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Dedicatdria

ADEUS

Dedico este trabalho ao meu Criador, Redentor e Salvador, pois existir em Ti e

para o Teu louvor é o prazer que hd em mim.

Aos meus Pais, aria Regina e fosias

Pela dedicacgéao, carinho, sustento, paciéncia, orientacdo, seguranca e conforto
dispensados a mim. Por acreditarem em meus sonhos e ndo medirem esforgcos

para me ajudar, por nunca desistirem de mim em todas as circunstancias.

M se, o seu amor, sua entrega, altruismo, fé e suas oragfes foram o alicerce

para que eu chegasse até aqui. Encontro em vocé um exemplo de crista,
humana, filha, mée, profissional e amiga. Eu ndo seria quem sou se néo fosse
por todo seu cuidado, preocupacdo, protecdo e companheirismo em todas as
situacdes, nas boas e ruins; foi vocé que se alegrou e sorriu comigo nos
momentos de conforto e calmaria e também que chorou e dobrou os joelhos em
oracdo nos momentos dificeis (e que ndo foram poucos, hein!). Minha gratiddo
por vocé é eterna e meu amor imensuravel, sé o Altissimo Deus pode retribuir

tudo quanto vocé merece. Te amo sempre e para sempre.

Pai, muito obrigado por me apoiar e me ajudar nesse momento, por desejar

sempre o melhor para mim. Sei que nds temos nosso jeito de expressarmos 0s
sentimos e nossas diferencas (ou semelhancgas, né?!), mas no fundo no fundo o
ha um sentimento bom. Peco a Deus para que te proteja, te abencoe e que Ele

me permita retribuir a vocé a mae um pouco de tudo o que fazem por mim.

5 e Pai devo tudo isso a vocés, muito obrigado por tudo e eu 0s amo demais.

A querida Zamilia Zol

“‘Quem caminha sozinho pode até chegar mais rapido, mas aquele que vai

acompanhado, com certeza vai mais longe.” Clarice Lispector. Essa frase

descreve bem o quanto esse trabalho é de vocés!!! E por isso eu os dedico. Meus

amigos de faculdade, principalmente, de vida, saibam que sem a colaboracéo
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valiosa de cada um, a realizacdo disso seria impossivel. Desfrutar dessa
conquista com vocés é algo muito mais do justo. Querida e eterna familia ZOL.:
“Luan Toro, Joao Martins, Cristian Statickievst, Thamires Cavazana,
Nathalia Januario, Fernanda Furuse, Leticia Ferreira, Tiago Esgalha, Luy de
Abreu Costa, Jéssica Santana, Jéssica Freire, Vinicius Ganzaroli, Mariane

Bocalon, Isabella Zacarin e Professor Edilson Ervolino”.
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ADEUS

Pela dadiva da vida, pela salvagdo em Jesus Cristo, pela minha familia.

Por me permitir sonhar e realizar sonhos conforme a sua vontade.

Por colocar em meu caminho amigos especiais, que em muitos momentos se
fizeram como familia, pessoas que me ajudaram e que fizeram meus dias mais
alegres e coloridos e que tornaram o fardo da minha jornada mais leve.

Pela minha saude, integridade, paciéncia, e por ter me dado crescimento como
pessoa, como amiga, como profissional e principalmente como filha D’Ele.

Por me abrir portas e oportunidades das quais eu jamais imaginei viver e
merecer, mas sua misericordia e bondade téo infinitas me alcangam a cada novo
dia.

Por viver os Seus milagres de uma maneira extraordinariamente real, e aprender
a ser inteiramente dependente Dele, e assim aumentar e lapidar a minha Fé.
Deus, te agrade¢o com toda minha alma, minha vida e todo meu entendimento,
pois 0 Senhor fez infinitamente mais do que eu pedi ou imaginei, e Sua presenca

viva em minha vida, foi o que me fez alcancar a vitéria.

Ao querido Mestre e Orientador Prof. 5di|son grvolino

Ao meu querido orientador Professor Dr. Edilson, o melhor professor e
orientador que poderia ter!!! Um ser humano precioso e incrivel que consegue
reunir tantas virtudes e vive-las com humildade e sinceridade! Nosso maior
exemplo de garra, determinacéo, perfeccionismo, competéncia, profissional
integro e ético, respeitador, amigo leal e o docente mais didatico que existe no
mundo, além de um bom pai e esposo, que desempenha esses e outros adjetivos
com tanta maestria. O Rei da querida familia ZOL, rsrsrs.

Um orientador que demonstra que ensinar € mostrar que é possivel. Sempre nos
mostrando o melhor caminho, sempre alegre e comemorando nossas vitérias,
sempre empenhado para que nada nos faltasse, nos respaldando em todos os
momentos. Muito obrigada por cada palavra de estimulo e apoio, por tornar
nossos momentos de laboratério agradaveis, descontraidos e alegres.
Professor Edilson, eu me sinto honrada em ter sido sua orientada, sou

imensamente grata ao senhor por ter aberto as portas do seu laboratorio para
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mim, por ter me ensinado tanto na vida cientifica da qual eu ndo conhecia antes,
e por ter me apresentado com tanta exceléncia e esmero um mundo que era
novo para mim. Te agradeco por sua dedicacao, disponibilidade e competéncia
na orientacao deste meu trabalho e de todas as outras coisas que aprendi com
o senhor. Obrigado por me animar, revigorar e aconselhar quando eu achava
que o fardo era mais pesado do que eu pudesse aguentar, e 0 senhor sempre
me acalmava e me fazia voltar a prosseguir acreditar que tudo daria certo.
Minha admiracdo e respeito por vocé s6 aumentam, por ser esse professor
maravilhoso, de um coracdo enorme, admiravel, por agregar valores e
conhecimentos eternos. Um Mestre para toda a vida ... Tenho muito orgulho de
dizer que fui orientada, aluna e discipula do senhor, pois sei 0 quanto €s bem
quisto, respeitado e admirado por todos.

Muito obrigado por ter me dado essa oportunidade e principalmente por ser a
peca fundamental na realizacdo desse meu sonho, que Deus o0 abencoe sempre

€ muito mais.

Ao meu #migo e Irmao Luan Fore

Luan, Luanzinho, Lulis, Felipe, Principe, meu amigo, meu parceiro, meu
irmaozinho de alma e coracdo... uma pessoa da qual posso atribuir tantos
adjetivos e virtudes. Ha muito tempo tenho pensado a respeito dos meus
agradecimentos a vocé; como expressar tudo o que sinto por ti?! Afinal todas as
palavras que existem sao insuficientes para demonstrar minha gratiddo. Foram
tantos dias de convivéncia, de aprendizado, de parceria e amizade que para mim
€ uma honra, uma alegria sem fim, poder dizer um pouco de tudo quanto sinto e
desejo para vocé, meu irmao!

Vocé foi a melhor coisa que me aconteceu em Aracatuba!!! Verdadeiramente, eu
ndo sei o que teria sido de mim se ndo fosse a graca e a misericérdia de Deus
de ter colocado em meu caminho um ombro amigo como o seu. A pessoa que
esteve comigo em, absolutamente, todos os momentos, desde o estagio em
2015, e a partir dali comecamos uma amizade da qual eu jamais poderia
imaginar quao profunda, verdadeira e eterna ela se tornaria. Vocé é uma
inspiracdo e um grande orgulho para todos nés. Sua dedicacao, perfeccionismo,
exceléncia, companheirismo, doacao, abdicacdo, humildade e alegria séo alguns
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dos tantos adjetivos que eu posso citar a respeito desse ser iluminado que vocé
€. Vocé é o filho amavel que toda mée gostaria de ter, o aluno exemplar que todo
professor gostaria de ter, o amigo leal e fiel que todos gostariam de ter, o
professor perfeito e justo que todos os alunos mereciam ter, o ser humano
correto e humilde que o mundo precisa ter! Essa pessoa € vocé, Luan.

Ainda que eu detivesse em minhas maos todo ouro e riquezas que existem, toda
inteligéncia do mundo, todos os superpoderes de todos os super-herais, tivesse
o dominio sobre todo universo e todas as galéxias, se eu reunisse tudo isso,
ainda seria pouco para retribuir o quanto vocé merece. Sendo assim Luan, eu
peco a Deus que conceda todas as melhores béncéos sobre sua vida, e que Ele
realize os mais puros sonhos do seu coracdo. Desejo que vocé continue
brilhando no caminho do sucesso e da integralidade. Saiba, mais uma vez, que
vocé pode sempre contar comigo para toda e qualquer situagcé&o. Muito obrigado

meu irmdozinho, Te Amo sempre e para sempre.

