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Resumo Geral

Novaes, VCN. Influéncia de drogas quimioterapicas na evolucdo da periodontite
experimental em ratos. [Tese]. Aragatuba: UNESP — Universidade Estadual Paulista;
2017.

Objetivo: Este estudo avaliou comparativamente a influéncia dos
quimioterapicos 5-fluotouracil (5-FU) e Cisplanina (CIS) para tratamento de cancer no
periodonto saudavel, sobre a evolucdo da periodontite experimental (PE) e as funcgdes
hepaticas e renais de ratos portadores de PE submetidos ao tratamento com os
quimioterapicos 5-FU ou CIS. Materiais e Métodos: foram utilizado 90 ratos machos
distribuidos em 6 grupos. Grupo SPE-SS (n = 15): animais que receberam injecdes de
0,5 ml de solucéo salina 0.9% (SS) sem inducdo da PE (grupo Sham). Grupo PE-SS (n =
15): animais que receberam inje¢des s de 0,5 ml de SS e inducdo da PE apds a primeira
injecdo. Grupo SPE-5FU (n=15): animais que receberam injecGes de 5-Fluorouracil (5-
FU) sem inducdo da PE. Grupo PE-5FU (n = 15): animais que receberam injecdes de 5-
FU e inducdo da PE apds a primeira injecdo. Grupo SPE-CIS (n = 15): animais que
receberam injecdes Cisplatinas (CIS) sem inducdo da PE. Grupo PE-CIS (n = 15):
animais que receberam injecdes de CIS e inducdo da PE ap6s a primeira injecdo. Para
inducdo da PE foi adaptado um fio de algoddo nimero 24 ao redor dos primeiros
molares inferiores direito e esquerdo. Decorridos 07, 15 e 30 dias apds a primeira
injecdo intraperitoneal (SS ou quimioterdpicos) os animais foram eutanaziados. Foi
realizada coleta sanguinea para analises hematoldgia e bioquimicas de aspartato
aminotransferase (AST), alamina aminotransferase (ALT), creatinina e uréia
previamente as injecOes e aos 07 e 30 dias, totalizando 60 dos 90 ratos. Foram coletadas
as mandibulas contendo os primeiros molares inferiores e processadas de acordo com as

analises propostas. Para a analise fotométrica avaliou-se a perda 0ssea alveolar ao redor
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do primeiro molar inferior. Para a analise de microtomografia computadorizada (UCT)
avaliou-se a porcentagem de volume de tecido 6sseo (PVTO) na regido de furca. As
hemimandibulas contralaterais foram utilizadas para analises histomorfométrica e
imunoistoquimicas na regido de furca e avaliou-se a porcentagem de area sem 0SSO
(PASO), caracteristicas histoldgicas e analises dos biomarcadores (TRAP, RANKL,
OPG, TNF-a, IL-1B3, PCNA, BAX e HIF-1a,). Os dados obtidos foram submetidos a
andlise estatistica (p<0,05). Resultado: ambos os quimioterapicos 5-FU e CIS
contribuiram para o agravamento da evolucdo da PE por duas vias: aumentando a
intensidade e duracdo do processo inflamatério; e diminuindo a capacidade de reparo
tecidual por redugdo do “turnover” celular e vascular, resultando de forma significativa
na maior perda 0ssea, que comparativamente foi maior nos animais que receberam
aplicagéo sistémica de 5-FU do que de CIS. Adicionalmente a PE associada ao 5-FU
apresentou de maneira significante maiores niveis de ALT e AST aos 30 dias e
associada a CIS apresentou de maneira significante maiores niveis de Uréia e ndo
apresentou diferencga significativa nos niveis de Creatinina. Conclusdo: ambos 0s
quimioterapicos, 5-FU ou CIS, exacerbaram a severidade da periodontite, sendo que 0s
danos periodontais causadas pelo 5-FU foram comparativamente maiores e mais
intensos do que os causados pela CIS. Adicionalmente, podemos concluir que a PE
agravou de forma sinérgica as condi¢des debilitantes hepaticas e renais ocasionadas

pelos quimioterapicos.

Palavras chaves: perda 6ssea alveolar; doencas periodontais; quimioterapia; defeito de

furca; modelos animais.
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General Abstract

Novaes, VCN. Influence of chemotherapeutics drugs on the evolution of

experimental periodontitis in rats. [Thesis]. Aracatuba: UNESP — S&o Paulo State

University; 2017.

Objective: This study evaluated the influence of chemotherapy with 5-fluorotouracil (5-
FU) and Cisplanin (CIS) for the treatment of cancer in healthy periodontium, on the
evolution of experimental periodontitis (EP), and liver and kidney function of rats with
EP treated with chemotherapeutic agents. Materials and Methods: 90 male rats were
distributed in 6 groups. Group SPE-SS (n = 15): animals that received injections of 0.5
ml of 0.9% saline solution (SS) without PE induction (Sham group). Group PE-SS (n =
15): animals that received injections s of 0.5 ml of SS and induction of PE after the first
injection. Group SPE-5FU (n = 15): animals receiving injections of 5-Fluorouracil (5-
FU) without induction of PE. Group PE-5FU (n = 15): animals receiving injections of 5-
FU and induction of PE after the first injection. SPE-CIS group (n = 15): animals that
received Cisplatin injections (CIS) without PE induction. PE-CIS group (n = 15):
animals that received CIS injections and PE induction after the first injection. For EP
induction a cotton thread number 24 was fitted around the first right and left lower first
molars. After 07, 15 and 30 days after the first intraperitoneal injection (SS or
chemotherapeutic) the animals were euthanized. Blood samples were collected for
hematological and biochemical analyzes of AST, ALT, creatinine and urea before
injections and at 07 and 30 days. The mandibles containing the mandibular first molars
were collected and processed according to the proposed analyzes. For the photometric
analysis, alveolar bone loss (ABL) around the lower first molar was evaluated. For the
analysis of computerized microtomography (LCT) the percentage of bone tissue volume

(PBTV) in the furcation region was evaluated. The contralateral hemimandibula were
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used for histomorphometric and immunohistochemical analyzes in the furcation region
and the percentage of bone-free area (PBFA), histological characteristics and
biomarkers analysis (TRAP, RANKL, OPG, TNF-a, IL-1p, PCNA, BAX and HIF-1a).
Data were submitted to statistical analysis (p <0.05). Results: Both chemotherapy 5-FU
and CIS contributed to the worsening of the evolution of EP by two routes: increasing
the intensity and duration the inflammatory process; and decreased tissue repair ability
by reducing cell and vascular turnover, resulting in significantly greater bone loss,
which was comparatively higher in animals treated with 5-FU than in CIS. Additionally,
5-FU associated PE significantly increased ALT and AST levels at 30 days and
associated CIS significantly increased Urea levels and showed no significant difference
in Creatinine levels. Conclusion: both chemotherapy, 5-FU or CIS, exacerbated the
severity of periodontitis, and periodontal damage caused by 5-FU was comparatively
bigger and faster than those caused by CIS. In addition, we can conclude that PE has
synergistically aggravated the liver and kidney debilitating conditions caused by

chemotherapy.

Key words: alveolar bone loss, periodontal disease; chemotherapy; furcation defect;

animal models.
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Lista de Tabela

Coptute 1

Tabela 1 Porcentagem de espécimes por escore dos parametros da 84
Andlise Histoldgica da regido de furca do primeiro molar
inferior de acordo com cada grupo e periodo.



Copetitee 1

Figura 1

Figura 2

Lista de Figuras

A: Gréafico mostrando media e desvio padrdo da
PVTO na regido de furca do primeiro molar inferior.
Abreviacoes: 1 diferenca  estatisticamente
significante aos 30 dias no mesmo grupo; | diferenga
estatisticamente significante aos 7 dias no mesmo
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estatisticamente significativa com o grupo PE-5FU
para 0 mesmo periodo; § Diferenca estatisticamente
significante com o grupo PE-CIS para 0 mesmo
periodo; (teste ANOVA, teste de Tukey) (p <0,05).
B-D: Imagens da PCT para anélise volumétrica da
area de furca do primeiro molar inferior usando o
plano sagital dos grupos SPE-SS, SPE-5FU e SPE-
CIS aos 7 dias. E-G: Imagens da UCT para analise
volumétrica da &rea de furca do primeiro molar
inferior usando o plano sagital dos grupos PE-SS,
PE-5FU e PE-CIS aos 7 dias. Observar menor
preenchimento 0sseo na area de furca nos animais
que receberam 5-FU ou CIS. H-J: Imagem
tridimensional gerada pelo software dos grupos PE-
SS, PE-5FU e PE-CIS aos 30 dias.

A: Grafico mostrando meédia e desvio padrdo da
PASO na regido de furca do primeiro molar inferior.
Abreviagdes: 1  Diferenga  estatisticamente
significante no mesmo grupo com 15 dias. ¥
Diferenca estatisticamente significante com 0s
grupos SPE nos mesmos periodos. I Diferenca
estatisticamente significante com PE-SS nos mesmos
periodos. § Diferenca estatisticamente significante
com PE-CIS nos mesmos periodos. (Teste ANOVA,
teste de Tukey) (p <0,05). B-D: Fotomicrografia
mostrando o efeito da quimioterapia em tecido
periodontal saudavel. Periodonto da regido de furca
do primeiro molar inferior de ratos que ndo foram
submetidos a quimioterapia (B) ou submetidos a
qguimioterapia com 5-FU (C) ou CIS (D). E-J:
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Figura 3

Fotomicrografias mostrando o  efeito da
quimioterapia na progressao da periodontite
experimental. Caracteristicas histologicas da regido
de furca do primeiro molar inferior de ratos
portadores de PE e que ndo foram submetidos a
quimioterapia ap6s 7 e 30 dias (E / H).
Caracteristicas histolégicas da regido de furca de
ratos portadores de PE e que foram submetidos a
quimioterapia com 5-FU (F/ 1) e CIS (G /J) apbés 7 e
30 dias. Abreviatura: oa 0sso alveolar. Coloracdo:
hematoxilina e eosina (HE). Ampliacdo original:
x50. Barras de escala: 400 um.

A: Padrdo de imunomarcacdo para TRAP no 0sso
alveolar da regido de furca do primeiro molar
inferior em ratos. B: Gréfico mostrando média e
desvio padrdo das células TRAP positivas em cada
grupo e periodo. Abreviagdes: § Diferenca
estatisticamente significativa com 7 dias no mesmo
grupo; T Diferenga estatisticamente significante com
os grupos SPE no mesmo periodo; I Diferenca
estatisticamente significante com o grupo PE-SS no
mesmo periodo. (Teste ANOVA, teste de Tukey) (p
< 0,05). C-K: Padrdo de imunomarcacao de células
TRAP positivas no 0sso alveolar aos 7 dias. Regido
de furca do primeiro molar inferior de ratos
portadores de PE e que ndo foram submetidos a
quimioterapia. L-M: Fotomicrografias mostrando o
padrdo de imunomarcacdo para células RANKL
positivas no o0sso alveolar aos 7 dias. O-P:
Fotomicrografias mostrando o padrdo de
imunomarcacao para células OPG positivas no 0sso
alveolar aos 30 dias. Regido de furca do primeiro
molar inferior de ratos que ndo foram submetidos a
quimioterapia (C) ou submetidos a quimioterapia
com 5-FU (F) ou CIS (I). Regido de furca do
primeiro molar inferior de ratos portadores de PE e
que ndo foram submetidos a quimioterapia (D, E, L,
O) e ratos portadores de PE e que foram submetidos
a quimioterapia com 5-FU (G, H, M, P) ou CIS (J, K,
N, Q). Setas pretas: células TRAP positivas (A-K),

25

87



Figura 4

Figura 5

células RANKL positivas (L-M). Abreviatura: oa
osso alveolar; Ip ligamento periodontal. Contra-
coloracdo: hematoxilina de Harris. Ampliacdo
original: C, F e 1 200x; D, G e J 400x, A, E, H, K-Q
1000x. Barras de escala: A, 10 um; E, H ¢ K, 20 um;
L-K, 30 um; C,Fe L, 50 um; D, G e J, 100 um.

A-C: Fotomicrografia mostrando padrdo de
imunomarcag¢ao para TNFa na regido de furca aos 30
dias. Regido de furca do primeiro molar inferior de
ratos que ndo foram submetidos a quimioterapia (A)
ou submetidos a quimioterapia com 5-FU (B) ou CIS
(C). D-F: Fotomicrografia mostrando padrdo de
imunomarcacdo para IL-1p na regido de furca aos 15
dias. Regido de furca do primeiro molar inferior de
ratos que ndo foram submetidos a quimioterapia (A)
ou submetidos a quimioterapia com 5-FU (B) ou CIS
(C). Setas pretas: TNFa (A-C), IL-1p (D-F).
Abreviatura: oa 0sso alveolar. Contra-coloragéo:
hematoxilina de Harris. Ampliacdo original: 1000x.
Barras de escala: 100 um.

A: Grafico mostrando média e desvio padrdo das
células PCNA positivas em cada grupo e periodo.
Abreviagdes: 1  Diferenga  estatisticamente
significativa com 7 dias no mesmo grupo; |
Diferenca estatisticamente significativa com 15 dias
no mesmo grupo; T diferenca estatisticamente
significante com o grupo SPE-SS no mesmo periodo;
I Diferenca estatisticamente significante com o
grupo PE-SS no mesmo periodo; § Diferenca
estatisticamente significante com o grupo SPE-CIS
para 0 mesmo periodo. (Teste ANOVA, teste de
Tukey) (p < 0,05). B-D: Padrdo de imunomarcagdo
de células PCNA positivas no osso alveolar aos 7
dias. E-G: Fotomicrografias mostrando o padrdo de
imunomarcacdo para células HIF-la positivas no
0sso alveolar aos 15 dias. H-J: Fotomicrografias
mostrando o padrdo de imunomarcacdo para células
BAX positivas no osso alveolar aos 15 dias. Regido
de furca do primeiro molar inferior de ratos
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portadores de PE e que ndo foram submetidos a
quimioterapia (B, E, H) e ratos portadores de PE e
que foram submetidos a quimioterapia com 5-FU (C,
F, 1) ou CIS (D, G, J). Setas azuis: células PCNA
positivas, setas pretas: células HIF-1a positivas (E-
G), células BAX positivas (H-J). Abreviatura: oa
0sso alveolar. Contra-coloragéo: Fast green (B-D),
hematoxilina de Harris (E-J). Ampliacao original: B-
D 400x; E-J 1000x. Barras de escala: B-D, 40 um; E-
J, 20 um.
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Figura 1l

Figura 2

A: Grafico mostrando média e desvio padrdo da
POA (vestibular e lingual) do primeiro molar inferior
em cada grupo e periodo. Abreviacdes: * Diferenca
estatisticamente significante no mesmo grupo com 7
dias. o Diferenca estatisticamente significante com
0s grupos SPE-SS, SPE-CIS e SPE-5FU nos mesmos
periodos. Q Diferenca estatisticamente significante
com PE-SS nos mesmos periodos. { Diferenca
estatisticamente significante com PE-CIS nos
mesmos periodos. (Teste ANOVA, teste de Tukey)
(p < 0,05). B-G: Imagens representativas do 0sso
alveolar vestibular (B-D) e lingual (E-G) dos animais
ndo portadores de PE que ndo foram submetidos a
quimioterapia (B/E) e submetidos a quimioterapia
com 5-FU (C/F) ou CIS (D/G) aos 30 dias. H-M:
Imagens representativas do osso alveolar vestibular
(H-J) e lingual (K-M) dos animais portadores de PE
que ndo foram submetidos a quimioterapia (H/K) e
submetidos a quimioterapia com 5-FU (I/L) ou CIS
(J/M). Setas pretas indicando a perda 6ssea alveolar.

Gréafico mostrando média dos Leucdcitos Totais em
cada grupo no decorrer dos periodos. Abreviagdes: *
Diferenca  estatisticamente  significante  com
Baseline. (Teste ANOVA, teste de Tukey) (p <
0,05).
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Figura 3

Figura 4

Figura 5

Figura 6

Grafico mostrando média e desvio padrédo dos niveis
de ALT de acordo com cada grupo e periodo.
Abreviacbes: *  Diferenca  estatisticamente
significante no mesmo grupo com Baseline. =«
Diferenca estatisticamente significante no mesmo
grupo com 7 dias. ® Diferenga estatisticamente
significante com os grupos SPE-SS nos mesmos
periodos. Q Diferenga estatisticamente significante
com PE-5FU nos mesmos periodos. (teste ANOVA,
teste de Tukey) (p < 0,05).

Grafico mostrando média e desvio padrdo dos niveis
de AST de acordo com cada grupo e periodo.
Abreviagdes: *  Diferenca  estatisticamente
significante no mesmo grupo com Baseline. =«
Diferenca estatisticamente significante no mesmo
grupo com 7 dias. ® Diferenca estatisticamente
significante com os grupos SPE-SS nos mesmos
periodos. Q Diferenca estatisticamente significante
com PE-5FU nos mesmos periodos. 1 Diferenca
estatisticamente significante com PE-CIS nos
mesmos periodos. (teste ANOVA, teste de Tukey) (p
<0,05).

Gréafico mostrando média e desvio padrdo dos niveis
de AST de acordo com cada grupo e periodo.
Abreviagdes: *  Diferenca  estatisticamente
significante no mesmo grupo com Baseline. =
Diferenca estatisticamente significante no mesmo
grupo com 7 dias. ® Diferenca estatisticamente
significante com o0s grupos SPE-SS nos mesmos
periodos. Q Diferenga estatisticamente significante
com PE-5FU nos mesmos periodos. 1 Diferenca
estatisticamente significante com PE-CIS nos
mesmos periodos. (teste ANOVA, teste de Tukey) (p
<0,05).

Gréafico mostrando média e desvio padrdo dos niveis
de Ureia de acordo com cada grupo e periodo.
Abreviagdes:  *  Diferenga  estatisticamente
significante no mesmo grupo com Baseline. ¥
Diferenca estatisticamente significante com PE-CIS
nos mesmos periodos. (teste ANOVA, teste de
Tukey) (p <0,05).
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AF - area total da furca

ALT — Alamina Amina Transferase

ANOVA — Andlise de Variancia

AO - area ocupada por tecido 6sseo

aPDT — Terapia Fotodinamica antimicrobiana

ARRIVE — “Animal Research: Reporting in Vivo Experiments”

AST — Aspartato Amina Transferase

BAX — “Bcl-2 associated protein X

Bcl-2 — “B cell lymphoma protein 2”

CAPES - Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior
CEEA — Comisséo de Etica em Experimentacio de Animais

CEUA — Comisséo de Etica no Uso de Animais

CIS — Cisplatina

CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal
DNA - Acido desoxiribonucleico

DP - Doenca Periodontal
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EDTA - Acido Etilenodiaminotetracético

FAPESP — Fundacdo de Amparo a pesquisa

FAUMP - monofosfato de fluorodesoxiuridina

g-— Grama

GGT — Gama Glutamil Transferase

H&E - Expressa a técnica de coloragdo das laminas. Hematoxilina e Eosina
HIF-1a — “Hypoxia-inducible factor 1-alpha”

IL — Interleucina

INCA — Instituto Nacional de Cancer

LLLT — “Low-Level Laser Therapy”

LT — Leucdcitos Totais

mg — Miligramas

mg/Kg - Miligramas por quilogarmas

mL - Mililitros, equivalente & milésima parte do litro

mm? — Milimetros quadrado

MMPs — Metaloproteinases da matriz

NHANES — “National Health and Nutrition Examination Survey”

OMS — Organizacao mundial de salde.



