the new journal. More information.

Copyright

Upon acceptance of an article, authors will be asked to complete a ‘Journal Publishing
Agreement' (see more information on this). An e-mail will be sent to the corresponding author
confirming receipt of the manuscript together with a ‘Journal Publishing Agreement’ form or a
link to the online version of this agreement.

Subscribers may reproduce tables of contents or prepare lists of articles including abstracts for
internal circulation within their institutions. Permission of the Publisher is required for resale
or distribution outside the institution and for all other derivative works, including
compilations and translations. If excerpts from other copyrighted works are included, the
author(s) must obtain written permission from the copyright owners and credit the source(s)

in the article. Elsevier has preprinted forms for use by authors in these cases.
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For gold open access articles: Upon acceptance of an article, authors will be asked to
complete a 'License Agreement' (more information). Permitted third party reuse of gold open
access articles is determined by the author's choice of user license.

Author rights
As an author you (or your employer or institution) have certain rights to reuse your
work. More information.

Elsevier supports responsible sharing
Find out how you can share your research published in Elsevier journals.

Role of the funding source

You are requested to identify who provided financial support for the conduct of the research
and/or preparation of the article and to briefly describe the role of the sponsor(s), if any, in
study design; in the collection, analysis and interpretation of data; in the writing of the report;
and in the decision to submit the article for publication. If the funding source(s) had no such
involvement, it is recommended to state this.

Open access

Please visit our Open Access page for more information.

Elsevier Researcher Academy

Researcher Academy is a free e-learning platform designed to support early and mid-career
researchers throughout their research journey. The "Learn" environment at Researcher
Academy offers several interactive modules, webinars, downloadable guides and resources to
guide you through the process of writing for research and going through peer review. Feel
free to use these free resources to improve your submission and navigate the publication
process with ease.

Language (usage and editing services)

Please write your text in good English (American or British usage is accepted, but not a
mixture of these). Authors who feel their English language manuscript may require editing to
eliminate possible grammatical or spelling errors and to conform to correct scientific English
may wish to use the English Language Editing service available from Elsevier's Author
Services.

Submission

Our online submission system guides you stepwise through the process of entering your
article details and uploading your files. The system converts your article files to a single PDF
file used in the peer-review process. Editable files (e.g., Word, LaTeX) are required to typeset
your article for final publication. All correspondence, including notification of the Editor's
decision and requests for revision, is sent by e-mail.

Queries

For questions about the editorial process (including the status of manuscripts under review) or
for technical support on submissions, please visit our Support Center.
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Peer review

This journal operates a single anonymized review process. All contributions will be initially
assessed by the editor for suitability for the journal. Papers deemed suitable are then typically
sent to a minimum of two independent expert reviewers to assess the scientific quality of the
paper. The Editor is responsible for the final decision regarding acceptance or rejection of
articles. The Editor's decision is final. Editors are not involved in decisions about papers
which they have written themselves or have been written by family members or colleagues or
which relate to products or services in which the editor has an interest. Any such submission
is subject to all of the journal's usual procedures, with peer review handled independently of
the relevant editor and their research groups. More information on types of peer review.

REVISED SUBMISSIONS

When submitting the revised manuscript, please make sure that you upload the final version
of the paper with the changes highlighted. Please remove the old version(s) of the manuscript
before submitting the revised version.

Use of word processing software

It is important that the file be saved in the native format of the word processor used. The text
should be in single-column format. Keep the layout of the text as simple as possible. Most
formatting codes will be removed and replaced on processing the article. In particular, do not
use the word processor's options to justify text or to hyphenate words. However, do use bold
face, italics, subscripts, superscripts etc. When preparing tables, if you are using a table grid,
use only one grid for each individual table and not a grid for each row. If no grid is used, use
tabs, not spaces, to align columns. The electronic text should be prepared in a way very
similar to that of conventional manuscripts (see also the Guide to Publishing with Elsevier).
Note that source files of figures, tables and text graphics will be required whether or not you
embed your figures in the text. See also the section on Electronic artwork.

To minimize unnecessary errors you are strongly advised to use the 'spell-check’ and
‘grammar-check’ functions of your word processor.