Aos meu Amigo, Mestre e Professor Dr. Igor Mariotto Beneti

Meu querido Professor Igor, o responsavel por despertar em mim, durante a
graduacédo, o interesse e fascinio pela carreira académica. Sua maneira de
lecionar, seu carinho, disposicdo e vontade de ensinar, seu carater, sua
educacéo e gentileza, seu relacionamento com nés alunos, tudo isso despertou
em mim um encantamento pela docéncia. Nas primeiras vezes que o vi dando
aula, eu simplesmente parei e disse a mim mesma: “eu quero ser igual a ele”,
sem duavidas vocé foi o professor que mais marcou minha graduacao. Me faltam
palavras para expressar tanto carinho, amor, gratidao e inspiragdo que sinto por
vocé Professor. Muito obrigado por me ensinar, me ajudar, me apresentar a
Unesp de Aracatuba, e gracas a vocé eu pude conhecer meu atual orientador e
gracgas a sua influéncia hoje eu sei onde quero chegar. Eu peco a Deus para te
abencoar sempre, que vocé continue sendo esse ser tao iluminado, querido,
professor agregador, cirurgido dentista espetacular, pai e marido amoroso,

amigo parceiro, uma pessoa impar. A vocé minha eterna admiracao e gratidao.
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Ao meu querido Coorientador Professorﬂd&'cwa W‘ de Hmeida

Professor Juliano, muito obrigado por compartilhar, orientar e ensinar seu
conhecimento clinico e cientifico da Periodontia comigo e todos os colegas de
pés-graduacédo, saiba que o senhor cumpriu essa ardua e linda missdo com
muita exceléncia, profissionalismo, respeito e sensibilidade.

Vocé, sem sombras de duvidas, € um dos grandes responsaveis pelo meu
crescimento clinico dentro do vasto mundo da Periodontia, sempre lembrarei do
senhor por sua impecavel habilidade, destreza, respeito e ética para com o
paciente, perfeccionismo em cada incisdo, em cada sutura, em cada delicadeza
de detalhes nos casos mais simples até os mais desafiadores. Tenho o senhor
como um grande mestre para me espelhar, um exemplo a ser seguido. Se um
dia eu conseguir ter um décimo da “mao” que o senhor tem, saiba que serei uma
profissional muito realizada; e repito em dizer: “vocé é top professor, quando eu
crescer quero ser igual vocé”, essa era a frase da qual eu finalizava todas as
clinicas do senhor, rsrs.

Muito obrigado por me ajudar no desenvolvimento da minha pesquisa, por
contribuir de maneira tdo rica, impar e indispensavel no nosso trabalho, que

Deus o retribua por tudo! Muito obrigado querido Professor.

A querida Professoraletl'ciag‘elena 7heodoro

Professora, me sinto honrada em poder compartilhar esse periodo da minha vida
e da minha formacdo com a senhora. Uma pessoa que é sindnimo de
competéncia, inteligéncia, praticidade, ética, humanidade e de elegancia
indiscutivel. A senhora sempre me tratou com muito carinho, atencdo e
disponibilidade, me deu a riquissima oportunidade de participar da sua clinica no
projeto de extenséo por dois anos, a qual fez toda diferenca no meu aprendizado
aqui na FOA, o modo como a senhora sempre nos conduzia e orientava, com
certeza ficardo eternizados em mim.

Sou uma grande admiradora da profissional, pesquisadora, docente e pessoa
gue vocé é. Um grande exemplo, do qual eu me espelho e que vai muito além
das paredes da faculdade. Muito obrigado por sua contribuicéo clinica, cientifica

e humana para comigo, e repito em dizer “professora sua aula ndo € s6 uma
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aula, € um show, um espetaculo!” como eu dizia ao final de suas aulas na

graduacéo, rsrsrs. Muito obrigada por tudo, Professora!

A querida Professora%ariaﬂosé Hitomi %agata

Professora, muito obrigada por seus ensinamentos, disponibilidade, dedicagao
e contribuicdo em nossa formacdo cientifica e académica. A senhora é um
exemplo de docente e pesquisadora. Sempre manteve uma conduta integra,
ética, disciplinada, de exceléncia e perfeccionismo. Seu humanismo e
profissionalismo para com os pacientes e alunos me fazem ter um imenso
respeito e admiragéo pela senhora.

Muito obrigada por tudo!

Ao querido Professor?aldir Qouveia ¢arcia

Professor tdo querido, especial, e um verdadeiro icone vivo da Periodontia
mundial. E uma grande honra ter o conhecido e convivido, ainda que pouco, e
testemunhar da pessoa tdo humilde e que nos transmite tanta inspiracao,
admiracdo, serenidade, paz, conhecimento, persisténcia, simplicidade,
objetividade, carinho, ética, profissionalismo entre tantas outras virtudes de um
verdadeiro Mestre.

Agradeco muito por sua relevante contribuicdo para que minha pesquisa
pudesse ser desenvolvida, gracas a sua tao certeira escolha, ha anos atras, de
estudar os lasers na odontologia e ser um dos pioneiros nessa area, hoje nés
podemos aprender um pouco desse vasto universo cientifico. Professor, com
certeza, essa gratiddo ndo € s6 minha, o mundo e a ciéncia te agradecem por
sua rica colaboracéo.

Muitissimo obrigado Professor!

Ao querido Professor #Avaro Prancisco Bosco

Um docente e um Clinico incrivelmente admiravel. Uma pessoa que transforma
algo tao dificil de se executar em algo simples e possivel.
Professor Alvaro, muito obrigado por nos acompanhar e orientar em todas as

clinicas da poés-graduacdo, por todo conhecimento passado, todas as dicas
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valiosissimas que sé a experiéncia clinica com embasamento cientifico pode
proporcionar, e que senhor de maneira brilhante e pratica nos ensinava. Quao
encantador ver o seu amor pela periodontia, pela docéncia e por nés alunos, pois
semanalmente, deixava seu consultorio e seus afazeres para estar conosco e
iIsso nao tem dinheiro que pague! Que Deus o recompense em dobro! Me sinto
orgulhosa de dizer em qualquer lugar do planeta de ter sido sua aluna e
discipula.

Muitissimo obrigado, querido Professor Alvaro.

Aos meus queridos Professores de Sio ﬂosé do Bo Preto

Foi com vocés que tudo comecou. Professores que muito contribuiram para
minha formacé&o e se tornaram mestres inspiradores, e amigos dos quais sei que
posso contar. Me sinto privilegiada por ter sido aluna de vocés. Meus eternos
professores Dr. Elias Kassis, Dra. Patricia Garani, Dr. Ricardo Gomes, Dr
Rodolfo Bruniera Anchieta, Dra. Paula Bernardes, Dr. Josimar Zinezi, Dr
Guilherme Ferreira, Dr. Rodrigo Verona, Dra Viviane Ferreira, Dra Viviane

Curi, Dra Vanda Miazaki. Muita gratidao por todos e que Deus os abencoe.

A querida Zamilia 0L

Tudo é fruto do trabalho, empenho, dedicacao e ajuda de todos vocés. Nao é a
toa que nossa equipe € assim conhecida como a “Familia ZOL”, pois, parceria,

apoio e amizade nunca nos faltaram. Minha gratidao eterna a cada um de voceés.

Luan, grande amigo, incentivador, inspirador e parceiro, muito obrigado por me
ensinar tanto, por me permitir te conhecer, por ter me ajudado em todo meu
trajeto até aqui, por estar comigo em todas as etapas experimentais da nossa
pesquisa, desde a parte de biotério até as fases laboratoriais. Obrigado por sua
dedicacdo no nosso grupo de pesquisa. Tenho certeza que vocé vai muito longe

no caminho do sucesso.

Jodao, obrigado por sua amizade, por sempre estar ao meu lado em todos os

momentos da pos graduacao, por ser o melhor e mais Top parceiro de clinica,
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por ter contribuido tanto para minha aprendizagem e crescimento clinico,
cientifico e pessoal, por compartilhar nossos casos clinicos, por ajudar a tomar
decisbes, por ser meu ombro amigo de todas as horas, por compartilhar de horas
e a madrugadas a dentro no laboratério, por me passar tanta seguranga nos
momentos de medo, por ser essa pessoa tao incrivel, sensivel, trabalhador,
dedicado, guerreiro e dono de uma historia linda escrita por Deus. Vocé € um
amigo que quero levar da faculdade para vida e saiba que vocé pode contar
sempre comigo. Sua alegria também é a minha, saiba que eu vibro a cada uma
de suas vitorias e conquistas. Grande garoto, ainda vamos ouvir muito falar de
VOCé e com certeza nos encontraremos novamente nesse pequeno mundo que
€ todo nosso. Te amo e muito obrigado por tudo. Minha admiracdo por vocé é

eterna.