OPG — Osteoprotegerina.

PASO — Porcentagem de area sem 0sso.

PCNA — “Proliferating cell nuclear antigen”
PCR — proteine C reativa

PE — Periodontite experimental.

POA — perda 6ssea alveolar.

POF - Porcentagem de Osso na regido de Furca
RANK — Receptor ativador de NF- Kappa B
RANKL - Receptor ativador de NF-Kappa B ligante
RAR - Raspagem e Alisamento Radicular
RNA - Acido ribonucleico mensageiro

ROI - regido tridimensional de interesse

SPE — Sem Periodontite Experimental

SS — Solugdo Salina.

TGF — Taxa de Filtracdo Glomerular

TLBI — Terapia com laser de baixa intensidade
TNFo — Fator de Necrose Tumoral Alfa

TRAP - Fosfatase Acida Tartarato Resistente
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VEGF — “vascular endothelial growth factor”

VTO — porcentagem de volume de tecido 6sseo.

um — Micrometros
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Introducéo Geral

Introducéo Geral

Proporcionar qualidade de vida aos pacientes submetidos ao tratamento
oncologico € uma busca constante, principalmente ap6s o aumento da expectativa de
vida obtida pelas novas terapias de combate ao cancer. Por outro lado, a OMS estima
que o aparecimento anual de novos casos de cancer ird aumentar dos 14 milhdes
registrados em 2012 para 22 milhdes dentro das proximas duas décadas (WHO 2014). O
tratamento convencional para o cancer é baseado, atualmente, em trés importantes
modalidades: cirurgia, radioterapia e quimioterapia citotoxica. A retirada cirargica de
um tumor primario é um tratamento necessario e efetivo para um grande nimero de
tipos de cancer (SHURIN, 2009). Ja a terapia com quimioterapia citotoxica se baseia na
administracdo de uma dose maxima toleravel das drogas escolhidas, com o objetivo de
promover a erradicacdo do maior nimero de células tumorais. O principal efeito
adverso da quimmioterapia esta relacionado com a toxicidade aguda e acumulada para
os tecidos normais, incluindo as células do sistema imune. Assim, a quimioterapia
convencional estd comumente associada com uma variedade de efeitos colaterais,
inclusive mielossupresséo e diminuicdo da viabilidade e nimero de células (SALTZ &

KEMENY, 1996; HALF & ARBER, 2009).

Dentre os diversos quimioterapicos empregados no tratamento de cancer, o 5-
Fluorouracil (5-FU) e a Cisplatina (CIS) sdo drogas amplamente utilizadas durante a
quimioterapia (TAYLOR et al., 1994; LORCH et al., 2011; VERMORKEN et al.,
2014), sendo que a CIS também pode ser utilizada durante a radioterapia em razdo do
seu potencial radiossensibilizador (DEWIT, 1987). A CIS € um composto com ampla
atividade antineoplésica, sendo utilizada no tratamento de varios tipos de canceres,

dentre os quais os de testiculo, pulmao, ovario, esdfago, cabeca e pescoco, mama e o0
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carcinoma de bexiga (WANG & LIPPARD, 2005; PANG et al., 2007; ZHANG et al.,
2009). A molécula de cisplatina possui um atomo central de platina rodeado por dois
atomos de cloro e dois grupos amdnia e torna-se ativa pela reacdo de moléculas de dgua
com os ions cloreto, reagindo, assim, com biomoléculas como DNA, RNA, proteinas e
membranas fosfolipidicas (WANG & LIPPARD, 2005; CHO et al., 2008). Sabe-se que
a atividade antitumoral da cisplatina é resultado da sua interacdo com o DNA. Esta
molécula ao entrar na célula, sofre reacdes que deixam a platina disponivel para se ligar
a bases do DNA e formar vérios tipos de aductos que podem dar origem a ligacdes
cruzadas intra e intercadeia (WOZNIAK et al., 2004; WANG & LIPPARD, 2005;
RABIK & DOLAN, 2007). As alteraces mais frequentemente observadas no DNA sdo
0s aductos entre guaninas adjacentes, que representam cerca de 65% de todas as lesdes;
25% sdo representadas por aductos entre guanina e adenina e o restante é formado por
ligagbes cruzadas intercadeias (KARTALOU & ESSIGMANN, 2001; RABIK &
DOLAN, 2007, KOBERLE et al., 2010). Os aductos cisplatina-DNA podem inibir
processos celulares fundamentais que incluem replicagéo, transcricdo, traducgéo e reparo

de DNA (WOZNIAK et al., 2004; CHO et al., 2008).

Com relacdo ao 5-FU, este é um antimetabdlito do tipo analogo da pirimidina,
com amplo espectro de acdo contra tumores sélidos de cabeca e pescoco, trato
gastrointestinal, ovario, figado, cérebro e mama (ARIAS, 2008). Apds sua entrada na
célula, o 5-FU interfere com o metabolismo dos nucleosideos e é incorporado a todas as
classes de RNA por meio da RNA-polimerase. Adicionalmente, o fluorouracil forma o
monofosfato de fluorodesoxiuridina (FdAUMP), que incorporado a timidilato sintase leva
a inibicdo desta enzima impedindo a sintese de timidilato, que é um precursor

necessario do DNA. A ac¢do do 5-FU sobre o DNA e o RNA promove a toxidade e
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morte celular (NOORDHUIS et al, 2004; ARIAS, 2008, WISNIEWSKA-

JAROSINSKA et al.; 2011).

Os quimioterapicos antineoplasicos atuam no metabolismo das células que
possuem rapido crescimento e proliferacdo, como as células cancerigenas, induzindo
sua apoptose (GUCHELAAR et al., 1998; ARIAS, 2008). A falta de especificidade na
sua biodistribuicdo sistémica faz com que estas drogas atinjam tanto as células alvo
como as células saudaveis que possuem alto indice mitotico (ARIAS, 2008). Desta
forma, a cavidade oral é alvo frequente dos efeitos tdxicos dos agentes antineoplasicos
por apresentar tecidos com rapida divisdo celular, comparavel aos tumores malignos.
(GUGGENHEIMER et al., 1997; MCGUIRE, 2002; NAIDU et al.,, 2004). No
periodonto, o epitélio juncional é responsavel pela adesdo dentogengival e tem um papel
fundamental na defesa dos tecidos periodontais (TSUKAMOTO et al., 2012). Por ser
um tecido com répida proliferacdo ele pode ter sua renovacdo comprometida pela acdo
dos quimioterapicos, o que pode favorecer a penetracdo e contaminacdo dos tecidos
mais profundos, incluindo os que comp&em o periodonto de insercdo. Por outro lado, o
5-FU pode bloquear a proliferacdo de osteoblastos e induzir sua apoptose em placas de
crescimento 6sseo (XIAN et al., 2006). Além desta acdo, o 5-FU pode afetar o sistema
RANK-RANKL-OPG, um dos sistemas reguladores do metabolismo 6sseo, resultando
no aumento das células clasticas TRAP-positivas (RAGHU NADHANAN et al., 2012,
GARCIA et al., 2015). Com relacdo a CIS, esta promove um efeito negativo sobre a
resposta tecidual frente a inflamacdo em defeitos 6sseos (STINE et al., 2014). Desta

forma, estas alteragdes podem favorecer o desenvolvimento da doenga periodontal (DP).

A DP é uma doenga imuno-inflamatéria em que o desafio microbiano induz a

resposta inflamatoria do hospedeiro, que em individuos susceptiveis resultard na
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destruicdo dos tecidos periodontais (CEKICI et al., 2014; SANZ et al.,, 2017). A
patogénese da doenca periodontal pode ser influenciada tanto por fatores etioldgicos
locais como sistémicos, sendo que drogas que interagem com a resposta imune do
hospedeiro podem alterar sua progressdo (NASSAR et al., 2009; FERNANDES et al.,
2009; ALANI & SAYMOUR, 2014). Estudos clinicos demonstraram que a
quimioterapia provocou aumento do indice gengival (JENSEN et al., 2008; DJURIC et
al., 2010), alteragdes na resposta inflamatéria gengival, aumento na profundidade de
sondagem (MAZZEO et al., 2009; DJURIC et al., 2010) e aumento dos indices de placa
e sangramento (DJURIC et al., 2010). Ogawa et al., 2012 constataram que a
periodontite ocorreu com maior frequéncia em pacientes que receberam tratamento
quimioterapico. Além disso, estudos concluiram que o tratamento periodontal ndo
cirrgico em pacientes submetidos a quimioterapia para tratamento de cancer é capaz de
promover melhoras na condicdo periodontal (VOZZA et al., 2015; VARGAS-
VILLAFUERTE et al., 2016), porém com resultados menos favoraveis comparados aos

pacientes com periodontite sem cancer (VARGAS-VILLAFUERTE et al., 2016).

Contudo para entender os mecanismos pelo qual os quimioterapicos
influenciam na patogénese da PE, sdo necessarios estudos experimentais. Dentre 0s
poucos estudos experimentais realizados, Garcia e colaboradores (2015) e Theodoro e
colaboradores (2016) avaliaram que o tratamento sisttmico com quimioterapico 5-FU
em animais portadores de PE resultou em maior destruicdo do osso alveolar na regido
de furca, maior infiltrado inflamat6rio e maior padrdo de imunomarcacdo para RANKL
(GARCIA et al. 2015; THEODORO et al. 2016), demonstrando que o 5-FU é capaz de
agravar o desenvolvimento da PE. Além disso, foi demonstrado que o tratamento
mecanico convencional de raspagem e alisamento radicular (RAR) ndo foi capaz de

estabelecer adequado processo de reparo no periodonto comparado aos animais que nao
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receberam aplicacdo sistémica de 5-FU (GARCIA et al. 2015), porém o uso de terapia
coadjuvante @ RAR como multiplas sessGes Terapia com Laser de Baixa Intensidade
(TLBI) obteve uma melhor resposta ao tratamento da PE em ratos submetidos ao
tratamento com 5-FU (THEODORO et al. 2016, THEODORO et al., 2017). Entretanto,
além de maiores esclarecimentos com relacdo a influéncia do 5-FU na patogénese da
DP, que ird colaborar com a fundamentacdo das terapias coadjuvantes adequadas as
condicBes estabelecidas pelo quimioterapico, também existe a necessidade da avalia¢éo
da influéncia de outras drogas quimioterapicas sobre a patogénese da DP, dentre as
quais a CIS que é amplamente utilizado no tratamento de canceres. Desta forma, é de
suma importancia o entendimento da influéncia dos quimioterapicos sobre a patogénese
da DP para que se possa entender seu potencial modificador na etiologia do

desenvolvimento da DP.

E importante ressaltar que a frequéncia e a severidade das condigbes debilitante
do paciente frente a quimioterapia dependem de diversos fatores associados ao paciente
e a terapia antineoplasica. EXxistem variaveis importantes que aumentam a
susceptibilidade do paciente, dentre elas temos a droga utilizada, dose e regime
quimioterapico e intensidade da imunossupressdao (EPSTEIN & SCHUBERT, 1999;
KNOX et al., 2000; DUNCAN & GRANT, 2003; BROWN et al., 2009). Além disso, as
drogas quimioterapicas levam alteracdes significativas em diferentes érgdo, podendo se
destacar as alteracGes em figado e rim. O 5-FU é metabolizado no figado e inativado
pela enzima dihidropirimidina desidrogenase que em algumas condi¢des pode resultar
em toxicidade hepatica (LUNENBURG et al., 2016). Além disso, apds ser metabolizado
no figado o 5-FU é clivado em a-fluoro-b-alanina, aménia, ureia e diéxido de carbono,
levando a nefrotoxicidade (RASHID et al.). Do mesmo modo a CIS é reconhecidamente

capaz de causar nefrotoxicidade (KARASAWA & STEYGER, 2015), principalmente
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em razdo do rim absorver a cisplatina em concentrag0es mais elevadas em comparagéo
com outros tecidos (PABLA et al., 2009; FILIPSKI et al. 2009). Por outro lado, a DP
pode exercer efeitos sobre o figado por meio das bactérias patogénicas, mediadores pro-
inflamatorios e estresse oxidativo (HAN et al., 2016), e sobre a funcdo renal pelo
aumento da carga inflamatoria sistémica, ocasionando altera¢fes na albumina sérica e
niveis de proteina C-reativa (DA COSTA et al., 2015; YOSHIHARA et al., 2017).
Deste modo, a DP em conjunto com os efeitos deletérios dos quimioterapicos sobre
esses 6rgdos podem comprometer ainda mais as condi¢des hepéticas e renais e aumentar

a debilidade do paciente.

Diante da grande preocupacdo em elucidar detalhadamente a associacdo da
influéncia dos quimioterapicos com a DP, o objetivo do presente estudo foi avaliar os
efeitos dos quimioterapicos nos tecidos periodontais normais e sobre a evolucdo da PE e
o efeito sinérgico dos quimioterdpicos e PE sobre as funcGes hepéticas e renais.
Portanto, no capitulo 1 foi proposto avaliar a influéncia dos quimioterapicos 5-FU e CIS
nos tecidos periodontais normais e sobre a evolucdo da doenca periodontal em animais
portadores de periodontite experimental (PE) do ponto de vista histomorfomeétrico,
imageoldgico pela andlise de microtomografia computadorizada (uCT),
imunoistoquimico para deteccdo de TRAP, um biomarcador de osteoclastos, RANKL,
um regulador positivo da reabsorcdo 6ssea; OPG, um regulador negativo da reabsorcao
0ssea; TNFo e IL-1P, marcadores pro-inflamatdrios; PCNA, um marcador de
proliferacdo celular; HIF-1a regulado pela hipoxia tecidual; e BAX, o produto proteico
de um oncogene pré-apoptoético. No capitulo 2 foi proposto o efeito sinérgico da PE
associada aos quimioterapicos 5-FU ou CIS sobre as func¢Bes hepéticas e renais. Deste

modo, as alteracbes no figado foram avaliadas pelos niveis séricos das enzimas
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Aspartato Aminotransferase (ALT) e da Alanina Aminotransferase (AST) e as fungdes

renais foram avaliadas pelos niveis séricos de Creatinina e Uréia.
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Cupuule 1

Estudo comparativo da influéncia da quimioterapia com 5-fluorouracil e cisplatina

na progressao da periodontite experimental.

Comparative study of the influence of 5-fluorouracil and cisplatin chemotherapy on the

progression of experimental periodontitis.
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Resumo

Objetivo: Este estudo avaliou comparativamente a influéncia da terapia sisttmica com
os quimioterapicos 5-fluotouracil (5-FU) e Cisplanina (CIS) nos tecidos periodontais
saudaveis e sobre a evolucao da periodontite experimental (PE). Materiais e Métodos:
foram utilizado 90 ratos machos distribuidos em 6 grupos. Grupo SPE-SS (n = 15):
animais que receberam injecdes de 0,5 ml de solugéo salina 0.9% (SS) sem inducdo da
PE (grupo Sham). Grupo PE-SS (n = 15): animais que receberam injecdes s de 0,5 ml de
SS e inducdo da PE apds a primeira injecdo. Grupo SPE-5FU (n = 15): animais que
receberam injecdes de 5-Fluorouracil (5-FU) sem inducdo da PE. Grupo PE-5FU (n =
15): animais que receberam injecdes de 5-FU e inducdo da PE ap0s a primeira injecéo.
Grupo SPE-CIS (n = 15): animais que receberam injecGes Cisplatinas (CIS) sem
inducdo da PE. Grupo PE-CIS (n = 15): animais que receberam injecGes de CIS e
inducdo da PE ap0s a primeira injecdo. Decorridos 07, 15 e 30 dias apds a primeira
injecdo intraperitoneal (SS ou quimioterapicos) os animais foram eutanasiados. Foram
coletadas as mandibulas contendo os primeiros molares inferiores e processadas de
acordo com as analises propostas. Para a analise de microtomografia computadorizada
(u-CT) avaliou-se a porcentagem do volume de tecido 6sseo (PVTO) na regido de furca.
As hemimandibulas contralaterais foram utilizadas para analises histométrica da
Porcentagem de Area de Sem Osso (PASO), histolgica e imunoistoquimicas na regiao
de furca para os biomarcadores TRAP, RANKL, OPG, TNF-a, IL-1B, PCNA, BAX, e
HIF-1a. Os dados obtidos foram submetidos a andlise estatistica (p<0,05). Resultado:
observou se que grupos PE-5FU e PE-CIS apresentaram maior perda 0ssea, maior
intensidade e extensdo da resposta inflamatdria e menor processo de reparo frente a PE.

Conclusdo: 5-FU ou CIS, exacerbaram a severidade da periodontite, sendo que 0s
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danos periodontais causadas pelo 5-FU foram comparativamente mais severos e
extensos do que os causados pela CIS. Adicionalmente 5-FU ou CIS, ndo foram capazes

de causar danos estrutural no periodonto saudavel.

Palavras chaves: Quimioterapicos; doenca periodontal; perda dssea alveolar.
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ABSTRACT

Aim: This study evaluated comparatively the influence of systemic therapy with the
chemotherapeutic 5-fluorouracil (5-FU) and Cisplanin (CIS) in healthy periodontal
tissues and in the evolution of experimental periodontitis (EP). Materials and
Methods: 90 male rats were distributed in 6 groups. Group SPE-SS (n = 30): animals
that received injections of 0.5 ml of 0.9% saline solution (SS) without EP induction
(Sham group). Group PE-SS (n = 15): animals that received injections s of 0.5 ml of SS
and induction of PE after the first injection. Group SPE-5FU (n = 15): animals receiving
injections of 5-Fluorouracil (5-FU) without induction of PE. Group PE-5FU (n = 15):
animals receiving injections of 5-FU and induction of PE after the first injection. SPE-
CIS group (n = 15): animals that received Cisplatin injections (CIS) without PE
induction. PE-CIS group (n = 15): animals that received CIS injections and PE
induction after the first injection. After 07, 15 and 30 days after the first intraperitoneal
injection (SS or chemotherapeutic drugs) the animals were euthanized. The mandibles
containing the mandibular first molars were collected and processed according to the
proposed analyzes. For the analysis of computerized microtomography (uUCT), the
percentage of bone tissue volume (PBTV) in the furcation region was evaluated. The
contralateral hemimandibula were used for histological analyzes of the percentage of
bone-free area (PBFA), histological and immunohistochemistry in the furcation region
for the biomarkers TRAP, RANKL, OPG, TNF-a, IL-13, PCNA, BAX, and HIF- la.
Data were submitted to statistical analysis (p <0.05). Results: PE-5FU and PE-SS
groups showed greater bone loss, greater intensity and extension of the inflammatory
response and less repair process compared to PE. Conclusion: 5-FU or CIS exacerbated

the severity of periodontitis, and periodontal damage caused by 5-FU was
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comparatively more severe and faster than those caused by CIS. Additionally 5-FU or

CIS were not able to cause structural damage to the healthy periodontium.