Article structure

Manuscript Structure

Follow this order when typing manuscripts: Title, Authors, Affiliations, Abstract, Keywords,
Main text (Introduction, Materials & Methods, Results, Discussion for an original paper),
Acknowledgments, Appendix, References, Tables and then Figure Captions. Do not import
the Figures or Tables into your text. The corresponding author should be identified with an
asterisk and footnote. All other footnotes (except for table footnotes) should be identified with
superscript Arabic numbers.

Introduction

This should be a succinct statement of the problem investigated within the context of a brief
review of the relevant literature. Literature directly relevant to any inferences or argument
presented in the Discussion should in general be reserved for that section. The introduction
may conclude with the reason for doing the work but should not state what was done nor the
findings.
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Materials and Methods

Enough detail must be given here so that another worker can repeat the procedures exactly.
Where the materials and methods were exactly as in a previous paper, it is not necessary to
repeat all the details but sufficient information must be given for the reader to comprehend
what was done without having to consult the earlier work.

Authors are requested to make plain that the conditions of animal and human experimentation
are as outlined in the "Ethics" and "Studies on Animals" sections above

Results or Findings

These should be given clearly and concisely. Care should be taken to avoid drawing
inferences that belong to the Discussion. Data may be presented in various forms such as
histograms or tables but, in view of pressure on space, presentation of the same data in more
than one form is unacceptable.

Discussion

This should explore the significance of the results of the work, not repeat them. A combined
Results and Discussion section is occasionally appropriate. Avoid extensive citations and
discussion of published literature.

Conclusions
The main conclusions of the study may be presented in a short Conclusions section, which
may stand alone or form a subsection of a Discussion section.

Essential title page information

« Title. Concise and informative. Titles are often used in information-retrieval systems. Avoid
abbreviations and formulae where possible.

+ Author names and affiliations. Please clearly indicate the given name(s) and family
name(s) of each author and check that all names are accurately spelled. You can add your
name between parentheses in your own script behind the English transliteration. Present the
authors' affiliation addresses (where the actual work was done) below the names. Indicate all
affiliations with a lower-case superscript letter immediately after the author's name and in
front of the appropriate address. Provide the full postal address of each affiliation, including
the country name and, if available, the e-mail address of each author.

« Corresponding author. Clearly indicate who will handle correspondence at all stages of
refereeing and publication, also post-publication. This responsibility includes answering any
future queries about Methodology and Materials. Ensure that the e-mail address is given
and that contact details are kept up to date by the corresponding author.

* Present/permanent address. If an author has moved since the work described in the article
was done, or was visiting at the time, a 'Present address' (or 'Permanent address’) may be
indicated as a footnote to that author's name. The address at which the author actually did the
work must be retained as the main, affiliation address. Superscript Arabic numerals are used
for such footnotes.

As titles frequently stand alone in indexes, bibliographic journals etc., and indexing of papers
is, to an increasing extent, becoming computerized from key words in the titles, it is important
that titles should be as concise and informative as possible. Thus the animal species to which
the observations refer should always be given and it is desirable to indicate the type of method
on which the observations are based, e.g. chemical, bacteriological, electron-microscopic,
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histochemical, etc. A "running title" of not more than 40 letters and spaces must also be
supplied. A keyword index must be supplied for each paper.

Highlights

Highlights are mandatory for this journal as they help increase the discoverability of your
article via search engines. They consist of a short collection of bullet points that capture the
novel results of your research as well as new methods that were used during the study (if any).
Please have a look at the example Highlights.

Highlights should be submitted in a separate editable file in the online submission system.
Please use 'Highlights' in the file name and include 3 to 5 bullet points (maximum 85
characters, including spaces, per bullet point).

Structured abstract

The paper should be prefaced by an abstract aimed at giving the entire paper in miniature.
Abstracts should be no longer than 250 words and should be structured as per the guidelines
published in the Journal of the American Medical Association (JAMA 1995; 273: 27-34). In
brief, the abstract should be divided into the following sections: (1) Objective; (2) Design - if
clinical, to include setting, selection of patients, details on the intervention, outcome
measures, etc.; if laboratory research, to include details on methods; (3) Results; (4)
Conclusions.

Keywords

Immediately after the abstract, provide a maximum of 6 keywords, using British spelling and
avoiding general and plural terms and multiple concepts (avoid, for example, 'and’, 'of'). Be
sparing with abbreviations: only abbreviations firmly established in the field may be eligible.
These keywords will be used for indexing purposes.