Nathalia, minha amiga irma! Nathyzinha, sé Deus para recompensar tudo que
vocé fez por mim, por nosso trabalho e pelo nosso grupo. Vocé € um exemplo
de garra, dedicacdo, determinagdo, uma jovem tdo convicta de seus ideais e
objetivos, uma filha exemplar e amorosa, uma profissional extremamente
competente no que faz. Eu devo tanto a vocé, minha amiga, que minha gratidao
por sua vida e sua amizade séo eternas. Te desejo tudo de melhor que a vida
possa oferecer, que vocé venha desfrutar com grande alegria de todo futuro
brilhante que tem pela frente. Te admiro muito por sua bondade, altruismo,
compaixdao para com proximo, solidariedade, fraternidade, além de ser uma
dentista sensacional e uma pesquisadora de sucesso. Saiba que minha mao
sempre estara estendida a vocé para todos os momentos. Sua amizade é uma
preciosidade de Deus para minha vida. Te amo minha irmé&zinha. Minha eterna

gratidao a ti.

Cristian, amigo especial, te agradeco pela convivéncia durante o ano de estagio,
pelo acolhimento, pelas caronas e que muito me ajudou no inicio dessa trajetoria.
Deus te abencoe e ilumine em todos os seus planos e conte comigo no que

precisar.

Fernanda, grande pequena garota!!! Exemplo de coragem e determinagao, uma

amiga querida e que tem um lugar muito especial em meu coragao. Fer, muito
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obrigado por toda ajuda, por me acolher tdo bem, por me fazer rir tantas vezes,
a convivéncia com vocé é algo leve, agradavel e prazeroso. Sua inteligéncia,
habilidade e humildade sdo admiraveis. Deus te abencoe em tudo, amo sua

amizade e conte comigo sempre.

Leticia, uma aluna exemplar, inteligente, dedicada, muito esforcada, pro ativa e
disposta a ajudar, as vezes um pouquinho estabanada, mas uma parceira leal.
Muito obrigada, por sua amizade, pela convivéncia e por todo seu empenho no
Nnosso grupo. Que esse ano seja especial, pois vocé esta prestes a realizar um
dos sonhos, sua formacdo académica, me orgulho muito de sua conquista.

Parabéns! Deus te abencoe.

Jéssica Santana, muito obrigada por seu empenho e dedicacado, por ser uma
pessoa agradavel e contagiante. Torco muito pelo seu futuro profissional e
pessoal. Nunca desista dos sonhos, va em frente e Deus sempre fara o melhor

por ti. Obrigado pela amizade e parceria.

Jéssica Freire, a menina mais doce, gentil, delicada e linda que eu conheco. Jé,
muito obrigado por sua dedicacgéao e disponibilidade sempre comigo e com grupo,
trabalhar com vocé no laboratorio tornava nossos momentos muito mais alegres
e coloridos, sua gentileza e leveza sempre nos cativava. Te desejo um lindo e
brilhante futuro, sei que vocé ainda vai muito longe, Deus conduza cada passo
seu e continue essa pessoa maravilhosa, sem maldade, com esse coracéo

imenso. Obrigado por tudo lindinha, nossa “cartoon”.

Tiago, muito obrigado por todo parceria, convivéncia e amizade. Por ter me
ajudado em nossa pesquisa, por sua disposicado e doacao. Sei que ainda vou
ouvir falar muito de vocé, pois € um aluno inteligente e focado. Estarei a sua
disposicéo a hora que precisar. Deus te abencoe muito. Obrigado pelo carinho e

amizade sempre.

Luy, que exemplo de aluno, estagiario dedicado, um ser humano maravilhoso,

um menino que preza e valoriza tanto sua familia, um amigo para todas as horas.
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Luyzinho, que prazer té-lo em n0Sso grupo, VOCé com certeza veio para agregar,
somar e multiplicar nossas conquistas. Nao tenho palavras suficientes para
agradece-lo por tudo, que Deus abencoe sua vida em todos 0s aspectos. Sua
humildade, simplicidade e parceria nos motiva, continue esse garoto especial

que és. Amo vocé meu amigo.

Vinicius, muito obrigado por tudo, pelo apoio, pela ajuda nas nossas pesquisas
e por sua amizade. Apesar do pouco tempo que convivemaos, tenho certeza da
pessoa maravilhosa e do aluno impar que vocé é, te desejo muito sucesso, saiba

gue pode contar comigo sempre e que Deus te abencoe.

Mariane e Isabella, que acabaram de chegar, muito obrigado pela amizade e
parceria de voceés.

Aos ##migos do Departamento de @éncias Basicas

Gestter, meu amigo querido, um exemplo de discente comprometido e dedicado.
Minha admirag&o por vocé é imensa. Obrigado pelo convivio em tantas Imunos,
biotérios, almocos e caronas. E um aprendizado constante conviver com um
amigo tdo humilde, honesto, educado, divertido, de bem com a vida, inteligente,
disposto, que tem prazer em ensinar, e tdo parceiro como vocé. Muito obrigado
pela amizade, eu torco muito pelo seu sucesso, te desejo uma gloriosa defesa
de doutorado, muitas conquistas, sucesso, e que seu cabelo cresca (rsrsrs), que
vida seja doce e alegre. Amo voceé.

Aos amigos Jaqueline Suemi Hassumi, Leticia Pitol, Naara Monteiro, Ana
Claudia Ervolino, José Neto, Maria Clara Bertoline, Kelly Torres, Bruna
Kotake obrigado pela parceria e amizade de sempre, por ajudarem sempre que

precisamos. Deus os abencgoe ricamente.

A querida Professora Zoberta Okamoto

A professora mais chique, elegante, fofa, querida, competente e inteligente que
existe! Professora que honra ter sido sua aluna na pos-graduacao, e mais ainda

ter convivido tdo préxima da senhora todo esse tempo. Todos 0s momentos no
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departamento de ciéncias basicas foram muito preciosos, enriquecedores e
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Resumo

Sé&, DP. TERAPIA FOTODINAMICA ANTIMICROBIANA NO TRATAMENTO DA
PERIODONTITE EM RATOS TRATADOS COM DOSE ONCOLOGICA DE
ZOLEDRONATO. 2018. 117 f.: p. Dissertacdo (Mestrado) — Faculdade de
Odontologia, Universidade Estadual Paulista, Aracatuba — SP, 2018.

Resumo
O objetivo do presente estudo foi avaliar a terapia fotodinamica antimicrobiana
(aPDT), como monoterapia ou como coadjuvante a raspagem e alisamento
radicular (RAR) no tratamento da periodontite experimental (PE) em ratos
tratados com dose oncolégica de zoledronato. Cento e vinte ratos foram
aleatoriamente distribuidos em quatro grupos experimentais, cada um composto
por 30 ratos. Durante 8 semanas, foi administrado 100 pg/Kg de zoledronato com
intervalo de trés dias entre as injecbes. No 14° dia do inicio do protocolo
medicamentoso, foi instalada uma ligadura nos primeiros molares inferiores para
inducdo de PE. ApoOs 14 dias a ligadura foi removida e foram realizados os
seguintes tratamentos: exclusivamente uma sessdo de RAR (grupo PE-RAR),
exclusivamente trés sessdes de aPDT (grupo PE-aPDT) e uma sessao de RAR
associada a trés sessfes de aPDT (grupo PE-RAR-aPDT). As sessbes de aPDT
foram realizadas aos 0, 2 e 4 dias pds tratamento local. No grupo PE-NTL nao
foi realizado nenhum tratamento local. Apés 7, 14 e 28 dias poés tratamento
periodontal local foram realizadas as eutanasias. Foi realizada analise
microtomografica (micro-CT), analise histopatoldgica, histométrica da
porcentagem tecido 6sseo (PTO) e porcentagem de tecido 6sseo nao vital
(PTONV) e imunoistoquimica para fator de crescimento transformador beta

(TGFB) nos tecidos periodontais. Os dados obtidos foram submetidos a analise



Resumo

quantitativa e estatistica com nivel de significancia de 5%. N&o houve diferenca
estatisticamente significante nos seguintes parametros microtomograficos:
perda 0ssea alveolar, volume 6sseo na furca, nUmero e espessura de trabéculas
0sseas. O processo de reparacao tecidual pés tratamento foi mais favoravel em
PE-aPDT e PE-RAR-aPDT. N&o houve diferenca estatisticamente significante
na PTO, todavia, a PTONV foi menor tanto em PE-aPDT quanto em PE-RAR-
aPDT. A imunomarcacéo para TGFf foi maior em PE-RAR, PE-aPDT e PE-RAR-
aPDT aos 7 dias pés tratamento. Conclui-se que o emprego da aPDT, quando
empregada como monoterapia ou como terapia coadjuvante a RAR, se mostrou

mais efetiva e segura para tratamento da PE em ratos.