Keywords: Chemotherapy, periodontal disease, alveolar bone loss.
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1. Introducéo

A periodontite € uma doenca imuno-inflamatoria onde os desafio microbiano
induzem a resposta inflamatdria do hospedeiro, que em individuos susceptiveis resulta
na destruicdo dos tecidos periodontais.> A patogénese da doenca periodontal pode ser
modificada tanto por fatores etioldgicos locais como sistémicos, sendo que drogas que
interagem com a resposta imune do hospedeiro podem alterar sua progressdo.®* Nesse
sentido, quimioterapicos utilizados para o tratamento de canceres tem despertado
interesse cientifico devido ao seu provavel potencial de alterar a patogénese da
periodontite. A maioria dos quimioterapicos possuem caracteristicas citotdxicas ou
citostaticas, com a finalidade de promover a morte celular ou evitar o rapido
crescimento e proliferacio de células cancerigenas.>® Porém a falta de especificidade na
sua biodistribuicdo sistémica faz com que estas drogas atinjam tanto as células alvo
como as células saudaveis que possuem alto indice mitdtico® como as células da
cavidade oral, ocasionando importantes altera¢fes sistémicas como mucosite, infeccdes

bucais, xerostomia e disgeusia.’

Adicionalmente a essas alteracfes, estudos clinicos tém demonstrado que a
quimioterapia provocou aumento do indice gengival,®® alteragbes na resposta
inflamatéria gengival, aumento na profundidade de sondagem®*° e aumento dos indices
de placa e sangramento.® Ogawa et al., 2012 constataram que a periodontite ocorreu
com maior frequéncia em pacientes que receberam tratamento quimioterapico. Além
disso, outros estudos concluiram que o tratamento periodontal ndo cirdrgico em

pacientes submetidos a quimioterapia para tratamento de cancer € capaz de promover
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melhoras na condi¢do periodontal,***® porém com resultados menos favoraveis

comparados aos pacientes com periodontite sem cancer.™®

Contudo é de suma importancia entender o0 modo pelo qual os quimioterapicos
atuam como fatores modificadores na etiologia e patogénese da periodontite, sendo que
para entender tais mecanismos sdo necessarios estudos experimentais que avaliem a
intimidade dos tecidos periodontais sob a influéncia dessas drogas. Dentre os diversos
quimioterapicos empregados no tratamento de cancer, o 5-Fluorouracil (5-FU) e a
Cisplatina (CIS) sdo drogas muito utilizadas devido a sua ampla atividade
antineoplasica.'**® O 5-FU interfere na sintese do DNA inibindo a timidilato sintase e
pela incorporacdo de seus metabolitos no RNA e DNA.®* A CIS atua induzindo a
clivagem internucleossomal da cromatina, consistente com a apoptose celular.!” Dentre
0s poucos estudos experimentais'®%2 que avaliaram a influéncia do 5-FU em animais
portadores de periodontite experimental (PE) foi observado que os animais que
receberam aplicacdo sisttémica de 5-FU apresentaram uma maior destruicdo do 0sso
alveolar na regido de furca, maior infiltrado inflamatério e maior padrdo de
imunomarcacdo para RANKL'° um importante mediador osteoclastogénico e
atividade dos osteoclastos, demonstrando que o 5-FU foi capaz de agravar o
desenvolvimento da PE. Além disso, foi observado que a influéncia do 5-FU interferiu
negativamente no processo de reparo ap6s tratamento mecanico convencional de
raspagem e alisamento radicular (RAR)*, porém ao utilizar-se aPDT e Terapia com
Laser de Baixa Intensidade (TLBI) coadjuvante a RAR observou-se uma melhora da PE
nos animais submetidos ao tratamento com 5-FU.!° Entretanto, além de maiores
esclarecimentos com relacéo a influéncia do 5-FU na patogénese da periodontite, existe

a necessidade da avaliagdo e comparacdo da influéncia da CIS, outra droga
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quimioterapica rotineiramente utilizadas e que dentro do nosso conhecimento néo

apresentam relatos na literatura.

Diante da grande preocupacdo em elucidar detalhadamente a influéncia dos
quimioterapicos como fator modificador na progressédo da periodontite e colaborar com
a fundamentacdo das terapias coadjuvantes adequadas as condicOes estabelecidas pelos
quimioterapicos, o objetivo do presente estudo foi avaliar comparativamente os efeitos
da aplicacdo sistémica dos quimioterapicos 5-FU e CIS nos tecidos periodontais
saudaveis e sobre a evolucdo da PE. Essa avaliacao foi realizada por meio de andlises de
UCT do volume de tecido dsseo, histometria da area sem 0sso, histologia dos tecidos
periodontais e imunoistoquimica para os marcadores do metabolismo 6sseo RANKL,
um regulador positivo da reabsor¢édo éssea, OPG, um regulador negativo da reabsorcédo
0ssea e TRAP, um biomarcador de osteoclastos, os marcadores pro-inflamatérios I1L-13
e TNFa, além de marcadores da reparacdo tecidual tecidual PCNA, um marcador de
proliferacdo celular, e HIF-1a, um marcador de hipoxia tecidual que leva a inducdo de
angiogénese e também esta relacionado com o rapido recrutamento de osteoclastos e do

marcador de apoptose BAX, o produto proteico de um oncogene pré-apoptético.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Animais

Foram utilizados no presente estudo 90 ratos machos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), pesando aproximadamente 250 a 300 g. Os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas com racdo e agua ad libitum. Antes dos procedimentos cirdrgicos,
todos os animais foram mantidos em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C), por
um periodo de 5 dias. Todos os protocolos descritos foram aprovados pela Comissao de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de
Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
(protocolo n° 2014/00543) (Anexo A). A pesquisa foi realizada seguindo as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e segundo o
guia The ARRIVE Guidelines: Animal Research: Reporting In Vivo Experiments

(NC3Rs Reporting Guidelines Working Group, 2010.).

2.2 Protocolo experimental
2.2.1 - Aplicacdo das Drogas Quimioterapicas — (CIS e 5FU)

A administracdo de Solucdo Salina a 0,9%!, 5-Fluorouracil® ou Cisplatina®
ocorreu pela via intraperitonial obedecendo um intervalo de 48 horas entre elas. A
primeira dose de 5-FU foi de 60 mg/kg e a segunda de 40 mg/kg de peso corporal.®
Para a Cisplatina a primeira dose foi de 5 mg/kg!’ e a segunda dose de 2,5 mg/kg de
peso corporal. A dose de 5-FU e CIS consistiu em uma adaptacdo do protocolo
empregado para terapia oncolégica em humanos, a qual considera a superficie corpérea

para determinacéo da dose, determinando dessa maneira a dose para o rato.?%?223

T Equiplex Industria Farmacéutica, Aparecida de Goiania, GO, Brasil
! Fluorouracila, 250 mg/10 ml, Eurofarma Laboratérios, Séo Paulo, SP, Brasil
§ Fauldcispla, 10 mg/10 ml, Libbs Farmacéutica, Sdo Paulo, SP, Brasil
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2.2.2 - Protocolo da periodontite experimental

Para todos os procedimentos cirdrgicos os animais foram anestesiados por
injecdo intramuscular de 70 mg/kg de peso corporal de cloridrato de cetamina™
associado a 6 mg/kg de peso corporal de cloridrato de xilazina',
Nos primeiros molares inferiores esquerdos foi executada a instalacdo de um fio de
algoddo niimero 24** mantido em posicdo sub gengival por meio de nds cirdrgicos para

promover a indugdo da PE.24?

2.2.3 - Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 6 grupos que consistiram em:
Grupo SPE-SS (n = 15): animais que receberam injecOes de 0,5 mL de solucdo salina
0.9% (SS) sem inducdo da PE (grupo Sham). Grupo PE-SS (n = 15): animais que
receberam injecdes de 0,5 mL de SS e inducdo da PE apds a primeira injecdo. Grupo
SPE-5FU (n = 15): animais que receberam injecdes de 5-Fluorouracil (5-FU) sem
inducdo da PE. Grupo PE-5FU (n = 15): animais que receberam injecdes de 5-FU e
inducdo da PE apds a primeira injecdo. Grupo SPE-CIS (n = 15): animais que
receberam injecdes Cisplatinas (CIS) sem inducdo da PE. Grupo PE-CIS (n = 15):

animais que receberam injecdes de CIS e inducdo da PE apds a primeira injecao.

2.2.4. Periodos experimentais e obtencédo das amostras
O poder do estudo foi calculado em 80%. Os animais foram eutanasiados pela
administracdo de uma dose letal de Tiopental®® na dose de 150 mg/kg de peso corporal

aos 7, 15 e 30 dias apos aplicacdo da primeira dose de SS ou quimioterapicos (Anexo

™ Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil

T Syntec, Santana de Parnaiba, SP, Brasil

# Corrente Algodédo n°24, Coats Corrente, Sdo Paulo, SP, Brasil
8 Cristalia, Ltda., Itapira, SP, Brasil



62
B). A mandibula de cada animal foi removida, separada em duas parte no plano
mediano e fixada em formaldeido tamponado a 4%, por um periodo de 48 horas.

2.3. Processamento Laboratorial

2.3.1. Micro tomografia computadorizada (LCT) da fracao do volume désseo

Apo6s fixacdo as mandibulas direita ou esquerda selecionadas de forma
randémica foram lavadas em &gua corrente e acondicionados em &lcool a 70%. As
amostras destinadas ao PCT foram escaneados por varredura de feixe de raio-x em um
sistema de radiografia tridimensional utilizando a microtomografia digital
computadorizada. As pecas foram escaneadas pelo microtomografo SkyScan™ com

cortes de 18um (50Kv e 500p).

2.3.2. Processamento Histoldgico

Apo6s fixacdo, as hemimandibulas contralaterais as selecionadas para pCT
foram lavadas em &gua corrente e descalcificadas em solucdo de EDTA a 10%, com
trocas semanais por um periodo médio de 8 semanas. Apds processamento
convencional e inclusdo das amostras em parafina, cortes semi seriados (4 um) foram
obtidos no sentido mésio-distal. Apo6s exclusdo do primeiro e do Ultimo corte
histologico, nos quais a regido de furca foi evidente, dois cortes equidistantes de cada
espécime foram corados com hematoxilina e eosina para analise histolégica e
histométrica. Outros oito cortes foram submetidos ao processamento imunoistoquimico
pela técnica de imunoperoxidase indireta de acordo com o protocolo descrito por Garcia
et al.?® Esta selecdo foi realizada por um examinador experiente (JMA), treinado e cego
aos tratamentos efetuados. Outros examinadores calibrados e cegos aos tratamentos

efetuados realizaram as andlises histologica (EE), histométrica (VCNN) e

"™ SkyScan 1176 Bruker MicroCT, Aatselaar, Bélgica, 2003
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imunoistoquimica para TRAPT™T, PCNA*¥! (VCNN), RANKLSS, OPG™", TNFo T,

*hkkk

IL-1pHH, BAXSSS HIF-10™"" (EE).

2.4. Anélise dos Resultados

2.4.4. Analise da uCT

As imagens geradas pelo escaneamento foram sequencialmente reconstruidas,
reorientadas espacialmente e analisadas usando um software especifico™ ™ para
quantificar a porcentagem do volume de tecido 6sseo (PVTO) na regido da furca.?’ Em
cada imagem, uma regido especifica tridimensional de interesse (ROI) foi padronizada
de acordo com os seguintes critérios: Limite apical: apice das raizes mesial e distal do
primeiro molar; Limite coronal: topo da furca do primeiro molar; Limite posterior: face
mesial da raiz distal do primeiro molar; Limite anterior: face distal da raiz mesial do
primeiro molar; Limite vestibular: inicio da raiz da vestibular; Limite lingual: inicio da
raiz lingual. A andlise da PVTO foi calculada para a deteccdo de tecido mineralizado

dentro da ROI. (Anexo C)

2.4.3. Analise histométrica
Para a determinacdo da Porcentagem de Area Sem Osso (PASO) na furca foi
utilizada a metodologia adaptada de Garcia et al.*® para essa andlise, utilizando um

sistema de andlise de imagem** Foi mensurada a area total da furca (AF) e em

T SC 30833, Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA, EUA

1 VP-P980, Vector Laboratories, Burlingame, CA, EUA

888 SC 7628, Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA, EUA

™ SC 7628, Santa Cruz Biotecnology, Santa Cruz, CA, EUA

1t SC-1348, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

11 5C-7884, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

8558 5C-526, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

™ usc-53546, Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA

11T NRecon/DataViewer/CTAN;Skyscan

HIH Axiovision 4.8.2, Carl Zeiss Microlmaging GmbH, 07740 Jena, Germany
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seguida a area ocupada por 0sso (AO), ambas em mm?. Posteriormente foi calculada a
PASO. A AF foi demarcada apicalmente por uma linha reta tracada a partir do apice da
raiz mesial em direcdo ao apice da raiz distal. A partir desta linha seguiu-se todo o
contorno da superficie externa do cemento situado entre as raizes. A AO teve 0 mesmo
limite apical da AF e partir deste seguiu-se todo o contorno da superficie externa do
tecido 6sseo entre as raizes. Foi calculado a porcentagem e osso na furca (POF)
multiplicando-se AO por 100 e dividindo-se por AF (POF = (AO x 100) / AF) (Anexo
D). Em seguida a PASO foi calculada subtraindo a porcentagem de osso na furca (POF)
de 100. A PASO de cada espécime foi mensurada trés vezes pelo mesmo examinador,

calibrado e cego aos grupos experimentais em dias diferentes (VCNN).

2.4.1. Analise histologica

Um histologista certificado (EE) avaliou os seguintes pardmetros histologicos:
1) intensidade da resposta inflamatéria; 2) extensdo do processo inflamatério; 3)
reabsorcao radicular externa em cemento e dentina; 4) reabsorcdo 0ssea alveolar; 5)
padrdo de estruturagdo do tecido conjuntivo na regido de furca; e 6) padrédo de

estruturacdo do tecido 6sseo na regido de furca.

2.4.2. Analise imunoistoquimica

As secc¢des histoldgicas foram analisadas sob iluminacdo de campo claro em
microscopio dptico (Optiphot-2, Nikon, Japdo). A imunomarcacéo foi definida como
aquela de coloracdo acastanhada presente predominantemente no compartimento
citosoélico das celulas e em menor escala a matriz extracelular (TRAP, RANKL, OPG,
TNFa, IL-1B, BAX ¢ HIF-1a) ou nucleo (PCNA). A imunomarcagdo para RANKL,
OPG, TNFa, IL-1B, BAX e HIF-1a foram analisadas na AF com um aumento de 400x

para uma analise descritiva. A imunomarcacdo para TRAP e PCNA foi avaliada pela



65

contagem de células TRAP-positiva e PCNA-positivas localizadas no centro do septo
interradicular do primeiro molar inferior esquerdo de uma area de 1000pum x 1000um,
com um aumento de 200x.2628 O limite coronario desta area foi a crista 6ssea alveolar, a
partir da qual se estendia apicalmente por uma distancia de 1000um. Foi efetuada uma
andlise quantitativa das células multinucleadas TRAP-positivas e PCNA-positivas.

(Anexo D)

2.4.5. Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados coletados foi realizada pelo programa Bioestat
5.0%%3%5 para a calibracio da mensuracdo da PASO e PVTO foram realizadas trés
mensuracdes as quais foram submetidas ao Teste Kappa e ndo demosntrou diferencga
estatisticamente significante (p > 0,05). Os dados da PASO, PVTO, TRAP e PCNA
foram submetidos a analise da normalidade pelo teste de Shapiro Wilk, em seguida foi
empregado o teste de Analise de Variancia (ANOVA) a um critério e o pos teste de

Tukey. O nivel de significancia dos testes foi de p<0.05.

3. Resultados

3.1. Andlise da uCT

Os resultados obtidos estdo apresentados na figura 1. Na analise intra grupo os
grupos PE-SS, PE-5FU e PE-CIS apresentaram menor PVTO quando comparado com
0s grupos SPE-SS, SPE-5FU e SPE-CIS (p <0,05) em todos os periodos, o grupo PE-
5FU, apresentou uma menor PVTO aos 7 e 15 dias quando comparado aos 30 dias (p
<0,01). O grupo PE-CIS apresentou menor PVTO aos dia 7 quando comparado aos 15 e

30 dias (p <0,01). Na andlise inter grupos os grupos PE-SS e PE-CIS apresentaram

83888 Bjoestat 5.0, Sociedade Civil de Mamiraua, Belém, PA, Brasil
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maior VTO quando comparado ao grupo PE-5FU em todos os periodos experimentais
(p <0,01). O grupo PE-CIS mostrou menor PVTO quando comparado com o grupo PE-

SS aos 15 e 30 dias (p <0,01).

3.2. Andlise da PASO

Os resultados da analise da PASO estdo apresentados na figura 2. A anélise
intragrupo mostrou o grupo PE-5FU apresentou maior PASO aos 15 dias quando
comparado as 7 ¢ 30 dias (p<0,01). A analise intergrupo mostrou maior PASO nos
grupos PE-SS, PE-5FU, PE-CIS quando comparados aos grupos SPE-SS, SPE-5FU e
SPE-CIS (p<0,01). O grupo PE-SS mostrou menor PASO quando comparado ao grupo
PE-5FU e PE-CIS em todos os periodos experimentais (p<0,05). O grupo PE-5FU

maior PASO quando comparado ao grupo PE-CIS aos 7 e 15 dias (p<0,05).