Abbreviations

As Archives of Oral Biology is a journal with a multidisciplinary readership, abbreviations,
except those universally understood such as mm, g, min. u.v., w/v and those listed below,
should be avoided if possible. Examples of abbreviations which may be used without
definition are: ADP, AMP, ATP, DNA, RNA, EDTA, EMG, tris.

Other abbreviations used to improve legibility should be listed as a footnote on the title page
as well as being defined in both the abstract and the main text on first usage. Chemical
symbols may be used for elements, groups and simple compounds, but excessive use should
be avoided. Abbreviations other than the above should not be used in titles and even these
should be avoided if possible.

Statistical analysis
Authors should ensure that the presentation and statistical testing of data are appropriate and
should seek the advice of a statistician if necessary. A number of common errors should be

avoided, e.g.: -

* Use of parametric tests when non-parametric tests are required


https://www.elsevier.com/authors/journal-authors/highlights

« Inconsistencies between summary statistics and statistical tests such as giving means and
standard deviations for data which were analysed with non-parametric tests.

* Multiple comparisons undertaken with multiple t tests or non-parametric equivalents rather
than with analysis of variance (ANOVA) or non-parametric equivalents.

* Post hoc tests being used following an ANOVA which has yielded a non-significant result.

* Incomplete names for tests (e.g. stating "Student's t test" without qualifying it by stating
"single sample", "paired"” or "independent sample")

* n values being given in a way which obscures how many independent samples there were
(e.g. stating simply n=50 when 10 samples/measurements were obtained from each of 5
animals/human subjects).

* Stating that P=0.000 (a figure which is generated by some computer packages). The correct
statement (in this case) is P<0.0005.

* Bar charts should only be used to show frequencies (absolute or relative/%); for means and
SD, use dot plots and/or error bars.
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Collate acknowledgements in a separate section at the end of the article before the references
and do not, therefore, include them on the title page, as a footnote to the title or otherwise.
List here those individuals who provided help during the research (e.g., providing language
help, writing assistance or proof reading the article, etc.) but who did not meet all the criteria
for authorship (see Authorship section above).

Formatting of funding sources
List funding sources in this standard way to facilitate compliance to funder's requirements:

Funding: This work was supported by the National Institutes of Health [grant numbers xxxx,
yyyy]; the Bill & Melinda Gates Foundation, Seattle, WA [grant number zzzz]; and the
United States Institutes of Peace [grant number aaaa].

It is not necessary to include detailed descriptions on the program or type of grants and
awards. When funding is from a block grant or other resources available to a university,
college, or other research institution, submit the name of the institute or organization that
provided the funding.

If no funding has been provided for the research, it is recommended to include the following
sentence:

This research did not receive any specific grant from funding agencies in the public,
commercial, or not-for-profit sectors.

Bacterial nomenclature

Organisms should be referred to by their scientific names according to the binomial system.
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When first mentioned the name should be spelt in full and in italics. Afterwards the genus
should be abbreviated to its initial letter, e.g. 'S. aureus' not 'Staph. aureus'. If abbreviation is
likely to cause confusion or render the intended meaning unclear, the names of microbes
should be spelt in full. Only those names which were included in the Approved List of
Bacterial Names, Int J Syst Bacteriol 1980; 30: 225-420 and those which have been validly
published in the Int J Syst Bacteriol since 1 January 1980 have standing in nomenclature. If
there is good reason to use a name that does not have standing in nomenclature, the names
should be enclosed in quotation marks and an appropriate statement concerning the
nomenclatural status of the name should be made in the text (for an example see Int J Syst
Bacteriol 1980; 30: 547-556). When the genus alone is used as a noun or adjective, use lower
case Roman not italic, e.g.'organisms were staphylococci' and 'streptococcal infection'. If the
genus is specifically referred to use italics e.g. 'organisms of the genus Staphylococcus'. For
genus in plural, use lower case roman e.g. 'salmonellae’; plurals may be anglicized
e.g.'salmonellas’. For trivial names, use lower case Roman e.g. ‘meningococcus'

Artwork

Image manipulation

Whilst it is accepted that authors sometimes need to manipulate images for clarity,
manipulation for purposes of deception or fraud will be seen as scientific ethical abuse and
will be dealt with accordingly. For graphical images, this journal is applying the following
policy: no specific feature within an image may be enhanced, obscured, moved, removed, or
introduced. Adjustments of brightness, contrast, or color balance are acceptable if and as long
as they do not obscure or eliminate any information present in the original. Nonlinear
adjustments (e.g. changes to gamma settings) must be disclosed in the figure legend.