Palavras chaves: Osteonecrose; Fotoquimioterapia; Periodontite; Difosfonatos.
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Abstract

Sa, DP. ANTIMICROBIAL PHOTODYNAMIC THERAPY IN THE TREATMENT
OF PERIODONTITIS IN TREATED RATS WITH ONCOLOGICAL DOSE OF
ZOLEDRONATE. 2018. 117 f.: p Essay (Master's Degree) — S&o Paulo State
University (Unesp), School of Dentistry, Aracatuba — SP, 2018.

ABSTRACT

The aim of the present study was to evaluate the antimicrobial photodynamic
therapy (aPDT) as a monotherapy or adjunct to scaling and root planning (SRP)
for the treatment of experimental periodontitis (EP) in rats treated with oncological
dosage of zoledronate. A hundred and twenty rats were randomly divided in four
experimental groups, each one of them composed by 30 rats. During a period of
8 weeks, 100 pg/Kg of zoledronate was administered every three days. After 14
days of the beginning of the drug protocol, a ligature was installed in the lower
first molars for EP induction. After 14 days, ligature was removed and the
following treatments were performed: a single session of SRP, exclusively (group
EP-SRP), three sessions of aPDT, exclusively (group EP-aPDT), and one
session of SRP associated to the three sessions of aPDT (group EP-SRP-aPDT).
aPDT sessions were performed at days 0, 2, and 4 after the local treatment. In
the fourth group, no local treatment was made (EP-NLT). After 7, 114, and 28
days after the local periodontal treatment, the animals were euthanized.
Microcomputed tomography (micro-CT) analysis, histopathologic analysis,
percentage of bone tissue (PBT), percentage of non-vital bone (PNVB), and
immunohistochemistry for transforming growth factor beta (TGFB) in the
periodontal tissues were performed. Obtained data underwent quantitative

analysis and statistics considering 5% level of significance. No statistical
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difference was detected in the following microtomographic parameters: alveolar
bone loss, bone volume in the furcation, number and thickness of the
trabecullaes. Tissue healing after the treatment was more favorable in EP-aPDT
and EP-RAR-aPDT groups. No significant differences were detected in PTO;
however, PNVB was lower both in EP-aPDT and EP-SRP. Immunolabeling for
TGFB was higher in EP-SRP, EP-aPDT and EP-SRP-aPDT at day 7 post-
treatment. It is concluded that when aPDT is used as monotherapy or as adjunct
therapy associated with SRP, it is more effective and safe for the treatment of EP

in rats.

Key words: Osteonecrosis; Photochemotherapy; Periodontitis; Diphosphonates.
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Figura 1: Delineamento experimental do estudo. (a) Esquema ilustrando 88
o delineamento experimental com o0s procedimentos experimentais
executados em seus respectivos intervalos de tempo. (b-c) Aspecto
clinico do primeiro molar inferior com PE duas semanas ap0s a instalagéo

da ligadura e imediatamente apés sua remocédo. (d-e) Execucdo do
procedimento de RAR no primeiro molar inferior, a qual foi realizada nos
grupos PE-RAR e PE-RAR-aPDT. (f-g) Execucdo da aPDT no primeiro
molar inferior, a qual foi realizada nos grupos PE-aPDT e PE-RAR-aPDT

(em f estd sendo evidenciada a aplicacao do fotosensibilizador e em g

esta sendo mostrada a irradiagdo com laser de baixa poténcia.

Figura 2: Aspecto microtomografico do primeiro molar inferior e 89
periodonto de insercéo aos 28 dias pés tratamento periodontal local. (a-
d) Graficos evidenciando a perda Ossea alveolar (POA) (a), o volume
0sseo alveolar (VOF) (b), o niumero de trabéculas 6sseas (Th.Tb) (c) e a
espessura de trabéculas 6sseas (d) no periodonto de insercdo do
primeiro molar inferior. (e-h) Aspecto microtromografico bidimensional do
primeiro molar inferior e periodonto de inser¢do em PE-NTL (e), PE-RAR
(f), PE-aPDT (g) e PE-RAR-aPDT (h). (i-p) Aspecto microtromogréafico
tridimensional do primeiro molar inferior e periodonto de insercdo em uma
vista vestibular (i-1) e em uma vista lingual (m-p) da mandibula em PE-
NTL (i, m), PE-RAR (j, n), PE-aPDT (k, 0) e PE-RAR-aPDT (I, p). Teste
estatistico: ANOVA — Tukey. Barras de escala: 1 mm.

Figura 3: Fotomicrografias mostrando o aspecto histologico do primeiro 90
molar inferior e periodonto de inser¢do aos 7 dias pOs tratamento
periodontal local em PE-NTL (a), PE-RAR (b), PE-aPDT (c) e PE-RAR-
aPDT (d). Abreviagdes e simbolos: ii, infiltrado inflamatorio; oa, osso
alveolar, rn, restos necroticos; setas brancas, ostedcitos; setas pretas,
lacunas vazias ou ocupadas por restos necroticos de ostedcitos; tc,
tecido conjuntivo. Aumento original: 100x. Barras de escala: 300um.
Coloracéao: HE.
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Figura 4: Fotomicrografias mostrando o aspecto histologico do primeiro 91
molar inferior e periodonto de insercdo aos 28 dias poOs tratamento
periodontal local em PE-NTL (a), PE-RAR (b), PE-aPDT (c) e PE-RAR-
aPDT (d). Abreviacdes e simbolos: ii, infiltrado inflamatorio; oa, 0sso
alveolar, rn, restos necroticos; setas brancas, ostedcitos; setas pretas,
lacunas vazias ou ocupadas por restos necroticos de ostedcitos; tc,
tecido conjuntivo. Aumento original: 100x. Barras de escala: 300um.
Coloragéao: HE.

92
Figura 5: Graficos evidenciando a porcentagem de tecido 6sseo (PTO)

(a) e a porcentagem de tecido 6sseo nao vital (PTONV) (b) na regido de
furca do primeiro molar inferior aos 7, 14 e 28 dias pds tratamento
periodontal local nos grupos PE-NTL, PE-RAR, PE-aPDT e PE-RAR-
aPDT. Teste estatistico. ANOVA — Tukey. Simbolos: f, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao PE-NTL; 1, diferenga
estatisticamente significante em relacdo ao PE-RAR; 1, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao PE-aPDT; §, diferenca
estatisticamente significante intragrupo em relacdo aos 7 d pos

tratamento periodontal local.

Figura 6: Imunomarcagao para TGFB no periodonto de insercdo do 93
primeiro molar inferior aos 7 dias pos tratamento periodontal local.
Graficos mostrando a densidade optica de imunomarcagao para TGF(
(a) nos diferentes grupos experimentais. Fotomicrografias evidenciando
a imunomarcacao em PE-NTL (b), PE-RAR (c), PE-aPDT (d) e PE-RAR-
aPDT (e). Teste estatistico: ANOVA — Tukey. Simbolos: t, diferenga
estatisticamente significante em relacdo ao PE-NTL; 1, diferenga
estatisticamente significante em relacdo ao PE-RAR; 1, diferenca
estatisticamente significante em relacdo ao PE-aPDT; §, diferenca
estatisticamente significante intragrupo em relacdo aos 7 d pos
tratamento periodontal local. Abreviacdes e simbolos: ao, 0osso alveolar.