3.1. Analise Histologica

A anélise histoldgica apresentada na Tabela 1, mostrou que em todos 0s
periodos experimentais 0s grupos SPE-SS, SPE-5FU e SPE-CIS exibiram
caracteristicas histoldgicas similares entre si e condizentes com um padrdo de
normalidade. No grupo PE-SS um intenso infiltrado inflamatério estava presente em
todo o tecido conjuntivo da regido de furca aos 7 dias. A magnitude e a extensdo da
resposta inflamatoria foi gradual e lentamente sendo reduzida aos 15 e 30 dias. Alguns
espécimes apresentavam espiculas de 0sso necrosado. O septo interradicular se mostrou
com um contorno irregular e com trabéculas Osseas delgadas, com persisténcia de
osteoclastos ativos em todos os periodos experimentais. No grupo PE-5FU e PE-CIS
aos 7, 15 e 30 dias o tecido conjuntivo da area de furca apresentava um intenso
infiltrado inflamatorio que atingia as margens tecido 6sseo do septo interradicular. Na

maioria dos espécimes grandes espiculas de 0sso necrosado estavam presentes. O tecido
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0sseo do septo interradicular se mostrou composto por trabéculas 0Osseas muito
delgadas, com amplos espagos medulares apresentando inclusive células inflamatorias.
O contorno externo do septo interradicular se apresentou muito irregular, repleto de
lacunas de reabsorcéo e osteoclastos ativos. Em alguns espécimes, especialmente aos 15
e 30 dias em PE-5FU e 30 dias em PE-CIS o nivel de reabsorcdo Ossea foi téo
acentuado que eliminou por completo o septo interradicular e atingiu o0 0sso basal da
mandibula, denotando um aumento da severidade da doenca periodontal ao longo do
tempo. Em PE-5FU o comprometimento periodontal foi marcadamente acelerado em

comparagdo com PE-CIS.

3.5. Andlise imunoistoquimica

Os resultados para imunomarcacdo dos reguladores do metabolismo dsseo
TRAP, RANKL e OPG estdo representados na figura 3. As células TRAP-positivas
apresentavam mais de trés nucleos, e foram localizadas na superficie do osso alveolar
do septo inter-radicular com imunomarcagdo predominantemente em osteoclastos. Na
analise intra-grupo, os grupos PE-5FU e PE-CIS apresentaram um maior nimero de
células TRAP-positivas aos 7 dias em comparagdo com 15 e 30 dias (p <0,01). Na
analise intergrupo, o grupo PE-5FU apresentou maior numero de células TRAP-
positivas quando comparado com o grupo PE-SS em todos os periodos experimentais (p
<0,05) e o grupo PE-CIS apresentou maior nimero de células TRAP-positivas quando
comparado ao grupo PE-SS aos 7 e 15 dias (p <0,05). As imunomarcagfes para
RANKL e OPG foram predominantemente expressa em osteoblastos e, em alguns
fibroblastos no osso e tecido conjuntivo na regido de furca. Na analise da RANKL, 0s
grupos PE-5FU e PE-CIS apresentaram padrdo de imunomarcacdo de extremamente

alto a alto, enquanto que o grupo PE-SS mostrou padrdo de imunomarcacgéo de alto a
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moderado, no decorrer dos periodos experimentais. Para OPG, 0s grupos SPE-SS e PE-
SS apresentaram um padrdo de imunomarcacdo variou de baixo & moderado em todos
os periodos experimentais. Nos grupos que receberam aplicacdo de ambos
quimioterapicos (5-FU ou CIS), tanto com periodonto normal quanto com periodontite
experimental, o padrdo de imunomarcacgédo para OPG se apresentou baixo em todos os

periodos experimentais.

Os resultados para imunomarcacdo das citocinas pro-inflamatérias TNFa ¢ IL-
1B estdo representados na figura 4. Para TNFa e IL-1p os grupos SPE-5FU, SPE-CIS,
PE-5FU e PE-CIS apresentaram maior padrdo de imunomarcacdo comparados aos
grupos SPE-SS e PE-SS. No grupo PE-SS aos 7 e 15 o padrdo de imunomarcacéo para
TNFoa e IL-1B se mostrou variando de alto a moderado, sendo que aos 30 dias
prevaleceu um moderado padrdo de imunomarcagdo. Nos grupos PE-5FU e PE-CIS o

padrdo de imunomarcagdo para TNFa e IL-1f se apresentou alto aos 7, 15 e 30 dias.

Os resultados para imunomarcagdo para 0 processo de reparacdo tecidual
PCNA e HIF-1a e de apoptose BAX estdo apresentados nas figura 5. A imunomarcacao
para PCNA foi expressa predominantemente em células conjuntivas e da superficie do
0ss0. Na anélise intra-grupo, os grupos SPE-5FU, PE-5FU e SPE-CIS apresentaram um
maior nimero de células PCNA-positivas aos 7 dias em comparacdo com 15 e 30 dias
(p <0,05) e o grupo PE-CIS apresentou um maior nimero de células PCNA-positivas
aos 7 dias comparado aos 30 dias (p <0,05). Aos 15 dias os grupos PE-SS e SPE-5FU
apresentaram menor numero de células PCNA-positivas e o grupo PE-CIS apresentou
maior nimero de celulas PCNA-positivas comparado aos 30 dias (p <0,05). Na anélise
intergrupo, o grupo SPE-SS apresentou maior numero de células PCNA positivas
comparados aos grupos SPE-5FU e SPE-CIS em todos os periodos e menor nimero de

células PCNA-positivas comparado ao grupo PE-SS aos 30 dias (p <0,05). O grupo PE-
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SS apresentou maior numero de células PCNA positiva comparado aos grupos SPE-
5FU, SPE-CIS, PE-5FU e PE-CIS em todos os periodos (p <0,05). O grupo PE-CIS
comparado ao grupo SPE-5FU apresentou maior numero de células PCNA positivas aos
15 dias e menor numero comparado aos 30 dias (p <0,05). Para BAX, em todos os
periodos experimentais nos grupos SPE-SS e PE-SS, o padrdo de imunomarcacao se
apresentou baixo, assim como, nos grupos SPE-5FU e SPE-CIS. Tanto nos grupos PE-
5FU quanto no grupo PE-CIS a imunomarcacgdo para BAX variou de baixo & moderada
aos 7, 15 e 30 dias. Para HIF-1a todos os grupos experimentais apresentaram um baixo
padrdo de imunomarcagdo, exceto no grupo PE-SS, que apresentou um moderado

padrdo de imunomarcacdo em todos os periodos experimentais.
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Discussao

4. Discussao

Este estudo avaliou comparativamente, a influéncia da aplicacéo sistémica dos
quimioterapicos para tratamento de cancer 5-FU ou CIS nos tecidos periodontais
saudaveis e durante a evolucdo da PE induzida em ratos. Os animais com periodonto
saudavel que receberam aplicacdo dos quimioterapicos ndo apresentaram alteracdes que
resultassem em perda 6ssea alveolar. Por outro lado os animais portadores de PE que
receberam aplicacdo sistémica dos quimioterdpicos 5-FU ou CIS apresentaram uma
maior severidade da PE comparados ao grupo controle, sendo que 0s animais que
receberam aplicacbes de 5-FU apresentaram uma severidade ainda maior da PE
comparados aos animais que receberam aplicagdes de CIS, demonstrando uma diferenca
na magnitude da influéncia dos diferentes quimioterapicos sobre a evolucao da PE.

O modelo experimental de inducdo da PE por ligadura em roedores € um
método bastante utilizado em pesquisa®®, sendo que de acordo com estudos prévios foi
constatado que a PE ocorre de maneira previsivel apds 7 dias da instalacdo da
ligadura.?3® Além disso estudos realizados em ratos com PE que foram submetidos &
aplicacdo sisttmica de medicamentos demonstraram que este € um modelo adequado e
previsivel para a avaliacio da influéncia sistémica de drogas sobre a da PE.38-20

No presente estudo, a PE na area de furca foi avaliada pelas anéalises do PVTO
e da PASO. Os animais sem PE apresentaram de maneira significante maior PVTO e
menor PASO comparados aos animais portadores PE, demonstrando que o 5-FU assim
como a CIS ndo foram capazes de promover perda ¢ssea alveolar na regido de furca na
auséncia da PE. Esse resultado corrobora com estudo prévio com o quimioterapico 5-

FU® e adicionalmente comprova que também a CIS na auséncia de biofilme bacteriano,



71
isoladamente n&o foi capaz de promover alteragdes e colapso das estruturas periodontais
nos periodos avaliados. Com relagdo aos grupos portadores de PE, ao avaliarmos os
resultados do PVTO e PASO, observou se que os animais que receberam aplicacdo
sisttmica de ambos o0s quimioterapicos apresentaram maior perda éssea quando
comparado ao grupo PE-SS. Sabe-se que a influéncia do 5-FU sobre a PE é capaz de
ocasionar grande reabsorcdo do o0sso alveolar na regido de furca, podendo até mesmo
alcancar o osso basal.’®! Além disso de acordo com nossos resultados, a despeito de
ambos os quimioterapicos levarem a uma maior extensdo da perda 6ssea alveolar, 0s
animais que receberam aplicacdo de 5-FU apresentaram uma perda 6ssea ainda maior
que os animais que receberam aplicacdo de CIS. Em nossos resultados
imunoistoquimicos para os reguladores do metabolismo 6sseo, os grupos PE-5FU e PE-
CIS apresentaram de maneira significante maior quantidade de células TRAP-positivas,
assim como um maior padrdo de imunomarcacdo para RANKL e menor padrdo de
imunomarcacdo para OPG quando comparados ao grupo PE-SS nos respectivos
periodos. Porém, mesmo ndo havendo diferenca significante nas células TRAP-
positivas entre os grupos PE-5FU e PE-CIS, observou-se que o grupo PE-5FU
apresentou um maior numero de células TRAP-positivas aos 7 dias, caracterizando uma
maior atividade osteoclastica nos periodos iniciais. A remodelacdo 6ssea periodontal é
regulada localmente pelo sistema RANK-RANKL-OPG, no qual o receptor ativador do
fator nuclear kappa—B (RANK), seu ligante receptor ativador do fator nuclear kappa-B
ligante (RANKL), e o fator anti-osteoclastogénico osteoprotegerina (OPG) atuam na
ativacdo ou inibicéo da atividade osteoclastica®? e nimero de células TRAP-positivas.
Em estudos prévios sobre o 5-FU os autores observaram que 0s animais que receberam
0 quimioterapico 5-FU apresentaram maior padrdo de imunomarcacdo para RANKL

condizente com uma maior reabsor¢do do osso alveolar.!®!® Diante dos nossos
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resultados observou-se que a CIS assim como o 5-FU aumenta a atividade osteoclastica
via ativacdo do sistema RANK/RANKL influenciando na progresséo da PE.

Sabe-se que as citocinas pro-inflamatérias TNF-a e IL-1p estimulam a
producdo de quimiocinas, induzem a expressao de outros mediadores inflamatorios que
potencializam a resposta inflamatoria e atuam como potentes indutores da reabsor¢édo
6ssea.®® Raghu Nadhanan et al.®* demonstraram que o quimioterapico 5-FU induziu uma
condicdo inflamatdria, provocando aumento da expressdao de TNF-a ¢ aumento da
expressdo de RANK em metéfise de tibia de ratos, o que levou ao aumento da presenca
de osteoclastos e da atividade de reabsorgdo 6ssea. Do mesmo modo Stine et al.*®,
observou que a CIS promoveu um efeito negativo sobre o processo de reparo em
defeitos Gsseos em tibias de rato. Em nossos resultados os grupos PE-5FU e PE-CIS
apresentaram uma maior exacerbacdo do processo inflamatdério comparado ao grupo
PE-SS, o qual atingia as margens tecido 6sseo do septo interradicular, intensificando a
reabsorcdo 6ssea e denotando um aumento da severidade da doenca periodontal no
decorrer dos periodos nos animais que receberam aplicagdo sistémica dos
quimioterapicos, caracterizando uma intensificacdo da inflamagdo por um maior periodo
de tempo, denotando uma inflamacao exacerbada e persistente. O mesmo resultado foi
encontrado em estudos prévios que avaliaram o 5-FU associado a PE.132 Além do
mais, no presente estudo foi observado que o comprometimento periodontal foi
marcadamente mais acelerado nos animais do grupo PE-5FU em comparagdo com o
grupo PE-CIS. Corroborando com a andlise histologica, 0s nossos resultados para
imunomaracacao das citocinas pro-inflamatorias demonstraram que enquanto no grupo
PE-SS houve uma reducdo no padrdo de imunomarcacao de TNF-a e IL-1pB no decorrer
dos periodos, nos grupos PE-5FU e PE-CIS prevaleceu um alto padrdo de

imunomarcagdo em todos os periodos experimentais. Tal resultado aliado aos achados
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histolégicos demonstram que o0s quimioterdpicos além de intensificam e aumentam a
duracdo da resposta inflamatdria causada pela PE nos tecidos periodontais. Portanto
podemos afirmar que frente a exacerbacdo da resposta inflamatdria houve uma maior
destruicdo do osso alveolar, tendo em vista que as citocinas TNF-a e IL-1B quando
produzidas em quantidade excessiva podem induzir mecanismos inflamatorios que
resultam em reabsorcdo @ssea, inibicdo da sintese do coldgeno e ativacdo das
metaloproteinases da matriz (MMPs), causando a destruicdo do tecido conjuntivo e do
tecido 6sse0.%® Sabe-se que o 5-FU e CIS induzem o aumento de citocinas pro-
inflamatdrias em mucosa intestinal®®, mucosa oral*® e rim.*! Em estudo realizado por
Hamouda et al.>® observou-se que o 5-FU aumentou a expressdo de TNF-o e IL-1p em
mucosa intestinal, sendo que a expressdéo aumentada de TNF-o foi associada
diretamente a apoptose e supressdo da proliferagdo de células intestinais, resultando em
degradacdo da barreira epitelial e inflamacdo secundaria mediada por citocinas
inflamatorias. Desse modo, podemos afirmar que ambos 0s quimioterapicos podem ser
capazes de aumentar a expressao de TNF-a e IL-1 nos tecidos periodontais, sendo que
na presenca de PE ira levar a exacerbacao do processo inflamatério.

O 5-FU e a CIS possuem acdo celular anti proliferativa e apoptotica.b#243 O
PCNA, ou antigeno nuclear de células em proliferacdo € uma proteina nuclear ligada a
replicacdo de DNA encontrada em células que sofrem diviséo, tendo uma funcéo na
iniciacdo da proliferacdo celular por aumento da enzima DNA-polimerase.** A BAX é
um regulador pré-apoptético que se liga 8 BCL-2 levando a morte celular.*® Em nossos
resultados ao compararmos 0s grupos SPE-5FU e SPE-CIS com o grupo SPE-SS, os
animais que receberam aplicacdo sisttmica de ambos 0s quimioterapicos apresentaram
de maneira significante um menor nimero de células PCNA-positivas. Desse modo,

diante de tal diferenca encontrada entre os grupos SPE-5FU e SPE-CIS comparados ao
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SPE-SS, podemos inferir que mesmo nad sendo encontrado alteracbes no periodonto
saudavel no presente estudo, os quimioterdpicos 5-FU ou CIS afetaram negativamente a
capacidade de renovagdo celular no periodonto saudavel, o que poderia acarretar danos
futuros mesmo na auséncia da doenca periodontal. Além disso foi observado que nos
grupos PE-5FU e PE-CIS a imunomarcacdo para BAX foi maior que no grupo PE-SS.
Com relagdo a analise de PCNA nos animais portadores de PE, esta demonstrou que nos
grupos que receberam aplicacdo de ambos os quimioterapicos, as células PCNA-
positivas sofreram significativa diminuicdo ao longo dos periodos experimentais,
denotando uma influéncia progressiva dos quimioterapicos no decorrer dos periodos.
Deste modo ao correlacionarmos uma menor quantidade de células PCNA-positivas e
um maior padrdo de imunomarcacéo para BAX nos grupos PE-5FU e PE-CIS quando
comparados ao grupo PE-SS, é possivel inferir que os quimioterapicos influenciaram na
patogénese da PE interferindo no “turnover” celular e processo de reparo tanto pela
diminuicdo da proliferacdo celular quanto pelo aumento da apoptose, corroborando com
dados de estudos que comprovam o efeito negativo da quimioterapia no processo de
reparo tecidual 18193546 O nosso estudo também se propds a avaliar a HIF-10, que é um
fator de marcacéo de hipoxia tecidual*’ e da mesma forma avalia o processo de reparo
tecidual. A hipoxia é considerada um estimulo para angiogénese através da ativacao da
HIF-10.%34° O HIF-1a aumenta a expressdo génica de fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF) que regula a formacdo de vasos sanguineos, sendo um fator
dependente para o processo de reparo.*® Em nossos resultados para marcacéo de HIF-1a
apenas 0 grupo PE-SS apresentou moderado padrdo de imunomarcacdo, engquanto os
demais apresentaram baixo padrédo, portanto o resultado do presente estudo demonstrou
que na presenca da PE ambos os quimioterapicos podem afetar o processo de reparo,

diminuido o estimulo para formacéao vascular nos animais portadores de PE.
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Tendo em vista que a etiologia da doenca periodontal pode ser modificada pela
resposta imunolédgica individual do hospedeiro,®”*° estabelecer de que modo os
quimioterapicos utilizados para o tratamento do cancer alteram o curso da doenca é
determinante para a elaboracdo e aprimoramento de abordagens terapéuticas para o
tratamento da periodontite. Em nosso estudo foi observado que ambos o0s
quimioterapicos 5-FU e CIS contribuiram para o agravamento da evolucdo da PE por
duas vias: aumentando a intensidade e duracdo do processo inflamatério; e diminuindo
a capacidade de reparo tecidual por reducao do “turnover” celular e vascular. Quando o
processo inflamatdrio é prolongado por uma condicao sistémica, ocorre o atraso na fase
de formacdo dssea, reduzindo significativamente a capacidade de formacdo Gssea
reparativa.®’” Além do que, a angiogése ¢é fator determinante para 0 processo de reparo
6sse0.*® Desta forma, a influéncia dos quimioterapicos 5-FU e CIS na evolugio da PE
resultou de forma significativa maior perda dssea, que comparativamente foi maior nos
animais que receberam aplicacgéo sistémica de 5-FU do que de CIS.

De acordo com os resultados apresentados no presente estudo, podemos
concluir que ambos os quimioterapicos, 5-FU ou CIS, exacerbaram a severidade da
periodontite, sendo que os danos periodontais causadas pelo 5-FU foram
comparativamente mais severos e mais rapido do que os causados pela CIS. Além do
mais, ambos os quimioterapicos, 5-FU ou CIS, ndo foram capazes de causar alteracdes

teciduais que resultassem em perda 6ssea no periodonto saudavel.
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Tabela 1: Porcentagem de espécimes por escore dos dados da Andlise Histologica da regido de furca do primeiro molar inferior de acordo com

cada grupo e periodo.