Electronic artwork

General points

* Make sure you use uniform lettering and sizing of your original artwork.

* Embed the used fonts if the application provides that option.

» Aim to use the following fonts in your illustrations: Arial, Courier, Times New Roman,
Symbol, or use fonts that look similar.

* Number the illustrations according to their sequence in the text.

* Use a logical naming convention for your artwork files.

* Provide captions to illustrations separately.

* Size the illustrations close to the desired dimensions of the published version.

 Submit each illustration as a separate file.

* Ensure that color images are accessible to all, including those with impaired color vision.

A detailed guide on electronic artwork is available.

You are urged to visit this site; some excerpts from the detailed information are given
here.

Formats

If your electronic artwork is created in a Microsoft Office application (Word, PowerPoint,
Excel) then please supply 'as is' in the native document format.

Regardless of the application used other than Microsoft Office, when your electronic artwork
is finalized, please 'Save as' or convert the images to one of the following formats (note the
resolution requirements for line drawings, halftones, and line/halftone combinations given
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below):

EPS (or PDF): Vector drawings, embed all used fonts.

TIFF (or JPEG): Color or grayscale photographs (halftones), keep to a minimum of 300 dpi.
TIFF (or JPEG): Bitmapped (pure black & white pixels) line drawings, keep to a minimum of
1000 dpi.

TIFF (or JPEG): Combinations bitmapped line/half-tone (color or grayscale), keep to a
minimum of 500 dpi.

Please do not:

* Supply files that are optimized for screen use (e.g., GIF, BMP, PICT, WPQ); these typically
have a low number of pixels and limited set of colors;

* Supply files that are too low in resolution;

» Submit graphics that are disproportionately large for the content.

Tables

Please submit tables as editable text and not as images. Tables should be placed on separate
page(s) towards the end of the manuscript (see Manuscript Structure, above). Number tables
consecutively in accordance with their appearance in the text and place any table notes below
the table body. Be sparing in the use of tables and ensure that the data presented in them do
not duplicate results described elsewhere in the article. Please avoid using vertical rules and
shading in table cells.

Data references

This journal encourages you to cite underlying or relevant datasets in your manuscript by
citing them in your text and including a data reference in your Reference List. Data references
should include the following elements: author name(s), dataset title, data repository, version
(where available), year, and global persistent identifier. Add [dataset] immediately before the
reference so we can properly identify it as a data reference. The [dataset] identifier will not
appear in your published article.

Preprint references

Where a preprint has subsequently become available as a peer-reviewed publication, the
formal publication should be used as the reference. If there are preprints that are central to
your work or that cover crucial developments in the topic, but are not yet formally published,
these may be referenced. Preprints should be clearly marked as such, for example by
including the word preprint, or the name of the preprint server, as part of the reference. The
preprint DOI should also be provided.

Reference management software

Most Elsevier journals have their reference template available in many of the most popular
reference management software products. These include all products that support Citation
Style Language styles, such as Mendeley. Using citation plug-ins from these products, authors
only need to select the appropriate journal template when preparing their article, after which
citations and bibliographies will be automatically formatted in the journal's style. If no
template is yet available for this journal, please follow the format of the sample references
and citations as shown in this Guide. If you use reference management software, please
ensure that you remove all field codes before submitting the electronic manuscript. More
information on how to remove field codes from different reference management software.
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Reference style

Text: Citations in the text should follow the referencing style used by the American
Psychological Association. You are referred to the Publication Manual of the American
Psychological Association, Seventh Edition, ISBN 978-1-4338-3215-4, copies of which may
be ordered online.

List: references should be arranged first alphabetically and then further sorted chronologically
if necessary. More than one reference from the same author(s) in the same year must be
identified by the letters 'a’, 'b', 'c', etc., placed after the year of publication.