Aumento original: 400x. Barras de escala: 100 pm.
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1. INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BFs) consistem em uma linha de medicamentos
empregados para tratamento de doencas que desencadeiam ostedlise, pois sao
potentes inibidores da reabsorcdo 6ssea.l? Apesar de apresentarem grande
efetividade terapéutica, tais medicamentos estdo relacionados com um grave
efeito adverso que se constitui em um grande desafio para a odontologia, a
osteonecrose dos maxilares associada a terapia medicamentosa (ONM-M), da
qual foi definida como a presenca de 0sso exposto, regido maxilo-facial por um
periodo maior que oito semanas, em pacientes submetidos a tratamento prévio
ou atual com droga antirreabsortiva e/ou antiangiogénica .> A ONM-M afeta até
12% dos pacientes sob terapia com BFs administrados pela via intravenosa e €
menos frequente naqueles sob tratamento com BFs administrados pela via oral.
Além disso, os BFs tém um efeito cumulativo, que pode afetar até 21% dos
pacientes apoés o terceiro ano de uso.*®

A etiopatogenia da ONM-M é pobremente compreendida, o que dificulta
sobremaneira sua prevencdo e tratamento.® Dentre os supostos fatores
etiopatogénicos destacam-se: a severa inibicdo da atividade osteoclastica, o que
impossibilitaria a remodelacdo 6ssea e resultaria no acumulo de tecido 6sseo
nao vital; a acao citotoxica sobre as células da mucosa bucal, o que reduziria a
capacidade de reparacao dos tecidos moles, consequentemente, ocasionaria 0
comprometimento do tecido 6sseo subjacente; o efeito antiangiogénico, que
resultaria tanto na necrose avascular do tecido 6ésseo quanto no
comprometimento da reparacado tecidual; a maior susceptibilidade a infecgéo,
uma vez que ocorre aumento na adeséo e colonizacdo de bactérias ao tecido

0sseo sob terapia com BFs quando o mesmo fica exposto na cavidade bucal; e
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a disfuncéo da resposta imunoldégica local, 0 que comprometeria 0s mecanismos
tanto de defesa quanto de reparacéo tecidual.’-16

Estudos epidemioldgicos tém apontado a doenca periodontal (DP) como
um importante fator de risco local para a ONM-M. De modo semelhante, estudos
empregando modelos animais com PE correlacionaram esta condicdo com a
ONM-M.”> 1722 O tratamento padrdo para a periodontite é a raspagem e
alisamento radicular (RAR), a qual promove a remocao de depdsitos bacterianos
e fatores retentivos de placa bacteriana.?® Estudos classicos na literatura
comprovam a efetividade da RAR em reverter e estabilizar a periodontite.?+28
Similarmente, estudos experimentais em animais mostram que a RAR também
é efetiva no tratamento da PE.?®3! Em contrapartida, Braun e lacono®?
reportaram a ocorréncia de ONM-M pés-tratamento de periodontite com RAR em
paciente sob tratamento com zoledronato. Araljo3® demostrou que o emprego
da RAR para tratamento da PE em ratos submetido ao tratamento com dose
oncoldgica de zoledronato, elevou substancialmente a quantidade de tecido
0sseo ndo vital no sitio tratado, condizente com um estagio 0 da ONM-M, ou
seja, caracteristicas histolégicas ou radiogréfica ou subclinicas de necrose
tecidual; todavia, ndo reportou manifestacéo clinica da ONM-M.

A terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT), uma modalidade de
laserterapia, consiste em uma reacdo fotoquimica oxigénio-dependente, que
ocorre sob acdo da luz, na qual a ativacdo de um agente fotossensibilizador gera
altos niveis de espécies reativas de oxigénio (ERO), levando a uma cascata de
eventos oxidativos que promovem a morte bacteriana pela acéo citotoxica.3438

Além da acdo antimicrobiana, alguns estudos mostram que a aPDT ainda
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preserva grande parte das ac¢fes bioestimulatérias do laser em baixa
intensidade.3%-4

Longo*? reportou que o emprego da aPDT, como monoterapia ou como
coadjuvante a RAR, foi efetiva no tratamento da PE em ratos sob tratamento com
0 quimioterapico 5-fluorouracil. Em funcdo dos efeitos negativos que o
tratamento com zoledronato promove nos sitios com DP e diante dos efeitos
benéficos que o emprego da aPDT exerce sobre os tecidos periodontais, o
objetivo do presente estudo foi avaliar a efetividade e a seguranca da aPDT no

tratamento da PE em ratos sob terapia com dose oncolégica de zoledronato.
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2. MATERIAL E METODOS

O presente trabalho utilizou 120 ratos machos (6 meses de idade), da
linhagem Wistar (Rattus novergicus), com peso corporal compreendido entre 400
— 550g. Os procedimentos de manipulacdo experimental foram realizados de
acordo com as normas estabelecidas pelo “Guide to the care and use of
experimental animals” e o protocolo experimental foi aprovado pela Comissao de

Etica no Uso de Animais da FOA — UNESP (PROCESSO FOA n° 534-2016).

2.1. Delineamento experimental
2.1.1. Anestesia

Todos os procedimentos de manipulacdo experimental (instalagédo da
ligadura, RAR, RAR-aPDT, aPDT e eutanasia) foram executados sob acéo de
cloridrato de cetamina (80mg/kg)® e cloridrato de xilazina' (10mg/kg) pela via de

administracao intramuscular.

2.1.2. Protocolo de tratamento com dose oncoldgica de zoledroanto

O tratamento com zoledronato teve duracdo de oito semanas. A
administracéo de zoledronato' ocorreu pela via intraperitoneal obedecendo um
intervalo de trés dias entre as injecdes. A dose de zoledronato foi de 100ug/Kg,
a qual foi diluida em 0,45 ml de solucédo de cloreto de sédio 0,9%.7 A dose de

zoledronato e plano de tratamento consistiram em uma adaptacao para o rato do

8 Francotar®, Virbac, SP, Brazil.

' Rompum®, Bayer, RS, Brazil.

T Sigma Chemical, St Louis, MO, EUA.

# MEDFLEX, Guaréa — Brasilia — DF — Brazil.
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protocolo empregado para complementacdo da terapia oncolégica em

humanos.4344

2.1.3. Periodontite induzida por ligadura
Na segunda semana de tratamento com zoledronato, foi instalada uma
ligadura de algod&do™ ao redor do primeiro molar inferior direito e esquerdo, com

intuido de promover o acumulo de placa bacteriana e, consequentemente,

induzir a PE.

2.1.4. Grupos experimentais

Na quarta semana de tratamento com zoledronato a ligadura foi removida
e os ratos foram aleatoriamente distribuidos em quatro grupos experimentais:
PE-NTL (n=30), que ndo receberam nenhum tratamento periodontal local; PE-
RAR (n=30), cuja PE foi tratada exclusivamente com uma sesséao de RAR; PE-
aPDT (n=30), cuja PE foi tratada exclusivamente com trés sessdes de aPDT; e
PE-RAR-aPDT (n=30), cuja PE foi tratada com uma sessdo de RAR e trés

sessOes de aPDT (Figura 1).

2.1.5. Raspagem e alisamento radicular

Foi realizada sessdo Unica de RAR com curetas manuais mini-five 1-2°
através de dez movimentos de tracao disto-mesial, nas faces vestibular e lingual,
e dez movimentos de tragdo cérvico-oclusais, nas areas interproximais e de

furca.

* fio de algodéao #24; Coats Corrente, SP, Brazil.
* Hu-Friedy Co. Inc., Chicago, IL, USA.
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2.1.6. Terapia fotodinamica antimicrobiana (aPDT)

A aPDT foi realizada aos 0, 2 e 4 dias p6s RAR, totalizando 3 sessoes.
Foi efetuada a deposicéo de 1,0 ml do agente fossensibilizador azul de metileno®
(100 pg/ml) na bolsa periodontal dos primeiros molares inferiores , o qual
permaneceu por sessenta segundos em contato com os tecidos periodontais.
Em seguida foi realizada a irradiacdo com laser de baixa intensidade. O laser
utilizado no presente estudo foi THERA LASE®* com emissor de InGaAIP nos
seguintes parametros: comprimento de onda - 660 nm (laser visivel - vermelho);
poténcia - 35 mW; modo de operacao - laser continuo; didametro do spot - 0,0283
cm?; modo de aplicagdo — contato pontual; energia - 2,1 J/ponto; quantidade de
pontos de aplicacdo - 2; tempo de exposicdo - 60s; densidade energética por
ponto - 74,2 J/icm?; irradiancia - 1,23 W/cm?. O laser foi aplicado nas tabuas
Osseas vestibular e lingual do primeiro molar inferior com a ponteira laser
posicionada perpendicularmente as raizes do dente. O protocolo aPDT e os

parametros do laser basearam-se em estudos de Longo*? e Garcia et al.4?4°

2.1.7. Eutanasia

Findado o protocolo experimental, os animais foram profundamente
anestesiados e submetidos a eutanasia por perfusao transcardiaca com solugéo
de 0,9% de cloreto de sodio acrescida de 0,1% de heparina® (100 ml), seguida

de solugdo fixadora (800 ml) constituida de 4% de formaldeido' em tamp&o

T Farméacia Aphoticério. Aracatuba — SP — Brazil.
* D.M.C. Equipamentos Ltda, Sdo Carlos, SP, Brazil.

8§ CRISTALIA PRODUCTOS QUIMICOS FARMACEUTICOS LTDA
I'Sigma, Saint Louis, MO, USA.
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fosfato salino (PBS)"0,1M, pH 7,4, aos 7, 14 e 28 dias pds tratamento periodontal

local.

2.2. Amostras
2.2.1. Obtencao das amostras
As hemimandibulas foram cuidadosamente dissecadas e submetidas a

pés-fixagdo na mesma solucgéo fixadora durante 72 horas.