ANALISE HISTOLOGICA

PARAMETROS E SEUS
RESPECTIVOS ESCORES

PORCENTAGEM DE ESPECIMES POR ESCORE

SPE-SS SPE-5FU SPE-CIS PE-SS PE-5FU PE-CIS

PERIODOS (Dias) 7 15 30 7 15 [ 30 7 15| 30 7 15 30 7 15 | 30 7 15 30
INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA LOCAL
(1) auséncia de inflamagéo 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(2) pequena quantidade de células inflamatdrias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(3) moderada quantidade de células inflamatérias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60% 100% 0 0 0 0 0 0
(4) grande quantidade de células inflamatérias 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100% 40% 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
EXTENSAO DO PROCESSO INFLAMATORIO
(1) auséncia de inflamacao 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(2) estendendo-se apenas em parte do tecido conjuntivo da regido de furca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(3) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo da regi&o de furca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 60% 100% 0 0 0 0 0 0
(4) estendendo-se por todo o tecido conjuntivo e ésseo da regido de furca 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100% 40% 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
REABSORGAO RADCULAR EXTERNA (CEMETO E DENTINA)
(1) ausente 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(2) apenas éreas reabsorvidas inativas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(3) poucas areas de reabsorcao ativas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80% 60% 60% 20% 20% 0 40% 20% 20%
(4) muitas areas de reabsorcao ativas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20% 40% 40% 80% 80% 100% 60% 80% 80%
REABSORGAO DO 0SSO ALVEOLAR
(1) dentro dos padrdes de normalidade 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(2) pequena quantidade de &reas de reabsorgéo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(3) moderada quantidade de &reas de reabsor¢ao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100% 100% 0 0 0 0 0 0
(4) grande quantidade de areas de reabsor¢ao 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100% 0 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
PADRAO DE ESTRUTURAGAO DO TECIDO CONJUNTIVO NA REGIAO DE FURCA
(1) moderada quantidade de fibroblastos e grande quantidade de fibras coldgenas (tecido conjuntivo 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
denso)
(2) moderada quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colagenas 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
(3) pequena quantidade tanto de fibroblastos quanto de fibras colagenas e edema intersticial 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100% 100% 0 0 0 0 0 0
(4) desestruturagdo tecidual severa com areas de necrose 0 0 0 0 0 0 0 0 0 100% 0 0 100% 100% 100% 100% 100% 100%
PADRAO DE ESTRUTURAGAO DO TECIDO OSSEO NA REGIAO DE FURCA
(1) trabéculas ésseas de contorno regular e repletas de osteoblastos ativos, incluindo &reas de 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 100% 0 0 0 0 0 0 0 0 0
neoformacéo dssea
(2) trabéculas dsseas de contorno irregular recobertas tanto por muitos osteoblastos quanto por 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
osteoclastos ativos
(3) trabéculas dsseas de contorno irregular repletas de osteoclastos ativos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 20% 40% 40% 0 0 0 0 0 0
(4) 4reas de osso necrético e trabéculas 6sseas de contorno irregular repletas de osteoclastos ativos 0 0 0 0 0 0 0 0 0 80% 60% 60% 100% 100% 100% 100% 100% 100%
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Fig. 1: A: Grafico mostrando meédia e desvio padrao da PVTO na regido de furca do primeiro molar inferior.
Abreviagdes: T diferenca estatisticamente significante aos 30 dias no mesmo grupo; | diferenca
estatisticamente significante aos 7 dias no mesmo grupo; T diferenca estatisticamente significante com os
grupos SPE para o mesmo periodo; I Diferenga estatisticamente significatva com o grupo PE-5FU para o
mesmo penodo; § Diferenga estatisticamente significants com o grupo PE-CIS para o mesmo periodo;
(teste ANOVA, teste de Tuley) (p =0.05). B-D: Imagens da uCT para andlise volumeétrica dadrea de furca
do primeiro molar inferior usando o plano sagital dos grupos SPE-SS, SPE-5FU e SPE-CIS aos 7 das. E-
G: Imagens da pCT pam analise volumétrica da area de furca do primeiro molar inferior usando o plano
sagital dos grupos PE-SS, PE-5FU e PE-CIS aos 7 dias. Observar menor preenchimento 6sseo na drea de
furca nos animais que receberam 3-FU ou CIS. H-J: Imagem tridimensional gerada pelo software dos
grupos PESS, PE-5FU e PE-CIS aos 30dias.
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Fig. 2: A: Grafico mostrando média e desvio padrio da PASO na regido de furca do primeiro molar inferior.
Abreviagdes: T Diferenca estatisticamente significante no mesmo grupo com 15 dias. T Diferenca
estatisticamente significante com os grupos SPE nos mesmos periodos. I Diferenca estatisticamente
significante com PE-SS nos mesmos perodos. § Diferenca estatisticamente significante com PE-CIS nos
mesmos periodos. (Teste ANOVA, teste de Tukey) (p <0,05). B-D: Fotomicrografia mostrando o efeito
da quimioterapia em tecido periodontal saudavel. Periodonto da regido de furca do primeiro molar inferior
de ratos que nio foram submetidos a quimioterapia (B) ou submetidos a quimioterapia com 5-FU (C) ou
CIS (D). EJ: Fotomicrografias mostrando o efeito da qumioterapta na progressiao da periodontite
experimental. Caracteristicas histologicas da regido de furca do prmeiro molar mferior de ratos portadores
de PE e que ndo foram submetidos a quimioterapia apos 7e 30dias (E/ H). Caracteristicas histologicas da
regido de furca de ratos portadores de PE e que foram submetidos a quimioterapia com 5-FU (F/ I)e CIS
(G/ ) apés 7 e 30 dias. Abreviatura: 0a osso alveolar. Coloragio: hematoxilina e eosina (HE). Ampliagio
orginal: x50. Barras de escala: 400 um.
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Fig 3: A: Padro d= imunomarcagio para TRAP no o330 alveolar da regido de furca do primetro molar inferior em
ratos. B: G rafico mostrando média 2 dasvio padrio das células TRAP positivas em cada grupo  periodo. Abreviagdas:
¥ Diferenga estatisticamente significativa com 7 dias no mesmo grupo; T Diferenga sstatisticamente significant= com
os grupos SPE no masmo periodo; I Diferenga estatisticamente significante com o grupo PE-S8 no mesmo pariodo.
(Teste ANOVA testede Tukey) (p= 0,05). C-K:Padrio deimunomarcagio de células TRAPpositivasno csso alveolar
203 7 dias. Regi3o de furca do primeiro molar inferior de ratos portadores de PE 2 que n3o foram submetidos 2
quimioterapia. L-M: Fotomicrografias mostrando o padrio de inmnomarcagio paracélulas RANKL positivas no osso
alveolar aos 7 dias. O-P: Fotomicrografias mostrando o padrio da imunomarcagdo para células OPG positivas no osso
alveolar 20s 30 dias. Regido de furca do primeiro molar inferior d2 ratos que nio foram submetidos 2 quimioterapia
(C) ou submetidos 2 quimioterapia com 3-FU (F) ouv CIS (I). Regio de furca do prnmeiro molar mferior de ratos
portadores de PE 2 que nio foram submetidos a quimioterapia (D, E, L, O) 2 ratos portadores d2 PE 2 que foram
submetidos a quimioterapia com 5-FU (G, H, M, P) ou CIS (J, K, N, Q). Setas pretas: células TRAP positivas (A-K),
célslas RANKL positivas (L-M). Abreviatura: oa osso alveolar; lp lizamento periodontal. Contra-coloragio:
hematoxilina de Harris. Ampliag3o original: C.F e 1200 D, G 2J 400x A, E.H, K-Q 1000x Barras de escala: A, 10
um EH2K, 20um; LK. 30 um; C.,Fel, S0 um: D.G 2], 100 um
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Fig. 4: A-C: Fotomrrografia mostrando padrio de imunomarcagido para TNFa na regido de furca aos 30
dias. Regido de furca do primeiro molar inferior de ratos que nio foram submetidos a quimioterapia (A) ou
submetidos a quimioterapia com 5-FU (B) ou CIS (C). D-F: Fotomicrografia mostrando padrio de
imunomarcagdo para IL-1P na regido de furca aos 15 dias. Regido de furca do prmeiro molar mfenor de
ratos que nio foram submetidos a quimioterapia (A) ou submetidos a quimioterapia com 5-FU (B) ou CIS
(C). Setas pretas: TNFa (A-C), IL-1p (D-F). Abreviatura: oa osso alveolar. Contra-coloragdo: hematoxilina
de Hamis. Ampliacdo onginal: 1000x Barras de escala: 100 um
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Fig. 5: A: Grifico mostrando média e desvio padrao das células PCNA positivas em cada grupo e periodo.
Abreviagdes: T Diferenca estatisticamente significativa com 7 dias no mesmo gmpo; | Diferenca
estatisticamente significativa com 15 dias no mesmo grupo; T diferenca estatisticamente significants com
o grupo SPE-SS no mesmo penodo; I Diferenca estatisticamente sgnificante com o grupo PE-SS no
mesmo periodo; § Diferenca estatisticamente significante com o grupo SPE-CIS para o mesmo periodo.
(Teste ANOVA, teste de Tukey) (p=0,05). B-D:Padrio de imunomarcagdo de células PCNA positivas no
o0sso alveolar aos 7 dias. E-G: Fotomicrografias mostrando o padrio de inmnomarcagdo pam celulas HIF-
la positivas no osso alveolar aos 15 dias. H-J: Fotomicrografias mostrando o padrio de inmnomarcagdo
para células BAX positivas no osso alveolar aos 15 dias. Regido de furca do primeiro molar mfenior de
ratos portadores de PE e que nao foram submetidos a quimioterapia (B, E,H)) e ratos portadores de PE e
que foram submetidos a quimioterapia com 5-FU (C, F, I) ou CIS (D, G, J). Setas azuis: célus PCNA
positivas, setas pretas: células HIF-la positivas (E-G), célnlas BAX positivas (H-J). Abreviatura: oa osso
alveolar. Contra-coloragdo: Fast green (B-D), hematoxilina de Hamis (E-J). Ampliagdo original: B-D 400x;
E-J 1000x. Barmas de escala: B-D, 40 um; E-J, 20 um.
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Resumo

Objetivo: Este estudo avaliou a relacdo entre a periodontite experimental (PE) e os
quimioterapicos 5-fluorouracil (5-FU) ou Cisplanina (CIS) sobre o agravamento das
fungdes renais e hepaticas de ratos.

Materiais e Métodos: foram utilizado 60 ratos machos distribuidos em 6 grupos. Grupo
SPE-SS (n = 10): animais que receberam injecdes de 0,5 mL de solucéo salina 0.9%
(SS) sem inducéo da PE (grupo Sham). Grupo PE-SS (n = 10): animais que receberam
injecdes s de 0,5 mL de SS e inducdo da PE apds a primeira injecdo. Grupo SPE-5FU
(n=10): animais que receberam injecdes de 5-FU sem inducéo da PE. Grupo PE-5FU (n
= 10): animais que receberam injecdes de 5-FU e inducdo da PE ap0s a primeira
injecdo. Grupo SPE-CIS (n = 10): animais que receberam injecdes de CIS sem inducao
da PE. Grupo PE-CIS (n = 10): animais que receberam injecdes de CIS e induc¢do da PE
apos a primeira injecdo. Para as analises hematoldgia e bioquimicas foi realizada coleta
sanguinea por puncao cardiaca previamente a aplicacdo dos quimioterapicos ou SS
(baseline) e aos 07 e 30 dias apds a primeira injecao intraperitoneal. Os animais foram
eutanaziados aos 07 e 30 dias e as mandibulas foram coletadas e processadas para
analise fotométrica da perda dssea alveolar (POA) ao redor do primeiro molar inferior.
O sangue coletado foi dividido em dois microtubos, sendo um destinado ao exame
hematoldgico e outro destinado as andlises bioquimicas de alamina aminotrasferase
(ALT), aspartato aminotrasferase (AST), Creatinina e Uréia. Os dados obtidos foram
submetidos a analise estatistica (p<0,05).

Resultado: os animais que receberam aplicacdo sistémica de 5-FU apresentaram maior

POA comparados aos grupos PE-SS e PE-CIS. A PE em conjunto ao 5-FU apresentou
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de maneira significante maiores niveis de ALT e AST aos 30 dias e em conjunto com a
CIS apresentou de maneira significante maiores niveis de Uréia e ndo apresentou
diferenca significativa nos niveis de Creatinina.

Conclusdo: a PE agravou as alteragdes hepaticas ocasionadas pelo 5-FU na avaliagdo de
ALT e AST e agravou as alteracdes renais ocasionadas pela CIS apenas na avaliagéo de

Uréia.

Palavras chaves: Quimioterapicos; periodontite experimental; figado, rim.
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Abstract

Objective: This study evaluated the relationship between experimental periodontitis
(EP) and the chemotherapy drugs 5-fluorouracil (5-FU) or cisplatin (CIS) on the
aggravation of renal and hepatic functions of rats.

Materials and Methods: Sixty male rats were distributed in 6 groups. SPE-SS group (n
= 10): animals receiving injections of 0.5 ml of 0.9% saline solution (SS) without EP
induction (Sham group). Group PE-SS (n = 10): animals that received injections s of 0.5
ml of SS and induction of EP after the first injection. SPE-5FU group (n = 10): animals
that received 5-FU injections without EP induction. Group PE-5FU (n = 10): animals
that received 5-FU injections and EP induction after the first injection. SPE-CIS group
(n = 10): animals that received CIS injections without EP induction. PE-CIS group (n =
10): animals that received CIS injections and EP induction after the first injection.
Hematological and biochemical analyzes were performed by cardiac puncture before the
application of chemotherapy drugs or SS (baseline), and at 7 and 30 days after the first
intraperitoneal injection. The animals were euthanized at 7 and 30 days and the jaws
were collected and processed for photometric analysis of alveolar bone loss (ABL)
around the first lower molar. The blood collected was divided into two microtubes, one
for haematological examination and another for biochemical analysis of alanine
aminotransferase (ALT), aspartate aminotransferase (AST), creatinine and urea. Data
were submitted to statistical analysis (p <0.05).

Results: Animals that received a 5-FU systemic application had higher POA compared
to PE-SS and PE-CIS groups. EP together with 5-FU showed significantly higher levels
of ALT and AST at 30 days and together with CIS showed significantly higher levels of

Urea but did not present significant difference in creatinine levels.
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Conclusion: EP worsened hepatic changes caused by 5-FU in the evaluation of ALT
and AST and worsened the renal changes caused by CIS only in the urea evaluation.

Keywords: Chemotherapy; experimental periodontitis; liver, kidney.
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1. Introducéo

Avaliar a relacdo entre as condigdes gerais de saude do paciente, diagnosticar
infeccOes preexistentes e minimizar os efeitos colaterais sistémicos ocasionados pelo
tratamento oncoldgico nos pacientes € uma busca constante para que se elabore
adequadas terapias de suporte aos protocolos terapéuticos oncolégicos estabelecidos. A
OMS estima que o aparecimento anual de novos casos de cancer ird aumentar dos 14
milhGes registrados em 2012 para 22 milhdes dentro das proximas duas décadas [1]. O
tratamento convencional para o cancer é baseado, atualmente, em trés importantes
modalidades: cirurgia, radioterapia e quimioterapia citotoxica. A retirada cirargica de
um tumor priméario é um tratamento necessario e efetivo para um grande nimero de
tipos de cancer [2]. Ja a terapia com quimioterapia citotdxica se baseia na administracdo
de uma dose méxima toleravel das drogas escolhidas, com o objetivo de promover a
erradicacdo do maior numero de células tumorais. O principal problema da
qguimioterapia esta relacionado a toxicidade aguda e acumulada para os tecidos normais,
como as células do sistema imune, tecidos hepaticos [3,4] e renais [5]. Assim, a
quimioterapia convencional estda comumente associada com uma variedade de efeitos
colaterais, inclusive mielossupressdo e diminuicdo da viabilidade e namero de células

dendriticas [6].

Dentre os diversos quimioterapicos empregados no tratamento de cancer, o 5-
Fluorouracil (5-FU) e a Cisplatina (CIS) séo drogas amplamente utilizadas durante a

quimioterapia [7,8], sendo que a CIS também pode ser utilizada durante a radioterapia
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em razdo do seu potencial radiossensibilizador [9]. A CIS é um composto com ampla
atividade antineoplasica, sendo utilizada no tratamento de varios tipos de céanceres,
dentre os quais os de testiculo, pulmao, ovério, esdfago, cabeca e pesco¢co, mama e 0
carcinoma de bexiga [10,11]. Com relacdo ao 5-FU, este € um antimetabdlito do tipo
anélogo da pirimidina, com amplo espectro de a¢do contra tumores sélidos de cabeca e
pescoco, trato gastrointestinal, ovéario, figado, cérebro e mama [12]. Apds sua entrada na
célula, o 5-FU interfere com o metabolismo dos nucleosideos e é incorporado a todas as
classes de RNA por meio da RNA-polimerase. Adicionalmente, o fluorouracil
impedinde a sintese de timidilato, que é um precursor necessario do DNA. A acédo do 5-

FU sobre o DNA e 0 RNA promove a toxidade e morte celular [12,13].

A frequéncia e severidade das condices debilitantes do paciente frente ao
tratamento com quimioterapia depende de muitos fatores associados ao paciente e a
terapia antineoplasica, como o regime, droga utilizada, susceptibilidadr e condicédo
sisttmica do individuo. Além disso, as drogas quimioterapicas levam alteracOes
significativas em diferentes 6rgdos, podendo se destacar as alteracdes em figado e rim
[14-17]. O 5-FU é metabolizado no figado e inativado pela enzima dihidropirimidina
desidrogenase que em algumas condi¢bes pode resultar em toxicidade hepatica [14].
Além disso, apds ser metabolizado no figado o 5-FU é clivado em a-fluoro-b-alanina,
amonia, ureia e didxido de carbono, levando a nefrotoxicidade [15]. Com relacdo a CIS,
esta é reconhecidamente capaz de causar nefrotoxicidade [16], principalmente em razédo
do rim absorver a cisplatina em concentracBes mais elevadas em comparagdo com

outros tecidos [17].

A Doenca Periodontal (DP) € uma doenca oral altamente prevalente, onde

segundo os atuais dados do National Health and Nutrition Examination Survey
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(NHANES), nos Estados Unidos a DP afeta quase 50% dos adultos acima de 30 anos
[18]. A DP é uma doencga imuno inflamatoria onde os desafios microbianos induzem a
resposta inflamatéria do hospedeiro, que em individuos susceptiveis resulta na
destruicdo dos tecidos periodontais [19]. Além dos danos causados localmente a satde
bucal, a DP pode influenciar de forma sistémica por meio da translocagdo de bactérias
patogénicas e mediadores inflamatorios que levam a uma inflamagéo sistémicas [20].
Assim, sabe-se que os mecanismos infecciosos e inflamatorios relacionados a DP [20]
sdo capazes de alterar diversas condi¢fes sistémicas, entre elas as doencgas renais
cronicas e doencas hepéticas [21,22]. Nesse contexto, sabe-se que a DP pode exercer
efeitos deletérios sobre o figado por meio das bactérias patogénicas, mediadores pro-
inflamatérios e estresse oxidativo [22] e sobre os rins pelo aumento da carga
inflamatoria sistémica, que altera a albumina sérica e niveis de proteina C-reativa (PCR)
[23,24]. Deste modo, a DP associada aos efeitos deletérios dos quimioterapicos poderia
agravar ainda mais as condi¢des hepaticas e renais e aumentar a debilidade do paciente,
aumentando a severidade dos efeitos colaterais do protocolo terapéutico para o

tratamento do cancer.