Examples:

Reference to a journal publication:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2010). The art of writing a scientific
article. Journal of Scientific Communications, 163, 51-59.
https://doi.org/10.1016/j.s¢.2010.00372.

Reference to a journal publication with an article number:

Van der Geer, J., Hanraads, J. A. J., & Lupton, R. A. (2018). The art of writing a scientific
article. Heliyon, 19, Article e00205. https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2018.e00205.
Reference to a book:

Strunk, W., Jr., & White, E. B. (2000). The elements of style (4th ed.). Longman (Chapter 4).
Reference to a chapter in an edited book:

Mettam, G. R., & Adams, L. B. (2009). How to prepare an electronic version of your article.
In B. S. Jones, & R. Z. Smith (Eds.), Introduction to the electronic age (pp. 281-304). E-
Publishing Inc.

Reference to a website:

Powertech Systems. (2015). Lithium-ion vs lead-acid cost analysis. Retrieved from
http://www.powertechsystems.eu/home/tech-corner/lithium-ion-vs-lead-acid-cost-analysis/.
Accessed January 6, 2016

Reference to a dataset:

[dataset] Oguro, M., Imahiro, S., Saito, S., & Nakashizuka, T. (2015). Mortality data for
Japanese oak wilt disease and surrounding forest compositions. Mendeley Data, v1.
https://doi.org/10.17632/xwj98nb39r.1.

Reference to a conference paper or poster presentation:

Engle, E.K., Cash, T.F., & Jarry, J.L. (2009, November). The Body Image Behaviours
Inventory-3: Development and validation of the Body Image Compulsive Actions and Body
Image Avoidance Scales. Poster session presentation at the meeting of the Association for
Behavioural and Cognitive Therapies, New York, NY.

Reference to software:

Coon, E., Berndt, M., Jan, A., Svyatsky, D., Atchley, A., Kikinzon, E., Harp, D., Manzini, G.,
Shelef, E., Lipnikov, K., Garimella, R., Xu, C., Moulton, D., Karra, S., Painter, S., Jafarov,
E., & Molins, S. (2020, March 25). Advanced Terrestrial Simulator (ATS) v0.88 (Version
0.88). Zenodo. https://doi.org/10.5281/zenodo.3727209.

Data visualization

Include interactive data visualizations in your publication and let your readers interact and
engage more closely with your research. Follow the instructions here to find out about
available data visualization options and how to include them with your article.

Research data
This journal encourages and enables you to share data that supports your research publication
where appropriate, and enables you to interlink the data with your published articles. Research
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data refers to the results of observations or experimentation that validate research findings. To
facilitate reproducibility and data reuse, this journal also encourages you to share your
software, code, models, algorithms, protocols, methods and other useful materials related to
the project.

Below are a number of ways in which you can associate data with your article or make a
statement about the availability of your data when submitting your manuscript. If you are
sharing data in one of these ways, you are encouraged to cite the data in your manuscript and
reference list. Please refer to the "References"” section for more information about data
citation. For more information on depositing, sharing and using research data and other
relevant research materials, visit the research data page.

Data linking

If you have made your research data available in a data repository, you can link your article
directly to the dataset. Elsevier collaborates with a number of repositories to link articles on
ScienceDirect with relevant repositories, giving readers access to underlying data that gives
them a better understanding of the research described.

There are different ways to link your datasets to your article.

When available, you can directly link your dataset to your article by providing the relevant
information in the submission system. For more information, visit the database linking page .
For supported data repositories a repository banner will automatically appear next to your
published article on ScienceDirect.

In addition, you can link to relevant data or entities through identifiers within the text of your
manuscript, using the following format: Database: xxxx (e.g., TAIR: AT1G01020; CCDC:
734053; PDB: 1XFN).

Mendeley Data

This journal supports Mendeley Data, enabling you to deposit any research data (including
raw and processed data, video, code, software, algorithms, protocols, and methods) associated
with your manuscript in a free-to-use, open access repository. During the submission process,
after uploading your manuscript, you will have the opportunity to upload your relevant
datasets directly to Mendeley Data. The datasets will be listed and directly accessible to
readers next to your published article online.

For more information, visit the Mendeley Data for journals page.

Research Elements

This journal enables you to publish research objects related to your original research — such as
data, methods, protocols, software and hardware — as an additional paper in a Research
Elements journal.