2.2.2. Processamento das amostras

As hemimandibulas esquerdas e direitas foram destinadas as analises
microscopicas e microtomograficas, respectivamente. As hemimandibulas
direitas foram apenas submetidas a lavagem em agua durante 24 horas. As
hemimandibulas esquerdas foram submetidas a desmineralizagdo em PBS
acrescido de 10% de &cido etilenodiamino tetra-acético (EDTA),” durante 60
dias. Posteriormente, tais amostras foram processadas de modo convencional,
incluidas em parafina e seccionadas (4 um de espessura) em micrétomo.

Para a andlise histopatoldgica dos tecidos periodontais e para a andlise
histométrica da PTO e PTONV as seccdes histoldgicas foram submetidas a
coloragéo pela hematoxilina-eosina (HE).

Para andlise imunoistoquimica, as secc¢des histologicas foram submetidas
a técnica da imunoperoxidase indireta empregando-se: anticorpo primario anti-

TGFB do rato gerado em cabra™ por 24 horas; anticorpo secundario biotinilado®

1Sigma, Saint Louis, MO, USA.

*Sigma, Saint Louis, MO, USA.

" SC-1348, Santa Cruz Biotechnology®, Dallas, TX, USA.

* Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®, Dako Laboratories, CA,
EUA.
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por 2 horas; estreptavidina conjugada com HRPT por 1 hora; 3,3'- tetracloridrato
de diaminobenzidina (DAB)* por 2 minutos. N&o foi efetuada a contracoloracéo.
O processamento imunoistoquimico seguiu o protocolo descrito por Garcia et
al.*> Como controle negativo, os espécimes foram submetidos aos mesmos

procedimentos, suprimindo-se a utilizacdo do anticorpo primario.

2.3. Analise das amostras
2.3.1. Andlise da condicao geral de saude e exame intrabucal

Foi verificada a condicdo geral de saude dos animais durante todo o
periodo experimental e efetuado o monitoramento do peso corporal
periodicamente. Foi realizado o exame intrabucal, que consistiu na inspecao

visual minuciosa da cavidade bucal, em especial, dos sitios com PE.

2.3.2. Andlise microtomogréafica computadorizada

As hemimadibulas direitas dos grupos PE-NTL, PE-RAR, PE-aPDT e PE-
RAR-aPDT aos 28 dias po6s tratamentos locais foram escaneadas via
microtomoégrafo® acoplado a um computador, Workstation de Controle '
(Laboratério Multiusuério de Biotecnologia e Bioengenharia — MUBIO, Faculdade
de Odontologia de Aracatuba — FOA-UNESP). Seguiu-se o0s seguintes
parametros para o escaneamento: resolucéo de 8 pum, angulo de rotacao de 0.5°,
corrente de feixe a 500 PA, filtro de aluminio de 0,5 mm com tempo de exposicéo

de 540 milissegundos. As imagens foram reconstruidas via programa N-RECON

* Universal Dako Labeled HRP Streptavidin-Biotin Kit®
* DAB chromogen Kit®, Dako Laboratories, CA, EUA.

s SkyScan 1272, Bucker®.

I Dell®.

58



v.1.6.3.3 em cerca de 380 a 400 fatias de acordo com os parametros adotados.
Apéds a reconstrucdo, as imagens foram processadas pelo programa C-TAN v
1.10.11.0 para obtencéo dos cortes sagitais, e posteriormente foram analisadas
pelo programa DATAVIEWER v 1.4.3 para definicdo do &rea de interesse e
andlise da regido de furca do primeiro molar inferior direito, e desta juntamente
com as faces mesial e distal deste dente. O software CT-VOX v 2.0.0.0 foi
utilizado para a obtencdo e visualizacdo das imagens tridimensionais das
hemimandibulas.

As anadlises das imagens obtidas pela microtomografia computadorizada
ao serem importadas para o programa DATAVIEWER foram tomadas as
medidas lineares nas trés dimensodes espaciais e, em seguida, todas as imagens
foram orientadas e salvas em fatias coronais (2000x1336). As medidas
volumétricas foram realizadas ap6s a sele¢cdo de uma regido de interesse 3D
com o programa C-TAN. Durante o desenho da regido de interesse, 0
examinador buscou o corte onde a cavidade pulpar situada nas raizes mesial e
distal do primeiro molar inferior direito estivessem mais amplas e visiveis,
determinando a regido central da furca. Apés identificada estas regides, foram
selecionados 25 cortes anteriores e 25 cortes posteriores a primeira imagem
escolhida, totalizando uma area de 50 cortes da regido central da furca para
andlise quantitativa do tecido 0sseo. A regido de interesse foi delimitada
circundando a regido total da furca do primeiro molar inferior esquerdo. Apos
definidos tais limites, estes foram ajustados conforme necessidade. Esta forma
delineada foi adequadamente submetida a interpolacéo da area a ser medida e
se obteve o volume de interesse. Na imagem tridimensional, os indices foram

calculados através da regido de interesse binarizada. Os parametros
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arquitetdénicos avaliados foram: volume 60sseo na regido de furca (VOF-%),
espessura de trabéculas no tecido 6sseo na regido de furca (Th.Th-mmg2),
namero de trabéculas no tecido 6sseo da regido de furca (Tb.N - mm?). Para
andlise do nivel da perda 6ssea alveolar (POA), com auxilio do programa
DATAVIEWER, foram feitas trés medidas lineares da juncdo cemento-esmalte

até a crista 0ssea alveolar na mesial, distal e regido central da furca.

2.4 Andlise histopatoldgica dos tecidos periodontais

A andlise histopatoldgica foi efetuada em microscopia de luz por um
histologista certificado (E.E.) e cego aos tratamentos, avaliando-se os seguintes
parametros: intensidade da resposta inflamatéria local; extensao do processo
inflamatorio; reabsorcdo Ossea alveolar, padrdo de estruturacdo do tecido
conjuntivo na regido de furca, padrdo de estruturacdo do tecido ésseo na regido
de furca. Os parametros e 0s escores empregados na andlise histopatoldgica

estdo apresentados nas Tabela 1 e 2.

2.5 Andlise histométrica da PTO e PTONV

Trés seccbes histolégicas equidistantes foram utilizadas para a
mensuracdo da Porcentagem de Tecido Osseo (PTO) e da Porcentagem de
Tecido Osseo N&o Vital (PTONV) na regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo.

Para a determinacéo da PTO na regido de furca do primeiro molar inferior
esquerdo, foi utilizado o programa Axiovision 4.8.2." Inicialmente foi mensurada

a Area Total da Furca (ATF) e em seguida a Area Ocupada por Tecido Osseo

1 Carl Zeiss®, Gottingen, Germany.
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(ATO), ambas em mm?2. Posteriormente, foi calculada a PTO. A ATF foi
demarcada apicalmente por uma linha reta tragcada do &pice da raiz mesial em
direc@o ao apice da raiz distal. A partir desta linha seguiu-se todo o contorno da
superficie externa do cemento situado entre as raizes. A ATO teve 0 mesmo
limite apical da ATF e a partir deste seguiu-se todo o contorno da superficie
externa do tecido 6sseo entre as raizes. A PTO foi calculada multiplicando-se
ATO por 100 e dividindo-se por ATF (PTO = (ATO x 100) / ATF. A PTO foi
expressa como porcentagem média + desvio padrdo em cada grupo
experimental.

Para a determinacdo da PTONV na regidao de furca foi utilizado o
programa descrito anteriormente. Na ATF contornou-se a(s) area(s)
constituida(s) por tecido 0sseo ndo vital (TONV). PTONV foi calculada
multiplicando-se TONV por 100 e dividindo-se por ATO (PTONV= (TONV x 100)
/ ATO. A PTONV foi expressa como porcentagem média + desvio padrdo em

cada grupo experimental.

2.6 Analise imunoistoquimica de TGF nos tecidos periodontais

Foram adquiridas imagens das seccdes histolégicas imunomarcadas com
fator de crescimento transformador beta TGF@3, como descrito anteriormente.
Com o auxilio do programa de andlise de imagens foi demarcada a area
correspondente a imunomarcacao por meio da ferramenta limiar de cor, o que
possibilitou a obtencdo da densidade Optica de imunomarcacéo, expressa em

porcentagem sob a forma de média * desvio padrao.

2.7 Analise estatistica
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Para analise estatistica dos dados foi utilizado o programa Bioestat 5.3.#
O tamanho da amostra (n=10) foi calculado para garantir o poder do teste de
95% (p<0.05). Para analise clinica e histopatoldgica foi empregado o teste de
andlise de variancia de Kruskal-Wallis e o pés teste de Student-Newman-Keuls.
Para analise histométrica e imunoistoquimica foi empregado o teste de Shapiro-
Wilk, analise de variancia (ANOVA) e o pés teste de Tukey. O nivel de

significancia adotado foi de 5% (p<0,05).