Em nosso conhecimento ndo existe na literatura estudos clinicos ou
experimentais que avalie a associacdo da DP e dos quimioterapicos 5-FU e CIS sobre as
funcBGes hepaticas e renais. Portanto o objetivo do presente estudo foi avaliar a
influéncia da Periodontite Experimental (PE) sobre as funcbes hepaticas e renais de
ratos submetidos ao tratamento sistémico com os quimioterapicos com 5-FU ou CIS.
Assim, as alteracdes no figado foram avaliadas pelos niveis séricos das enzimas

Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), que avaliam 0s



99

danos a membrana dos hepatocitos e as fungdes renais foram avaliadas pelos niveis

séricos de Creatinina e Ureia, que avaliam a Taxa de Filtracdo Glomerular (TFG).
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2. Materiais e Métodos

2.1. Animais

Foram utilizados no presente estudo 60 ratos machos (Rattus norvegicus,
albinus, Wistar), pesando aproximadamente 250 a 300 g. Os animais foram mantidos
em gaiolas plasticas com ragdo e &gua ad libitum. Antes dos procedimentos cirurgicos,
todos os animais foram mantidos em ambiente com temperatura estavel (22 + 2°C), por
um periodo de 5 dias. Todos os protocolos descritos foram aprovados pela Comissao de
Etica em Experimentacio Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de
Aragatuba, Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
(protocolo n° 2014/00543) (Anexo A). A pesquisa foi realizada seguindo as normas do
Conselho Nacional de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA) e segundo o
guia The ARRIVE Guidelines: Animal Research: Reporting In Vivo Experiments

(NC3Rs Reporting Guidelines Working Group, 2010.).

2.2 Protocolo experimental e analise dos resultados
2.2.1. Aplicacdo das Drogas Quimioterapicas — (CIS e 5-FU)

A administracdo de Solucdo Salina a 0,9% (Equiplex Industria Farmacéutica,
Aparecida de Goiania, GO, Brasil), 5-FU (Fluorouracila, 250 mg/10 mL, Eurofarma
Laboratorios, Sdo Paulo, SP, Brasil) ou CIS (Fauldcispla, 10 mg/10 mL, Libbs
Farmacéutica, Sdo Paulo, SP, Brasil) ocorreu pela via intraperitonial obedecendo um
intervalo de 48 horas entre elas. A primeira dose de 5-FU foi de 60 mg/kg e a segunda
de 40 mg/kg de peso corporal [25]. Para a CIS a primeira dose foi de 5 mg/kg [26] e a
segunda dose de 2,5 mg/kg de peso corporal. A dose de 5-FU e CIS consistiu em uma

adaptacdo do protocolo empregado para terapia oncoldgica em humanos, a qual
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considera a superficie corpérea para determinacdo da dose, determinando dessa maneira

a dose para o rato [27, 28].

2.2.2. Protocolo da periodontite experimental

Para todos os procedimentos cirdrgicos os animais foram anestesiados por
injecdo intramuscular de 70 mg/kg de peso corporal de cloridrato de cetamina associado
a 6 mg/kg de peso corporal de cloridrato de xilazina (Syntec, Santana de Parnaiba, SP,
Brasil).

Nos primeiros molares inferiores esquerdos foi executada a instalacdo de um
fio de algoddo numero 24 (Corrente Algoddo n°24, Coats Corrente, Sdo Paulo, SP,
Brasil) mantido em posic¢do sub gengival por meio de nos cirdrgicos para promover a

inducdo da PE [29].

2.2.3. Grupos Experimentais

Os animais foram aleatoriamente distribuidos em 6 grupos que consistiram em:
Grupo SPE-SS (n = 10): animais que receberam injecdes de 0,5 mL de solucdo salina
0,9% (SS) sem inducdo da PE (grupo Sham). Grupo PE-SS (n = 10): animais que
receberam injecdes s de 0,5 mL de SS e inducdo da PE apds a primeira injecdo. Grupo
SPE-5FU (n=10): animais que receberam injecdes de 5-FU sem inducdo da PE. Grupo
PE-5FU (n = 10): animais que receberam injecGes de 5-FU e inducdo da PE apds a
primeira injecdo. Grupo SPE-CIS (n = 10): animais que receberam injecdes CIS sem
inducdo da PE. Grupo PE-CIS (n = 10): animais que receberam injeces de CIS e

inducdo da PE ap0s a primeira injecéo.
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2.2.4. Periodos experimentais e obtencdo das amostras

Para as analises sanguineas foram colhidos apo6s anestesia geral 2,5 mL de
sangue de cada animal por punc¢do cardiaca nos momentos Baseline (antes da aplicacéo
de SS ou quimioterépico), 7 dias e 30 dias apos a aplicacdo da primeira dose de SS ou
quimioterapico. Para andlise fotométrica da PE, os animais foram eutanasiados pela
administracdo de uma dose letal de Tiopental na dose de 150 mg/kg de peso corporal
aos 7 e 30 dias ap6s a aplicacdo da primeira dose de SS ou quimioterapico (Cristélia,
Ltda., Itapira, SP, Brasil). A mandibula de cada animal foi removida, separada e fixada
em formaldeido tamponado a 4%, por um periodo de 48 horas. Apos fixacdo as
mandibulas foram lavadas em &gua corrente e acondicionados em &lcool a 70%. (Anexo

B)

2.2.5. Fotometria

Para a andlise fotométrica foi realizada uma adaptacdo da metodologia de
Tatakis e Guglielmoni [30]. Os especimes foram embebidos em solugdo de hipoclorito
de sodio a 2,5% seguido pelo peréxido de hidrogénio para remocdo da por¢édo de tecido
mole. Ap6s secagem dos espécimes estes foram corados com solucdo de azul de
metileno a 1% para facilitar a identificacdo da juncdo cemento-esmalte. Foram obtidas
imagens digitais padronizadas, feitas com maquina fotografica (D70 - Nikon
Corporation, Japdo.) da porcéo vestibular e lingual do primeiro molar inferior. Com o
auxilio de um sistema de analise de imagens (ImageJ v.1.48 Software) foi calculada a
area (mm?) de Perda 6ssea Alveolar (POA) ao redor do primeiro molar inferior, por

vestubular e lingual, determinado a area sem 0sso da juncdo cemento-esmalte até a cista
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Ossea alveolar, em cada grupo e periodo experimental. Em cada espécime foi coletada 3
medidas em cada superficie analisada feitas em dias diferentes com intervalo de 1 dia
entre elas. As mensuragdes foram feitas por um Unico examinador treinado, calibrado e

cego ao experimento. (Anexo E)

2.2.6. Analises Hematologica e Bioquimica do Sangue

Para determinagdo dos leucdcitos totais (LT) foram utilizados 0,5mL dos
2,5mL do sangue coletado, acondicionados em microtubos tipo Eppendorf, contendo
anticoagulante (EDTA a 10%.) A contagem de LT foi realizada em contador de células
automatizado (CC530 CELM, S&o Caetano do Sul, SP, Brasil). A avaliacdo morfoldgica
e contagem diferencial dos leucocitos foi realizada segundo Feldman et al. (2000) [31].

A determinagdo da atividade total das enzimas ALT e AST e quantidade total
de Creatinina e Ureia no soro foram realizadas pelo método cinético em
espectofotdmetro semi-automatizado (SB-190 CELM, Séo Caetano do Sul, SP, Brasil)
seguindo as normas do fabricante dos kits comerciais (Labtest Diagndéstica S.A. Lagoa
Santa, MG, Brasil).

Para a determinacdo da atividade total das enzimas ALT e AST foi utilizado
parte do soro sanguineo obtido de 2 mL dos 2,5 mL de sangue coletado, acondicionado
em microtubos tipo Eppendorf, que foram determinadas utilizando kits comerciais
ALT/TGP e AST/GOT. Para as andlises de creatinina e ureia, foi utilizado outra parte
do soro sanguineo obtido de 2 mL dos 2,5 mL de sangue acondicionado em microtubos
tipo Eppendorf, que foram determinadas pelo modo cinético seguindo as normas do

fabricante dos kits Ureia Vet e Crea K Vet.
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2.2.7. Andlise Estatistica

A andlise estatistica dos dados coletados foi realizada pelo programa BioEstat
5.0 (Bioestat 5.0, Sociedade Civil de Mamiraud, Belém, PA, Brasil). Os dados das
andlises de POA, LT, AST, ALT, creatinina e ureia foram submetidos a anélise da
normalidade pelo teste de Shapiro Wilk, em seguida foi empregado o teste de Analise
de Variancia (ANOVA) a um critério e o pds teste de Tukey. O nivel de significancia

dos testes foi de p<0.05.

3. Resultados

3.1- Resultado da analise fotométrica

Os dados fotométricos demonstraram que na analise intragrupo, 0s animais do
grupo SPE-SS, SPE-5FU e SPE-CIS ndo apresentaram perda Ossea alveolar nos
diferentes periodos, enquanto os animais dos grupos PE-SS, PE-5FU e PE-CIS
apresentaram progressdo da perda 6ssea alveolar no decorrer dos periodos (p<0,05). Na
analise intergrupo, os animais do grupo PE-5FU apresentaram maior perda 0ssea
alveolar (p<0.05) quando comparado com os animais dos grupos PE-SS e PE-CIS aos
30 dias. Os grupos PE-5FU, PE-SS e PE-CIS apresentaram significativa POA
comparados aos grupos sem PE, entretanto ndo houve diferenca significante na

comparacao entre PE-SS e PE-CIS. Fig. 1

3.2. Resultado da analise dos Leucdcitos Totais
Nos grupos SPE-5FU e PE-5FU é possivel observar uma significante reducgéo

do nimero de LT por microlitro aos 7 dias apds a aplicacdo do quimioterapico quando
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comparado ao Baseline. Nos grupos SPE-CIS e PE-CIS houve uma reducdo gradativa,

porém ndo significativa no decorrer dos periodos quando comparado ao Baseline. Fig. 2

3.3. Resultado da anélise de ALT e AST

Nos resultados para ALT, na analise intragrupo o periodo Baseline apresentou
menor nivel de ALT comparado com 7 dias nos grupos SPE-CIS, PE-SS, PE-5FU e PE-
CIS, e com 30 dias nos grupos SPE-5FU, PE-5FU e PE-CIS (p<0,05); o periodo de 7
dias apresentou menor nivel de ALT comparado com 30 dias no grupo PE-5FU
(p<0,05). Na andlise intergrupos o grupo SPE-SS apresentou menor nivel de ALT aos 7
dias comparado com SPE-CIS, PE-SS, PE-5FU e PE-CIS e aos 30 dias comparado com
SPE-5FU e PE-5FU (p<0,05). O grupo PE-5FU apresentou maior nivel de ALT aos 30
dias comparado aos grupos SPE-SS, SPE-5FU, SPE-CIS, PE-SS e PE-CIS (p<0,05).
Fig. 3

Para AST, na analise intragrupo o periodo Baseline apresentou menor nivel de
AST com 7 dias no grupo PE-SS, e com 30 dias nos grupos SPE-CIS, PE-5FU e PE-
CIS (p<0,05); o periodo de 7 dias apresentou menor nivel de AST com 30 dias nos
grupos SPE-CIS, PE-5FU e PE-CIS (p<0,05). Na analise intergrupos o grupo SPE-SS
apresentou menor nivel de AST aos 7 dias comparado com PE-SS e aos 30 dias
comparado com SPE-CIS e PE-5FU e PE-CIS (p<0,05). O grupo PE-5FU apresentou
maior nivel de AST aos 30 dias comparado aos grupos SPE-5FU, PE-SS e PE-CIS
(p<0,05). O grupo PE-CIS apresentou maior nivel de AST aos 30 dias comparado ao

grupo PE-SS (p<0,05). Fig. 4
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3.4. Resultados da analise de Creatinina e Uréia

Na andlise da Creatinina ndo houve diferenca significante na analise
intragrupo. Na analise intergrupos o grupo SPE-SS apresentou menor nivel de
Creatinina aos 30 dias comparado com SPE-CIS e PE-CIS (p<0,05). Fig. 5

Nos resultados dos niveis de Ureia, na analise intragrupo o periodo Baseline
apresentou menor nivel de Uréia com 7 dias no grupo PE-CIS, e com 30 dias nos grupos
SPE-CIS e PE-CIS (p<0,05) e maior nivel de uréia comparado com SPE 5FU aos 7 e 30
dias e PE-5FU aos 7 e 30 dias (p<0,05). Na analise intergrupos o grupo PE-CIS
apresentou maior nivel de Uréia aos 7 dias comparado com SPE-SS, SPE-5FU, SPE-
CIS, PE-SS e PE-5FU e aos 30 dias os grupos SPE-CIS e PE-CIS apresentaram maior

nivel de ureia comparados com SPE-SS, SPE-5FU, PE-SS e PE-5FU (p<0,05). Fig. 6
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Discussao

4. Discussao

Este estudo avaliou a relagdo entre a PE e os quimioterdpicos 5-FU e CIS no
agravamento dos danos hepéticos e renais em ratos. Sabe-se que o 5-FU e a CIS, que
sdo drogas amplamente utilizadas no tratamento do cancer, podem acarretar danos ao
figado e rins pela toxicidade aos tecidos desses Orgdos [14-17]. Além disso, a DP
também pode exercer efeitos deletérios sobre os tecidos renais e hepaticos pela
translocacdo do processo inflamatdrio via corrente sanguinea [22-24], o que de forma
sinérgica aos efeitos do quimioterapico pode aumentar a debilidade do paciente
submetido & quimioterapia. Os protocolos quimioterapicos para o tratamento do cancer
costumam utilizar a associacdo de drogas com diferentes mecanismos de acdo para
potencializar o efeito terapéutico [8,32]. Por essa razdo um modelo animal foi proposto
para que se possa avaliar isoladamente o efeito do 5-FU ou da CIS sobre a influéncia da
PE nas func@es hepaticas e renais.

Em nosso estudo, a acdo sistémica das drogas quimioterapicas foi comprovada
pela analise dos LT. Para os animais que receberam aplicacdo de 5-FU houve uma
reducdo significativa dos LT apds a aplicacdo do 5-FU no periodo de 7 dias, seguido de
uma recuperacdo com aumento dos LT no periodo de 30 dias. Esse resultado esta de
acordo com estudo prévio que comprovou a imunossupressao nos animais que
receberam aplicacdo sistémica de 5-FU com a dose utilizada nesse estudo [26]. Para os
animais que receberam aplicacédo sistémica de CIS foi demonstrando uma redugdo nos
valores de LT, porém de maneira ndo significativa, caracterizando uma menor

imunossupressao causada pela CIS comparada ao 5-FU.
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Ao avaliarmos a PE, observou-se que nos animais portadores de PE houve
significante perda Ossea alveolar comparados aos animais sem inducdo da PE,
corroborando com estudo prévio que utilizaram metodologia semelhante para inducéao
da PE em ratos, onde a perda 6ssea alveolar ocorreu de maneira previsivel apds 7 dias
[25]. Além disso, ao realizarmos a comparacdo entre os grupos portadores de PE, o
grupo PE-5FU apresentou maior perda éssea alveolar aos 30 dias quando comparado
aos grupos PE-SS e PE-CIS, denotando uma maior influéncia do quimioterdpico 5-FU
na severidade da progressdo da PE. Os resultados do presente estudo estdo de acordo
com outros estudos realizado pelo grupo utilizando o quimioterdpico 5-FU em ratos
portadores de PE, onde também foi observado uma maior extensdo e severidade do
processo inflamatdrio nesses animais, demonstrando que o 5-FU aumenta o processo
inflamatorio causado pela PE [26,33,34].

Sabe-se que a DP pode estar associada a progressdo de doencas hepaticas,
como hepatite gordurosa ndo alcodlica, cirrose e carcinoma hepatocelular, além de
afetar transplantes hepéaticos através da translocacdo de bactérias, mediadores
inflamatorios e do estresse oxidativo [22]. Esses agentes patogénicos e mediadores
inflamatorios presentes no sangue circulante, geram uma carga imunoldgica e hormonal
lesiva para o figado [35]. No presente estudo foi demonstrado que os animais do grupo
PE-SS apresentaram elevacdo dos niveis séricos de ALT e AST apo6s 7 dias da indugéo
da PE, assim como maiores niveis de ALT e AST quando comparado ao grupo SPE-SS.
Tal resultado estd de acordo com estudo de Gulle et al. [36], que constatou maiores
niveis de ALT e AST em animais com PE induzida. Mediadores inflamatorios presentes
na DP e transcolados para o figado, como IL-12/23, TNF-a e IL-1, podem levar ao

recrutamento de neutroéfilos, provocando lesGes nos hepatdcitos e nas células endoteliais
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vasculares ao liberar oxidantes e proteases [37]. Em estudo clinico foi observado que os
niveis de ALT e GGT eram mais elevados em pacientes com bolsas periodontais com
profundidade > 4 mm quando comparados aos pacientes saudaveis [38].