Research Elements is a suite of peer-reviewed, open access journals which make your
research objects findable, accessible and reusable. Articles place research objects into context
by providing detailed descriptions of objects and their application, and linking to the
associated original research articles. Research Elements articles can be prepared by you, or by
one of your collaborators.


https://www.elsevier.com/authors/author-services/research-data
https://www.elsevier.com/databaselinking
https://www.elsevier.com/books-and-journals/enrichments/data-base-linking/supported-data-repositories
https://www.elsevier.com/books-and-journals/content-innovation/mendeley-data-for-journals
https://www.elsevier.com/authors/tools-and-resources/research-elements-journals
https://www.elsevier.com/authors/tools-and-resources/research-elements-journals

During submission, you will be alerted to the opportunity to prepare and submit a manuscript
to one of the Research Elements journals.

More information can be found on the Research Elements page.

Data statement

To foster transparency, we encourage you to state the availability of your data in your
submission. This may be a requirement of your funding body or institution. If your data is
unavailable to access or unsuitable to post, you will have the opportunity to indicate why
during the submission process, for example by stating that the research data is confidential.
The statement will appear with your published article on ScienceDirect. For more
information, visit the Data Statement page.

Online proof correction

To ensure a fast publication process of the article, we kindly ask authors to provide us with
their proof corrections within two days. Corresponding authors will receive an e-mail with a
link to our online proofing system, allowing annotation and correction of proofs online. The
environment is similar to MS Word: in addition to editing text, you can also comment on
figures/tables and answer questions from the Copy Editor. Web-based proofing provides a
faster and less error-prone process by allowing you to directly type your corrections,
eliminating the potential introduction of errors.

If preferred, you can still choose to annotate and upload your edits on the PDF version. All
instructions for proofing will be given in the e-mail we send to authors, including alternative
methods to the online version and PDF.

We will do everything possible to get your article published quickly and accurately. Please
use this proof only for checking the typesetting, editing, completeness and correctness of the
text, tables and figures. Significant changes to the article as accepted for publication will only
be considered at this stage with permission from the Editor. It is important to ensure that all
corrections are sent back to us in one communication. Please check carefully before replying,
as inclusion of any subsequent corrections cannot be guaranteed. Proofreading is solely your
responsibility.

Offprints

The corresponding author will, at no cost, receive a customized Share Link providing 50 days
free access to the final published version of the article on ScienceDirect. The Share Link can
be used for sharing the article via any communication channel, including email and social
media. For an extra charge, paper offprints can be ordered via the offprint order form which is
sent once the article is accepted for publication. Corresponding authors who have published
their article gold open access do not receive a Share Link as their final published version of
the article is available open access on ScienceDirect and can be shared through the article
DOI link.
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Anexo B — Certlﬁcado da Comisséo de Etica na Experlmentagao Animal
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CAMPUS ARACATUBA
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CEUA - Comissido de Etica no Uso de Animais
CEUA - Ethics Committee on the Use of Animals

CERTIFICADO
Certificamos que o Projeto de Pesquisa intitulado “Influéncia da suplementagio
dietética com luteina sobre a progressdo e no tratamento da periodontite
experimental induzida em ratos”, Processo FOA n° 0300-2021. sob
responsabiidade de Juliano Milanezi de Almeida apresemta um protocolo
experimental de acordo com os Principios Eticos da Experimentaco Animal e sua
execucao foi aprovada pela CEUA em 24 de Junho de 2021.
VALIDADE DESTE CERTIFICADO: 03 de Junho de 2024.
DATA DA SUBMISSAO DO RELATORIO FINAL: até 03 de Julho de 2024.

CERTIFICATE
We certify that the study entitied “Influence of dietary supplementation with lutein
on the progression and treatment of experimental periodontitis induced in
rats”, Protocol FOA n® 0300-2021, under the supervision of Juliano Milanezi de
Almeida presents an experimental protocol in accordance with the Ethical Principles
of Animal Experimentation and its implementation was approved by CEUA on June
24, 2021.
VALIDITY OF THIS CERTIFICATE: June 03, 2024.
DATE OF SUBMISSION OF THE FINAL REPORT: July 03, 2024.
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Anexo C — Certificado de analise da luteina
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Anexo D — Certificado de analise do dleo de girassol
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