3. RESULTADOS

3.1 Condig¢des gerais de saude e exame intrabucal

As condicdes gerais de saude dos animais utilizados neste estudo se
mantiveram estaveis durante todo o periodo experimental. Tais animais
toleraram bem todos os procedimentos experimentais (instalacdo da ligadura,
RAR e/ou as trés sessbes de aPDT). Nao houve diferenca intragrupo e
intergrupos no peso corporal médio dos animais ao longo do experimento (dados
ndo mostrados). Ao exame intrabucal ndo se observou a manifestagéo clinica da

ONM-M em nenhum dos grupos experimentais.

3.2. POA, VOF, Tb.Th e Th.N no osso alveolar do primeiro molar inferior
direito

N&o houve diferenca estatisticamente significante na POA, VOF, Tbh.N e
Tb.Th entre os diferentes grupos experimentais aos 28 dias pés tratamento

periodontal local (Figura 2).

# Mamiraud Institute, Manaus, AM, Brazil.
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3.3. Aspecto histolégico dos tecidos periodontais ao longo do tratamento
com dose oncoldgica de zoledronato do primeiro molar inferior esquerdo
A PE em PE-NTL mostrou uma evolucdo progressiva e com curso
desfavoravel, chegando ao final do periodo experimental condizente com um
estagio 0 de ONM-M (Figuras 3 e 4). Em PE-RAR o tratamento da PE com RAR,
exclusivamente, melhorou alguns parametros inflamatérios, todavia, ndo conteve
0 aumento progressivo de tecido 0sseo ndo vital, o que resultou ao final do
periodo experimental em um quadro compativel com um estagio 0 de ONM-M
(Figura 3 e 4). Nos grupos em que a PE foi tratada com aPDT, como monoterapia
ou como coadjuvante & RAR (PE-aPDT e PE-RAR-aPDT), o processo de
reparacao tecidual apresentou um curso mais favoravel, tanto em relacdo aos
parametros inflamatérios, quanto em relacdo ao padrdo de estruturacdo dos
tecidos peridontais, inclusive, contendo o aumento progressivo da quantidade de
tecido 6sseo ndo vital, ou seja, ndo apresentando relagcdo com a ONM-M (Figura
3 e 4). Os parametros, escores, distribuicdo dos espécimes de acordo com a
analise histopatol6gica em PE-NTL, PE-RAR, PE-aPDT e PE-RAR-aPDT nos

diferentes periodos experimentais estdo apresentados na Tabela 1 e 2.

3.4. PTO e PTONV naregido de furca do primeiro molar inferior esquerdo
A PTO nao apresentou diferenca estatisticamente significante entre os
diferentes grupos e periodos experimentais (Figura 5).
A PTONV em PE-RAR se mostrou significativamente maior que em PE-
NTL em todos os periodos experimentais. Em PE-aPDT a PTONV se apresentou
significativamente menor que PE-NTL aos 14 e 28 dias po0s tratamento

periodontal local. A PTONV em PE-aPDT foi significativamente menor que em
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PE-RAR e PE-RAR-aPDT em todos os periodos experimentais. PE-RAR-aPDT
apresentou PTONV maior que em PE-NTL aos 7 dias e menor que em PE-RAR
tanto aos 14 quanto aos 28 dias poés tratamento periodontal local (Figura 5).

Em PE-NTL e PE-RAR a PTONV se apresentou progressivamente maior
ao longo dos periodos experimentais se mostrando significativamente maior aos
28 dias quando comparado com os 7 dias pos tratamento periodontal local. Em
PE-aPDT e PE-RAR-aPDT, a PTONV se mostrou estabilizada ao longo dos

diferentes periodos experimentais (Figura 5).

3.5. TGFB nos tecidos periodontais do primeiro molar inferior esquerdo

A densidade Optica de imunomarcacdo para TGFB se mostrou
significativamente maior em PE-RAR e PE-aPDT aos 7 dias quando comparada
com PE-NTL. PE-RAR-aPDT apresentou maior imunomarcagéo aos 7 dias tanto
quando se compara com PE-NTL quanto com PE-aPDT. Aos 28 dias, a
densidade Optica de imunomarcacdo em PE-RAR-aPDT foi maior que em PE-
NTL. Em PE-RAR e PE-RAR-aPDT aos 14 e 28 dias a densidade Optica de

imunomarcacao se mostrou significativamente maior que aos 7 dias (Figura 6).
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4. DISCUSSAO

O zoledronato € um medicamento empregado com grande efetividade no
tratamento de doencgas osteoliticas, no entanto, tem sido associado com certa
frequéncia ao desencadeamento da ONM-M.*3 A DP mostrou-se presente na
maioria dos pacientes que desenvolveram a ONM-M, especialmente, pos
exodontia, 0 que sugere uma associacdo entre estas duas condigOes
patolégicas.’-182046-47 Sghe-se que a RAR é o tratamento de primeira escolha
para a DP, no entanto, o seu emprego pode exercer um efeito negativo sobre os
tecidos periodontais durante terapia com dose oncoldgica de zoledronato.3?:33
Deste modo, avaliar alternativas terapéuticas mais efetivas e seguras se faz
necessario. Sendo assim, a proposta deste estudo foi avaliar o emprego da
aPDT, como monoterapia ou como terapia coadjuvante a RAR, no tratamento da
PE em ratos tratados com dose oncoldgica de zoledronato. Constatou-se que a
aPDT foi capaz de promover efeitos positivos sobre os tecidos periodontais, 0
que a tornou mais segura e efetiva para o tratamento da PE do que
exclusivamente a RAR durante terapia com zoledronato.

Estudos em modelos experimentais animais tém sido de grande
importancia para nortearem as pesquisas clinicas. E consolidado na literatura
cientifica 0 uso de ratos para a investigacao da evolucdo e para avaliacdo de
estratégias de tratamento da PE.*#%0 Da mesma forma, o emprego de modelos
experimentais animais tém contribuido para a elucidacédo da etiopatogenia e
avaliacdo de terapias para ONM-M.>>* Além disso, alguns estudos
experimentais indicam uma forte correlagédo entre a PE e o desencadeamento

da ONM-M, o que é confirmado por estudos epidemiolégicos em humanos.>>
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571.17-22 Apesar dos estudos indicarem tal correlacédo, ainda sdo extremamente
escassos 0s que avaliaram o tratamento da DP durante terapia com dose
oncolégica de BFs, ou seja, sob uma condicdo com alto risco para o
desencadeamento da ONM-M. Estudo prévio, desenvolvido por nosso grupo de
pesquisa, evidenciou em ratos sob terapia com dose oncoldgica de zoledronato
que o tratamento da PE exclusivamente com RAR desencadeou uma
exarcebacdo prolongada da resposta inflamatéria local e um aumento
substancial da quantidade de tecido 6sseo alveolar ndo vital, condizente com um
estagio 0 de ONM-M,23 o que corrobora com os dados obtidos no presente
estudo no grupo PE-RAR. Ainda de acordo com tais resultados, Braun e
lacono,®? reportaram em paciente que fazia uso cronico de zoledronato que a
RAR foi capaz de desencadear a ONM-M.

No presente estudo, a andlise de micro-CT realizada aos 28 dias pos
tratamento periodontal local, demonstrou que n&o houve diferenca
estatisticamente significante no nivel de perda 6ssea alveolar, volume 6sseo,
namero e espessura de trabéculas 6sseas na regido de furca em nenhum dos
grupos experimentais que compdem o presente estudo. Os dados da andlise
histométrica corroboram com esses achados, demonstrando que a PTO na
regiao de furca néo apresentou diferengca em nenhum dos grupos experimentais,
ou seja, o efeito do zoledronato, que € a severa inibicdo da reabsorcao 6ssea,
nao foi alterado com a presenca da PE e nem com os tratamentos locais
realizados. Todavia, houve um aumento significativo da PTONV no grupo PE-
RAR, esses resultados reforcam achados anteriores de que procedimentos
odontologicos invasivos e que requerem, ap0sS sua execugdo, uma certa

capacidade de reparo tanto dos tecidos moles, quanto dos tecidos duros, pode
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predispor ao desencadeamento da ONM-M."3346 Em contrapartida, quando a
aPDT foi empregada como monoterapia ou como coadjuvante a RAR, no
tratamento da PE, a PTONV se apresentou significativamente menor que em
PE-NTL e PE-RAR.