Determinadas drogas quimioterapicas sdo capazes de causar danos hepaticos
pela sua toxicidade tecidual, sendo que os danos causados pela CIS podem estar
relacionado ao estresse oxidativo [39] e os causados pelo 5-FU est&o relacionados a sua
metabolizacdo hepatica pela enzima dihidropirimidina desidrogenase [14]. Em nossos
resultados ao avaliarmos as condigdes hepéticas nos grupos que receberam ambos 0s
quimioterapicos foi observado que nos grupos SPE-CIS e SPE-5FU houve elevagao dos
niveis de ALT e AST. Além disso, foi observado que o grupo PE-5FU apresentou de
maneira significante maiores niveis de ALT e AST comparado ao grupo SPE-5FU,
evidenciando que na presenca da PE houve um agravamento dos danos hepaticos
causados pelo quimioterapico 5-FU, o que ndo foi evidenciado entre os grupos SPE-CIS
e PE-CIS. Esse resultado pode estar relacionado com nossos achados histométricos, no
qual os animais do grupo PE-5FU apresentaram uma maior perda 6ssea comparado aos
do grupo PE-CIS, denotando que o comprometimento periodontal foi mais acelerado no
grupo PE-5FU. Em estudos prévios realizados pelo grupo utilizando o quimioterapico
5-FU em ratos portadores de PE, observou-se que esses animais apresentavam uma
grande extensdo e severidade do infiltrado inflamatério [26,33,34]. Portanto, podemos
inferir que de acordo com a maior severidade da PE nos ratos que receberam aplicacao
de 5-FU, houve um maior processo inflamat6rio e uma maior translocacao pela corrente
sanguinea dos mediadores inflamatdrios que podem ter atuado de forma sinérgica com o

quimioterapico, aumentando a severidade dos danos hepaticos.
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Os rins desempenham quatro fungfes essenciais: excre¢do dos produtos finais
do metabolismo, em especial a ureia; regulacdo do volume sanguineo e concentracéo de
eletrolitos; regulacdo da producéo de eritrocitos no osso medular através da secrecao de
eritropoietina; e participagdo na homeostase de calcio através da hidroxilagdo de
vitamina D3 em metabolitos ativos ou inativos [40]. A funcdo renal pode ser avaliada
pela mensuracdo da TFG, que também pode ser analisada usando a concentragdo sérica
de Creatinina [41]. Portanto a avaliacdo da Creatinina sérica pode ser um parametro
para avaliar a associacdo entre DP e funcdo renal [42]. Em nosso estudo ndo houve
diferenca significante nos niveis de Creatinina e Uréia entre os grupos SPE-SS e PE-SS
corroborando com estudo realizado por Franga et al. [43] que ndo demonstrou alteragdes
significativas nos marcadores séricos das funcbes renais em ratos portadores de PE.
Porém é importante salientar que esse mesmo estudo encontrou mudancas significativas
na histologia renal, no estresse oxidativo renal e na peroxidacgdo lipidica associada a
periodontite [43]. Portanto podemos supor que 0s parametros avaliados em nosso estudo
ndo foram suficientes para detectar as possiveis alteracdes renais decorrentes da PE,
pois é necessario que ocorra 70% ou mais da perda de funcdo renal para que acarrete
elevacdo dos niveis de creatinina e ureia [44]. Por outro lado, diversos estudos
concluiram que em pacientes portadores de DP, por apresentarem niveis elevados de
alguns marcadores inflamatdrios na circulagio como albumina e PCR [23], foi
encontrada uma associacao significativa entre a inflamacdo periodontal e a incidéncia
cumulativa de deteriorac¢do da funcéo renal [21,23,45].

Nos grupos que receberam aplicacdo de ambos 0s quimioterdpicos ndo foi
observado diferenca significante nos niveis de creatinina no decorrer dos periodos. Por

outro lado ao avaliarmos os niveis de ureia foi possivel observar uma elevagédo
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significante nos grupos SPE-CIS e PE-CIS aos 7 e 30 dias comparados ao baseline
evidenciando o0s danos renais ocasionados pelo quimioterapico CIS [17].
Adicionalmente o grupo PE-CIS apresentou de maneira significativa maiores niveis de
ureia aos 7 dias comparado com SPE-CIS. Deste modo podemos supor que a PE
agravou os danos causados pelo quimioterdpico CIS ao funcionamento renal logo nos
periodos iniciais. Porém, diante da significante elevacdo dos niveis de ureia e creatinina
nos grupos SPE-CIS e PE-CIS podemos inferir que os danos renais causados pelo
quimioterapico CIS se sobrepbs aos demais fatores contribuintes para o agravamento da
lesdo. O dano aos tubulos renais é reconhecidamente um importante fator patogénico na
nefrotoxicidade por CIS. A CIS acumula-se em altas concentracBes nas células
tubulares renais, levando a lesbes tubulares e morte celular [18]. Além disso foi
observado que pacientes submetidos ao tratamento de cancer com CIS ainda
apresentavam platina circulante detectavel no plasma apds 10 anos de administracdo da
droga, fato que exige atencéo pois pode levar ao aparecimento de efeitos colaterais de
longo prazo [46].

E importante ressaltar que o modelo experimental adotado, mesmo sendo
adequado e amplamente utilizado para avaliagdo da toxidade tecidual de
quimioterapicos [17,47] ou da DP, apresenta limitagcBes e deve ser visto com cautela
quanto a interacdo entre a DP e o agravamento das lesGes hepaticas e renais causadas
pelos quimioterapicos. O rato é um animal frequentemente utilizado em estudos para
avaliacdo hepatica e renal [48,49], assim como para pesquisa periodontal [29,25,33,34].
Além disso, estudos realizados em ratos com PE que foram submetidos ao tratamento
com aplicacdo sisttmica de drogas demonstraram que este € um modelo adequado e

previsivel [25,33,34]. Na PE a inflamagdo € estabelecida de forma répida sendo
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observada uma evidente destruicdo periodontal em 7 dias [29], desta forma acredita-se
que ocorra a translocacdo da inflamacdo de forma sistémica que possa afetar outros
orgdos [43,50]. Além disso, vale salientar que além das analises bioquimicas propostas
no presente estudo, outras analises sdo necessaria para melhor elucidar a inter-relagdo
entre as lesbes hepaticas e renais causadas pelos quimioterapicos e a PE.

Elucidar fatores que contribuam negativamente no estado geral do paciente
submetido a tratamento oncoldgico com quimioterdpicos é fundamental para que se
elabore adequadas terapias de suporte aos protocolos terapéuticos estabelecidos,
minimizando os efeitos adversos e melhorando a qualidade de vida dos pacientes.
Diante dos resultados apresentados no presente estudo, podemos concluir que a PE
contribuiu para o agravamento dos danos hepéticos causados pelo 5-FU e agravou de
maneira menos intensa os danos renais causados pela CIS, o que nos leva a crer que a
elaboracdo de protocolos terapéuticos para tratamento da DP prévios a administracao
dos quimioterdpicos sdo necessarios para minimizar os efeitos deletérios hepéticos e

renais causados pela associacdo da DP aos quimioterapicos.
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Fiz 1: A: Grafico mostrando média 2 dasviopadrio daPOA (vastibular 2 lingsal) do primetro molar inferior em cada
grupo & penodo. Abmeviagdes: ¥ Diferenga sstatisticamente sisnificante no mesmo grupo com 7 dias. © Diferenga
estatisticamente significante com os grupos SPE-S8, SPE-CIS = SPE-5FU nos mesmos penodos. Q Diferenga
estatisticaments significantz com PE-S8 nos mesmos periodos. T Diferenga sstatisticaments significants com PE-CIS
nos masmos pariodos. (Taste ANOVA, teste é2 Tuksy) (p = 0,05). B-G: Imazens reprasentativas do osso aveolar
vestibular (B-D) 2 lingsal (E-G) dos animais n3o portadoras d2 PE que n3o foram submetidos 2 quimioterapia (B/E) 2
submetidos a quimioterapia com 3-FU (CF) cv CB (D/G) 205 30 dias. H-M: Imagens reprasentativas do osso alveolar
vestibular (H-J) 2 lingsal (K-M) dos animais portadoras d2 PE que n3o foram submetidos a quimioterapia (H/K) 2
submetidos a quimioterapia com 3-FU (IL) ou CB (J/M). Satas pretas indicando aperda 0ss2a alveolar.
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Figura 2 - Capitulo 2
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Fig. 2: Gréafico mostrando média dos Leucécitos Totais em cada grupo no decorrer dos periodos.
Abreviacdes: * Diferenca estatisticamente significante com Baseline. (Teste ANOVA, teste de Tukey)
(p <0,05).
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Figura 3 - Capitulo 2
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Fig. 3: Grafico mostrando média e desvio padrdo dos niveis de ALT de acordo com cada grupo e
periodo. Abreviagdes: * Diferenca estatisticamente significante no mesmo grupo com Baseline. 7
Diferenga estatisticamente significante no mesmo grupo com 7 dias. ® Diferenga estatisticamente
significante com os grupos SPE-SS nos mesmos periodos. Q Diferenga estatisticamente significante
com PE-5FU nos mesmos periodos. (teste ANOVA, teste de Tukey) (p <0,05).
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Fig. 4. Gréafico mostrando média e desvio padrdo dos niveis de AST de acordo com cada grupo e
periodo. Abreviagdes: * Diferenca estatisticamente significante no mesmo grupo com Baseline.
Diferenga estatisticamente significante no mesmo grupo com 7 dias. ® Diferenga estatisticamente
significante com os grupos SPE-SS nos mesmos periodos. {2 Diferenca estatisticamente significante

com PE-5FU nos mesmos periodos. 1 Diferenca estatisticamente significante com PE-CIS nos
mesmos periodos. (teste ANOVA, teste de Tukey) (p < 0,05).
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Figura 5 - Capitulo 2
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Fig. 5 - Gréfico representando os niveis de Creatinina de acordo com cada grupo e periodo.
Abreviagdes: o Diferenca estatisticamente significante com os grupos SPE-SS nos mesmos periodos.
(teste ANOVA, teste de Tukey) (p <0,05).
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Fig. 6: Grafico mostrando média e desvio padrdo dos niveis de Ureia de acordo com cada grupo e
periodo. Abreviagdes: * Diferenca estatisticamente significante no mesmo grupo com Baseline. §
Diferenga estatisticamente significante com PE-CIS nos mesmos periodos. (teste ANOVA, teste de
Tukey) (p <0,05).
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Consideragoes Finais
Considerac0es Finais

As neoplasias constituem-se na segunda causa de morte no Brasil,
representando aproximadamente 17% dos Obitos de causa conhecida notificados em
2007. De acordo com o Instituto Nacional de Cancer (INCA) a estimativa para o biénio
2016/2017 é de 596 mil novos casos de cancer. Entre os homens, sdo esperados 295.200
novos casos, e entre as mulheres, 300.800. As drogas antineoplasicas, embora
comumente utilizadas no tratamento de diversos tipos de cancer, ndo tém suas
atividades restritas apenas as células tumorais, podendo causar danos genotdxicos em
celulas saudaveis (McGUIRE, 2002; ARIAS, 2008), debilitando o paciente e podendo
interferir no protocolo terapéutico. Além do mais, a frequéncia e a severidade das
condi¢cdes que aumentam a morbidade do paciente dependem de fatores associados
tanto ao paciente quanto a terapia antineoplasica, como o tipo de neoplasia, a droga
utilizada e sua dose, o regime quimioterapico, a extensdo da mielossupressao, além da
idade do paciente, seu estado nutricional e os cuidados com a higiene oral (DOOD et al.,
2001; KIM et al., 2012). Portanto, sabendo-se que a quimioterapia pode comprometer o
estado geral do paciente, existe grande preocupacdo em se conhecer os efeitos dos
quimioterapicos nos tecidos que podem ser afetados por estas drogas e seu regime de
administracdo, assim como a interacdo dos quimioterdpicos com condicdes
inflamatdrias preexistentes, como a periodontite. Essa associacdo pode interferir
agravando a progressdo da DP local (GARCIA et al., 2015; THEODORO et al., 2016;
THEODORO et al., 2017) ou mesmo potencializar danos sistémicos em decorréncia do
efeito sinérgico da toxidade dos quimioterapicos em determinados 6rgdos (ABDOU et

al, 2014; LI et al., 2015; TAM et al., 2015) com os danos sistémicos ocasionados pela
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inflamacéo periodontal (YOSHIHARA et al., 2017; HAN et al., 2016; DA COSTA et

al., 2015).

Diante de nossos resultados ao avaliarmos a influéncia dos quimioterapicos 5-
FU e CIS na evolucéo da PE, observou-se que ambos contribuiram para o agravamento
da evolucdo da PE por duas vias: aumentando a intensidade e dura¢do do processo
inflamatdrio. Portanto observou-se além da intensidade maior do processo inflamatério,
0 tempo que perdurou o intenso processo inflamatorio periodontal foi mais prolongado
nos animais que receberam ambos o0s quimioterapicos. Além disso, observou-se
diminui¢do da capacidade de reparo tecidual por redugdo do “turnover” celular e
vascular. Quando a duracdo do processo inflamatdrio é prolongada por uma condicéao
sistémica, ocorre o atraso na fase de formacdo dssea, reduzindo significativamente a
capacidade de formacdo Ossea reparativa (GRAVES et al., 2011). Além do que, a
angiogése e fator determinante para o processo de reparo 0sseo (WANG et al. 2007).
Desta forma, a influéncia dos quimioterapicos 5-FU e CIS na evolucdo da PE resultou
de forma significativa maior perda 6ssea, porém comparativamente esta foi maior nos
animais que receberam aplicacdo de 5-FU do que de CIS, denotando uma maior

influéncia do 5-FU na severidade da PE.

Sabe-se que 0s mecanismos infecciosos e inflamatérios relacionados a DP
(VAN DYKE & VAN WINKELHOFF, 2013) sdo capazes de alterar diversas condi¢bes
sisttmicas (CHAPPLE et al., 2013; CHAMBRONE et al., 2013; PAPAPANOU, 2015;
HAN et al., 2016), 0 que associada as alteragdes hepaticas e renais causadas pelo 5-FU
ou CIS (LUNENBURG et al., 2016; KARASAWA et al., 2015), podem potencializar os
danos causados a esses 0rgaos. Portanto, ao avaliarmos de forma sistémica a influéncia

da PE sobre as fung¢Ges hepéticas e renais em animais que receberam aplicacdo de 5-FU
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ou CIS observou-se que a PE associada ao 5-FU apresentou de maneira significante
maiores niveis de ALT e AST, evidenciando que na presenca da PE houve um
agravamento dos danos hepaticos causados pelo quimioterdpico 5-FU e a CIS
apresentou de maneira significativa maiores niveis de ureia e ndo apresentou diferenca
significativa nos niveis de creatinina, demostrando que a PE agravou os danos renais
ocasionados pela CIS em apenas um dos parametros avaliados no presente estudo.

O tratamento de qualquer condi¢do patoldgica preexistente na cavidade oral,
como restauracdes insatisfatorias, DP, ma higiene oral e demais processos infecciosos
constituem um aspecto importante do tratamento geral de pacientes com cancer (HONG
et al., 2010). Os efeitos colaterais do tratamento do cancer podem prejudicar
significativamente a qualidade de vida dos pacientes e uma salde bucal adequada pode
minimizar essas sequelas. Porém, normalmente a prioridade terapéutica é dada a
condigdo letal que é o cancer, e administrar os cuidados bucais tornou-se uma atividade
frequentemente negligenciada (BARKER et al., 2005). No entanto, uma abordagem
multidisciplinar envolvendo as diversas areas da salde pode favorecer o paciente e
ajudar a elaborar alternativas terapéuticas que possam minimizar as sequelas e os efeitos

adversos das terapias para tratamento do cancer (WONG 2014).

Elucidar os fatores que contribuem negativamente no estado geral do paciente
submetido a tratamento oncoldgico com quimioterdpicos é fundamental para que se
elabore adequadas terapias de suporte aos protocolos terapéuticos estabelecidos,
minimizando os efeitos adversos e melhorando a qualidade de vida dos pacientes. Além
disso, as estratégias para a implementacdo de protocolos de cuidados bucais e uma
melhor integracdo dos servigos odontologicos e médicos devem ser desenvolvidas.

Diante de nossos resultados, podemos concluir que ambos os quimioterapicos, 5-FU ou
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CIS, exacerbaram a severidade da PE, sendo que os danos periodontais causadas pelo 5-
FU foram comparativamente mais severos e mais rapido do que os causados pela CIS.
Adicionalmente, a PE agravou os danos hepéticos causados pelo 5-FU e agravou de
maneira menos evidente os danos renais causados pela CIS. Dessa forma concluimos
que a elaboragdo de protocolos terapéuticos para tratamento da DP, de preferéncia
prévios a administracdo dos quimioterdpicos sdo necessarios para minimizar o
agravamento da DP pelos quimioterapicos e 0s danos hepéticos e renais causados pelo

efeito sinérgico da DP com os quimioterapicos.
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Anexo B — Delineamento do Estudo
0 dias 2 dias 7 dias 15 dias 30 dias
I I I I I
- Coleta de sangue Aplicagao 22 Eutanésia Eutanésia Eutanasia
dose dos
- Aplicaggo 12 dose quimioterépicos Coletade sangue  Obtencéo das Coleta de sangue
dos quimioterépicos mandibulas
5-FU (60 e 40 mg/kg) Obtencéo das Obtencéo das
ou Cis (5 e 2,5 mg/Kg) mandibulas mandibulas

- Instalagéo da
ligadura

Anexo C — Figura Representativa da regido de interesse (ROI) da
analise de Porcentagem de Volume de Tecido Osseo (PVTO).
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Anexo D — Figura representativa da metodologia adotada para
anélise histometrica da PASO e area adotada para contagem de
celulas TRAP e PCNA positivas.

Anexo E — Figura representativa da metodologia adotada para
anélise fotométrica da POA.

A — Trago vermelho: Regido de perda ¢ssea da porcéo vestibular do primeiro molar
inferior. B — Traco vermelho: Regido de perda dssea da por¢édo lingual do primeiro
molar inferior.
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Anexo F - Normas para Publicacdo do Periodico Journal of
Periodontology

Journal of Periodontology Author Instructions
This update includes a general reorganization of the author guidelines as well as improved navigation.
Other changes include online-only publication, conflict of interest form collection, and updates to clinical
trial registration requirements.
The Journal of Periodontology publishes articles relevant to the science and practice of periodontics and
related areas. Manuscripts are accepted for consideration with the understanding that text, figures,
photographs, and tables have not appeared in any other publication, except as an abstract prepared and
published in conjunction with a presentation by the author(s) at a scientific meeting, and that material
has been submitted only to this journal.
The Journal of Periodontology accepts manuscript submissions online at ScholarOne Manuscripts. To
start a new submission, enter the Author Center and click "Click here to submit a new manuscript."
Details regarding each submission step are located at the top of the page in ScholarOne Manuscripts.
Authors should prepare manuscripts in accordance with the instructions below. Failure to do so may
result in delays or manuscript unsubmission.
MANUSCRIPT CATEGORIES AND SPECIFIC FORMATS
Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the categories defined below.
Specific information regarding length and format is provided for each category. Please also refer to the
instructions provided under General Format and Style. All manuscripts will be reviewed by the Editors for
novelty, potential to extend knowledge, and relevance to clinicians and researchers in the field. Some
manuscripts will be returned without review, based on the Editors’ judgment of the appropriateness of
the manuscript for the Journal of Periodontology .
ORIGINAL ARTICLES
These are papers that report significant clinical or basic research on the pathogenesis, diagnosis, and
treatment of the different forms of periodontal disease. Papers dealing with design, testing, and other
features of dental implants are also included.
Format
Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references, and figure legends).
The reference list should not exceed 50 references, and the total combined number of figures and tables
must be six or fewer. Multi-panel figures are acceptable.
Abstract
All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than 250 words
and the following four paragraphs:

e Background: Describes the problem being addressed.

e Methods: Describes how the study was performed.

e  Results: Describes the primary results.

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

implications.

Introduction
The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale for the study. More
detailed comparisons to previous work and conclusions of the study should appear in the Discussion
section.
Materials and Methods
This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other investigators would be
able to reproduce the research. When established methods are used, the author need only refer to
previously published reports; however, the authors should provide brief descriptions of methods that are
not well known or that have been modified. Identify all drugs and chemicals used, including both generic
and, if necessary, proprietary names and doses. The populations for research involving humans should
be clearly defined and enrollment dates provided.
Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures, and supplemental
material as appropriate.
Discussion
New and possible important findings of the study should be emphasized, as well as any conclusions that
can be drawn. The Discussion should compare the present data to previous findings. Limitations of the
experimental methods should be indicated, as should implications for future research. New hypotheses
and clinical recommendations are appropriate and should be clearly identified. Recommendations,
particularly clinical ones, may be included when appropriate.
Publication of Accepted Original Articles
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Please note that accepted manuscripts which are classified by the Editors as "Discovery Science” will be
placed on an accelerated schedule for online-only publication. See Online-Only Publication below.

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

Title Page

Abstract (or Introduction) and Key Words
Text

Footnotes

Acknowledgment(s)

References

Figure Legends

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

TITLE PAGE
The title page should contain:

1. a concise but informative title;

2. first name, middle initial, and last name of each author, with the highest academic degree and
the current institutional affiliation, including department, for each (please use footnote symbols
in the sequence *, t, #, §, I, 4, #, **, etc. to identify authors and their corresponding
institutions);

3. disclaimers, if any;

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

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

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

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

KEY WORDS

A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to facilitate indexing
should be listed below the abstract.

ACKNOWLEDGMENT(S) AND CONFLICTS OF INTEREST

Acknowledgment(s)

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

Conflicts of Interest

In the interest of transparency and to allow readers to form their own assessment of potential biases
that may have influenced the results of research studies, the Journal of Periodontology requires that all
authors declare potential competing interests relating to papers accepted for publication. Conflicts of
interest are defined as those influences that may potentially undermine the objectivity or integrity of the
research, or create a perceived conflict of interest.

Authors are required to submit:

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

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

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

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

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

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

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

Journals

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

2. Corporate author. Federation Dentaire Internationale. Technical report no. 28. Guidelines for
antibiotic prophylaxis of infective endocarditis for dental patients with cardiovascular disease.
Int Dent J 1987;37:235.

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

4. Non-English-language titles translated into English. Buchmann R, Khoury F, Hesse T, Miiller RF,
Lange DE. Antimicrobial therapy of peri-implant disease (in German). Z Zahnérztl Implantol
1996;12:152-157.

Books and Other Monographs

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

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

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

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

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

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

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

3. Web sites. Centers for Disease Control and Prevention. Periodontal Disease. Available at:
http://www.cdc.gov/OralHealth/topics/periodontal_disease.htm. Accessed September 29, 2010.

TABLES

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

FIGURES

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

Figure Legends

Legends should be typed double-spaced with Arabic numbers corresponding to the figure. When arrows,
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symbols, numbers, or letters are used, explain each clearly in the legend; also explain internal scale,
original magnification, and method of staining as appropriate. Panel labels should be in capital letters.
Legends should not appear on the same page as the actual figures.
FOOTNOTES
Footnotes should be used only to identify author affiliations; to explain symbols in tables and
illustrations; and to identify manufacturers of equipment, medications, materials, and devices. Use the
following symbols in the sequence shown: *, t, #, §, II, §, #, **, t1, etc.
SUPPLEMENTARY MATERIAL
The Journal of Periodontology includes supplementary material in the online Journal
(www.joponline.org). All supplemental material should be called out in the text.
Supplementary Figures and Tables
Journal of Periodontology articles are limited to a combined total of six figures and tables in the print
publication. Any additional figures and tables should be submitted as supplementary files. Each
supplementary figure or table should be submitted as a separate file. Please follow the guidelines
regarding resolution, format, etc. for printed figures (see Digital Art Guidelines) and tables (see above)
when preparing supplementary figures and tables. In summary, each figure, table, or multimedia file
should be uploaded separately and the file names should clearly identify the file (i.e.,
SupplementaryFigurel.tif, SupplementaryTablel.xls, etc.). If file size limitations prevent you from
uploading your supplemental material, please e-mail jerry@perio.org.
Supplementary Videos
The Journal of Periodontology publishes short videos to supplement a paper when appropriate. Most
standard video formats are accepted. Videos should be edited to remove extraneous material. Authors
should adhere to OSHA regulations when preparing their videos. Please e-mail bethanne@perio.org for
information on how to submit videos. If your video is accepted for publication, all authors will need to
submit a video copyright form. This form can be found on ScholarOne Manuscripts in the upper right-
hand corner under "Instructions & Forms."
STYLE
Please follow the guidelines below when preparing a manuscript:

e Be sure to put the genus and species of an organism and journal names in the reference section

in italics.

Do not italicize common Latin terms such as in vitro, in vivo, e.g., ori.e.
Use a block style; do not tabulate or indent material.

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

e Authors are encouraged to use the disease classification as outlined in the Annals of
Periodontology, volume 4 (1999 International Workshop for a Classification of Periodontal
Diseases and Conditions).

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

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

e  Statistical methods should be described such that a knowledgeable reader with access to the
original data could verify the results. Wherever possible, results should be quantified and
appropriate indicators of measurement error or uncertainty given. Sole reliance on statistical
hypothesis testing or normalization of data should be avoided. Data in as close to the original
form as reasonable should be presented. Details about eligibility criteria for subjects,
randomization, methods for blinding of observations, treatment complications, and numbers of
observations should be included. Losses to observations, such as dropouts from a clinical trial,
should be indicated. General-use computer programs should be listed. Statistical terms,
abbreviations, and symbols should be defined. Detailed statistical, analytical procedures can be
included as an appendix to the paper if appropriate.

AUTHORSHIP

Individuals identified as authors must meet all of the following criteria established by the International
Committee of Medical Journal Editors: 1) substantial contributions to conception and design, or
acquisition, analysis, or interpretation of data; 2) drafting the article or revising it critically for important
intellectual content; 3) final approval of the version to be published; and 4) agreement to be
accountable for all aspects of the work in ensuring that questions related to the accuracy or integrity of
any part of the work are appropriately investigated and resolved.

Once the Journal has received a manuscript, any changes in authorship must be faxed to the editorial
office at 312/573-3225 (attn: Jerry Eberle, Editorial Specialist) or e-mailed to jerry@perio.org and must
contain the signature of the author who has been added or removed from the paper. Authors who are
added must submit a conflict of interest and financial disclosure form (see below).

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

All manuscripts reporting the use of human subjects must include a statement that the protocol was
approved by the author’s institutional review committee for human subjects AND that the study was
conducted in accordance with the Helsinki Declaration of 1975, as revised in 2013. Do not use any
designation in tables, figures, or photographs that would identify a patient, unless written consent from
the patient is submitted.

For research involving the use of animals, it is necessary to indicate that the protocol was approved
by the author’s institutional experimentation committee or was in accordance with guidelines approved
by the Council of the American Psychological Society (1980) for the use of animal experiments.
PRODUCT IDENTIFICATION
Use of brand names within the title or text is not acceptable, unless essential when the paper is
comparing two or more products. When identification of a product is needed or helpful to explain the
procedure or trial being discussed, a generic term should be used and the brand name, manufacturer,
and location (city/state/country) cited as a footnote.

REVISED MANUSCRIPTS

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

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

2. Only the most recent version of each file should be uploaded. You may have to delete older files
from the Author Center.

3. Please upload a version of the manuscript with changes highlighted or track changes
enabled. This should be uploaded as a supplemental file.

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

REVIEW PROCESS

Peer Review

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

Checking the Status of a Manuscript

During the peer-review process, the current status of a manuscript can be found in the Author Center
(click "Submitted Manuscripts" or "Manuscripts I Have Co-Authored"). Once a decision has been made,
all authors are notified by e-mail. No hard copy letters will be mailed.

MANUSCRIPT ACCEPTANCE

All manuscripts accepted for publication become the property of the American Academy of
Periodontology. All authors are required to sign a copyright form. An e-mail with a link to this electronic
form will be sent to all authors upon acceptance.

Once all forms are received by the editorial office, an unedited version of the accepted manuscript
will appear online ahead of print at http://www.joponline.org/toc/jop/0/0. Once a manuscript is online
ahead of print, it is fully citable based on the Digital Object Identifier (DOI) assigned to the manuscript.
Manuscripts will be copyedited, published online, and printed (unless online-only) in an issue of the
Journal approximately 4 to 5 months after acceptance. Authors will be notified about a final publication
date by the Editorial Office.

Reprints

Corresponding authors may purchase reprints at the time pages are received for proofreading. Reprints
can be purchased in 4-color or black and white. Electronic reprints are also available.

Online-Only Publication

Accepted manuscripts that are classified by the Editors as "Discovery Science” will be placed on an
accelerated schedule for online-only publication. They will be assigned to an issue, copyedited, and
published in the online Journal. Online-only manuscripts will be listed in the printed table of contents of
the assigned issue but will not appear in the printed issue. Manuscripts are classified as “Discovery
Science” if: a) the study is conducted in isolated cells or tissues to explore mechanisms relative to
periodontitis/periodontal tissues; or b) the research is not within one step of clinical application.
Funding Agency Requirements

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

Authors are responsible for complying with all funding agency requirements.
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Inquiries regarding current submissions should be sent to: Editorial Specialist, Journal of Periodontology,
737 North Michigan Avenue, Suite 800, Chicago, IL 60611-6660. Telephone: 312/573-3255; e-
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Anexos

Anexo G - Normas para Publicacdo do Periddico Journal of
Supportive Care in Cancer.

Instructions for Authors

* Original Articles — body text is limited to 3500 words. There may be 45 references and no more than six
figures/tables.

Review Articles — generally solicited by the editors but unsolicited proposals containing an abstract and
outline can be sent to the editors for consideration. The word limit for Review Atrticles is up to 4,000
words for body text (excludes figures, charts, references, abstract).

Letter to the Editor — SCC occasionally accepts letters to the editor pertaining to articles published in the
Journal. These should not exceed 1000 words body text and will be passed to the authors of the article to
which the comment applies to solicit a response. There may be up to 10 references.

Commentary — articles should be on innovative areas or opportunities for further research. The body text
is limited to 1,000 words. There may be up to 20 references, and one figure or chart.

Review procedure

All manuscripts undergo strict peer review. Manuscripts are initially considered by the Editor-in-Chief.
Any manuscript that does not meet the general certain criteria of the journal, e.g.

* relevance to the aims of the journal with the topic being of overall general interest

« sufficiently original and contributing to the advancement of the field,

e clearly written with appropriate study methods, well-supported data and conclusions which are
supported by the data

will be returned to the author without review.

All other submitted manuscripts are assigned to an Associate Editor who will manage the external peer
review process and editorial decision. The Journal encourages authors to recommend individuals who
could be considered as reviewers, providing the editorial office with full names and contact details.
Authors are also given the opportunity to request the exclusion of a specific reviewer. In this case, authors
should provide justification for their request.

Each manuscript is reviewed by a minimum of two expert referees who will provide unbiased, critical and
independent assessment of the submission. The (corresponding) author is notified by email of the editorial
decision, which will include any applicable criticisms and comments from the reviewers and managing
editor. The decision to accept with/without revision or otherwise, will be made by the Editor-in-Chief
based on the critical assessments of the experts.

Manuscripts which are returned to the authors for minor or major modifications should be resubmitted
online within one or three months, respectively; otherwise, they will be considered withdrawn. Normally,
revised manuscripts are reassessed by the same reviewers to determine if the authors have satisfactorily
addressed their criticisms and comments. Depending upon this evaluation, the manuscript may be
accepted or rejected. Any questions or concerns regarding the editorial decision on a manuscript must be
submitted directly to the editorial office within 3 months.

Confidentiality

All manuscripts are treated by the assigned reviewers as privileged and confidential information.
Reviewers may request advice from another party, subject to the general principles of confidentiality and
permission of the managing editor. Reviewers’ comments are not published or made available publicly
except with the prior written permission of the reviewer, author and editor. However, reviewers’
comments are shared with the other reviewers of the same paper, and reviewers will be notified of the
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editor’s decision. The reviewers’ identity remains anonymous. All reviewers are asked to disclose any
potential conflict that could influence their opinions of manuscripts, prior to review of manuscript.

Manuscript preparation
We urge authors to follow the guidelines for authors to speed up the review and publication process.
All manuscripts are subject to copyediting upon acceptance, however, authors are asked to ensure that
manuscripts from non-native English language speakers should have the language and grammar checked
by a native speaker or a professional agency. Poorly written articles cannot be reviewed and will be
returned to the authors.

Authorship Criteria and Contributions
All listed authors should have seen and approved the final version of the manuscript.
All authors of accepted articles must sign an authorship form affirming that they have met all
three of the following criteria for authorship, thereby accepting public responsibility for
appropriate portions of the content:
1. substantial contributions to conception and design, or acquisition of data, or analysis and
interpretation of data;
2. drafting the article or revising it critically for important intellectual content;
3. approval of the version to be published and all subsequent versions.
If authorship is attributed to a group (such as for multi-center trials), the group must designate
one or more individuals as authors or members of a writing group who meet full authorship
criteria and who accepts direct responsibility for the manuscript.
Other group members who are not authors should be listed in the Acknowledgment section of the
manuscript as participating investigators.
Individuals who do not meet the criteria for authorship but who have made substantial, direct
contributions to the work (e.g., purely technical help, writing assistance, general or financial or
material support) should be acknowledged in the
Acknowledgments section of the manuscript, with a brief description of their contributions.
Authors should obtain written permission from anyone they wish to list in the Acknowledgments
section.

Redundant, Duplicate or Fraudulent Publication
Authors must not simultaneously submit their manuscripts to another publication if that
manuscript is under consideration by Supportive Care in Cancer.
Redundant or duplicate publication is a paper that overlaps substantially with one already
published in print or electronic media. At the time of manuscript submission, authors must
inform the editor about all submissions and previous publications that might be regarded as
redundant or duplicate publication of the same or very similar work. Any such publication must
be referred to and referenced in the new paper.
Copies of such material should be included with the submitted paper as a supplemental file.
Authors must not:
+ Willfully and knowingly submit false data
* Submit data from source not the authors’ own
* Submit previously published material (with the exception of abstracts) without correct and
proper citation
* Omit reference to the works of other investigators which established a priority
* Falsely certify that the submitted work is original
» Use material previously published elsewhere without prior written approval of the copyright
holder
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Manuscript Submission

Manuscript Submission

Submission of a manuscript implies: that the work described has not been published before; that it is not
under consideration for publication anywhere else; that its publication has been approved by all co-
authors, if any, as well as by the responsible authorities — tacitly or explicitly — at the institute where the
work has been carried out. The publisher will not be held legally responsible should there be any claims
for compensation.

Permissions

Authors wishing to include figures, tables, or text passages that have already been published elsewhere
are required to obtain permission from the copyright owner(s) for both the print and online format and to
include evidence that such permission has been granted when submitting their papers. Any material
received without such evidence will be assumed to originate from the authors.

Online Submission

Authors should submit their manuscripts online. Electronic submission substantially reduces the editorial
processing and reviewing times and shortens overall publication times. Please follow the hyperlink
“Submit online” on the right and upload all of your manuscript files following the instructions given on
the screen.

Title Page
The title page should include:

The name(s) of the author(s)

A concise and informative title

The affiliation(s) and address(es) of the author(s)

The e-mail address, telephone and fax numbers of the corresponding author

Abstract

Please provide a structured abstract of 150 to 250 words which should be divided into the following
sections:

Purpose (stating the main purposes and research question)
Methods

Results

Conclusions

Keywords

Please provide 4 to 6 keywords which can be used for indexing purposes.

Structured Abstract
Authors are asked to state the relevance of their manuscript to inform research, policies and/or programs.

Text Formatting

Manuscripts should be submitted in Word.

Use a normal, plain font (e.g., 10-point Times Roman) for text.
Use italics for emphasis.

Use the automatic page numbering function to number the pages.
Do not use field functions.

Use tab stops or other commands for indents, not the space bar.
Use the table function, not spreadsheets, to make tables.
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Use the equation editor or MathType for equations.
Save your file in docx format (Word 2007 or higher) or doc format (older Word
versions).

Manuscripts with mathematical content can also be submitted in LaTeX.
LaTeX macro package (zip, 182 kB)

Headings

Please use no more than three levels of displayed headings.

Abbreviations

Abbreviations should be defined at first mention and used consistently thereafter.

Footnotes

Footnotes can be used to give additional information, which may include the citation of a reference
included in the reference list. They should not consist solely of a reference citation, and they should never
include the bibliographic details of a reference. They should also not contain any figures or tables.

Footnotes to the text are numbered consecutively; those to tables should be indicated by superscript
lower-case letters (or asterisks for significance values and other statistical data). Footnotes to the title or
the authors of the article are not given reference symbols.

Always use footnotes instead of endnotes.

Acknowledgments

Acknowledgments of people, grants, funds, etc. should be placed in a separate section before the
reference list. The names of funding organizations should be written in full.

Scientific style

Please always use internationally accepted signs and symbols for units (SI units).

Genus and species names should be in italics.

Generic names of drugs and pesticides are preferred; if trade names are used, the generic
name should be given at first mention.

Citation
Reference citations in the text should be identified by numbers in square brackets. Some examples:

1. Negotiation research spans many disciplines [3].
2. This result was later contradicted by Becker and Seligman [5].
3. This effect has been widely studied [1-3, 7].

Reference list

The list of references should only include works that are cited in the text and that have been published or
accepted for publication. Personal communications and unpublished works should only be mentioned in
the text. Do not use footnotes or endnotes as a substitute for a reference list.

The entries in the list should be numbered consecutively.

Journal article


http://static.springer.com/sgw/documents/468198/application/zip/LaTeX.zip

147

Gamelin FX, Baquet G, Berthoin S, Thevenet D, Nourry C, Nottin S, Bosquet L (2009) Effect
of high intensity intermittent training on heart rate variability in prepubescent children. Eur J
Appl Physiol 105:731-738. doi: 10.1007/s00421-008-0955-8
Ideally, the names of all authors should be provided, but the usage of “et al” in long author lists
will also be accepted:
Smith J, Jones M Jr, Houghton L et al (1999) Future of health insurance. N Engl J Med
965:325-329

. Article by DOI
Slifka MK, Whitton JL (2000) Clinical implications of dysregulated cytokine production. J Mol
Med. d0i:10.1007/s001090000086

. Book
South J, Blass B (2001) The future of modern genomics. Blackwell, London
o Book chapter

Brown B, Aaron M (2001) The politics of nature. In: Smith J (ed) The rise of modern genomics,
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Figure Captions
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In order to give people of all abilities and disabilities access to the content of your supplementary files,
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