A boa higiene bucal, um controle efetivo de placa bacteriana e a auséncia
de infec¢cOes orais sdo de extrema importancia para diminuir o risco de ONM-
M.58 Todavia torna-se um dilema a escolha de um tratamento efetivo e, acima de
tudo, seguro para a DP durante tratamento com potentes BFs. O emprego de
outras modalidades terapéuticas ou coadjuvantes a RAR para tratamento da DP
poderia se constituir em alternativa de terapia nestas condi¢cdes. A aPDT é uma
modalidade de laserterapia, que apresenta potente efeito antimicrobiano e
propriedades bioestimulatorias sobre os tecidos periodontais. Apesar de ser uma
modalidade terapéutica bastante empregada, este é o primeiro estudo que
propds e avaliou seus efeitos no tratamento da PE ao longo da terapia com dose
oncologica de zoledronato. Estudos em modelos experimentais animais
mostraram uma grande efetividade da aPDT como terapia coadjuvante a RAR
no tratamento da PE, mesmo em condi¢cbes em que a resposta do hospedeiro
se mostrava comprometida, como acontece na presenca de diabetes mellitus,
imunossupresséo, tabagismo e deficiéncia hormonal,>°-¢53° corroborando com
os achados do presente estudo. Alguns estudos clinicos controlados e
randomizados também demostraram efetividade da aPDT como terapia
coadjuvante a RAR no tratamento da DP,%¢-%® todavia, outros estudos desta
natureza néo evidenciaram beneficios adicionais quando se emprega tal terapia

coadjuvante.”®72Em uma revisdo sistematica e meta-andlise de estudos clinicos,
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Al-Hamoudi et al.”® concluiram gque a associacdo de RAR e aPDT foi capaz de
promover melhora em parametros clinicos da DP.

No presente estudo, 0 emprego exclusivo da aPDT para tratamento da PE
foi a terapia avaliada que resultou em menor PTONV, ou seja, se constituiu na
modalidade terapéutica menos agressiva aos tecidos periodontais sob efeito do
zoledronato. Tais resultados se mostram em concordancia com aqueles obtidos
em outros estudos experimentais em animais em outras condigdes
desfavoraveis.3042:60-6474 No entanto, deve ser levado em consideracdo que na
pratica clinica odontolégica o emprego exclusivo da aPDT néo apresenta grande
efetividade, tendo em vista que ndo € capaz de promover a remog¢ao mecanica
do biofilme bacteriano, ou seja, ndo é capaz de desestrutura-lo completamente,
exercendo uma acado paliativa na DP em fungdo da promocao da reducao da
carga microbiana. No entanto, em situacbes onde a presenca da DP sem
tratamento ou o tratamento mecanico periodontal convencional pode se
constituir em risco para a ONM-M, o emprego de uma terapia que exergca uma
acao paliativa pode se constituir na terapia mais indicada.

A analise histopatolégica dos tecidos periodontais evidenciou que no
grupo PE-RAR o0 processo inflamatorio local se mostrou grandemente
exacerbado em todos os periodos experimentais. Em PE-aPDT a resposta
inflamatdria foi mais discreta e controlada ao longo dos periodos experimentais,
0 que se justifica por se tratar de uma modalidade de terapia minimamente
invasiva. No grupo PE-RAR-aPDT a resposta inflamatoria evoluiu de moderada
a discreta ao longo dos periodos experimentais, o que é justificado pelo
tratamento periodontal invasivo com RAR, na fase inicial, e supostamente por

uma acao bioestimulatéria da aPDT, na fase final deste processo. No que se
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refere a analise imunoistoquimica direcionada para TGF[3, constatou-se que nos
grupos submetidos ao tratamento periodontal local (PE-RAR, PE-aPDT e PE-
RAR-aPDT) o nivel desta citocina se mostrou elevado aos 7 dias pos-tratamento.

O TGFB exerce agao na regulagéo da proliferagédo celular e diferenciacéo
celular, modulagdo da inflamacéo e resolucéo do processo inflamatério. Diante
do exposto, pode ser constatado que quanto maior a acao da terapia periodontal
sobre contencao da resposta inflamatéria e maior sua acéo sobre a elevacao nos
niveis de TGF[, maior foi a efetividade e a seguranga da terapia periodontal.
Nossos dados estdo de acordo com estudos anteriores que relacionam
elevacdes nos niveis de TGFB pds tratamento periodontal com aumento da
capacidade de reparacéo de tais tecidos.’>8°

Neste estudo se empregou multiplas sessbes (trés) de aPDT para
tratamento da PE baseado na maior efetividade que foi reportada por estudos
anteriores em outras condicdes experimentais.*?3%81-84 Ta| protocolo é justificado
para que os tecidos periodontais tratados se beneficiem ao maximo do potente
efeito antimicrobiano e das propriedades bioestimulatérias da aPDT na fase
inicial do processo de reparacdo. Um outro aspecto extremamente importante
relacionado com o uso da aPDT é que esta modalidade terapéutica ndo possui
efeito adverso quando indicada e executada corretamente. Deste modo, nossos
achados podem se constituir em importantes norteadores para pesquisas
clinicas que visam o estabelecimento de protocolos efetivos, seguros e sem
efeito adverso para tratamento da DP durante tratamento com dose oncologica

de zoledronato.
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5. CONCLUSAO

Dentro dos limites do presente estudo, pode-se concluir que o uso da
aPDT, como monoterapia ou como terapia coadjuvante & RAR, se mostrou
efetiva e segura no tratamento da PE em ratos sob terapia com dose oncoldgica
de zoledronato, evitando que a PE progredisse para um estdgio subclinico de
ONM-M, como ocorreu quando nao se estabeleceu tratamento periodontal local

ou quando se empregou exclusivamente a RAR.
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Figura 1: Delineamento experimental do estudo. (a) Esquema ilustrando o delineamento
experimental com os procedimentos experimentais executados em seus respectivos intervalos
de tempo. (b-c) Aspecto clinico do primeiro molar inferior com PE duas semanas apés a
instalacao da ligadura e imediatamente apds sua remocao. (d-e) Execucdo do procedimento de
RAR no primeiro molar inferior, a qual foi realizada nos grupos PE-RAR e PE-RAR-aPDT. (f-g)
Execucéo da aPDT no primeiro molar inferior, a qual foi realizada nos grupos PE-aPDT e PE-
RAR-aPDT (em f esta4 sendo evidenciada a aplicacdo do fotosensibilizador e em g estd sendo
mostrada a irradiacdo com laser de baixa poténcia.
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Figura 2: Aspecto microtomografico do primeiro molar inferior e periodonto de insercdo aos 28
dias po6s tratamento periodontal local. (a-d) Graficos evidenciando a perda 6ssea alveolar (POA)
(a), o volume 6sseo alveolar (VOF) (b), o nimero de trabéculas 6sseas (Th.Th) (c) e a espessura
de trabéculas ésseas (d) no periodonto de insercdo do primeiro molar inferior. (e-h) Aspecto
microtromografico bidimensional do primeiro molar inferior e periodonto de inser¢do em PE-NTL
(e), PE-RAR (f), PE-aPDT (g) e PE-RAR-aPDT (h). (i-p) Aspecto microtromogréafico
tridimensional do primeiro molar inferior e periodonto de inser¢do em uma vista vestibular (i-1) e
em uma vista lingual (m-p) da mandibula em PE-NTL (i, m), PE-RAR (j, n), PE-aPDT (k, 0) e
PE-RAR-aPDT (I, p). Teste estatistico: ANOVA — Tukey. Barras de escala: 1 mm.
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Figura 3: Fotomicrografias mostrando o aspecto histolégico do primeiro molar inferior e
periodonto de insercdo aos 7 dias pds tratamento periodontal local em PE-NTL (a), PE-
RAR (b), PE-aPDT (c) e PE-RAR-aPDT (d). Abreviacdes e simbolos: ii, infiltrado
inflamatdrio; oa, osso alveolar, rn, restos necroticos; setas brancas, ostedcitos; setas
pretas, lacunas vazias ou ocupadas por restos necroticos de ostedcitos; tc, tecido
conjuntivo. Aumento original: 100x. Barras de escala: 300um. Coloracéo: HE.
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Figura 4: Fotomicrografias mostrando o aspecto histolégico do primeiro molar inferior e
periodonto de insercao aos 28 dias p0ds tratamento periodontal local em PE-NTL (a), PE-
RAR (b), PE-aPDT (c) e PE-RAR-aPDT (d). Abreviacdes e simbolos: ii, infiltrado
inflamatdrio; oa, osso alveolar, rn, restos necroticos; setas brancas, ostedcitos; setas
pretas, lacunas vazias ou ocupadas por restos necroticos de ostedcitos; tc, tecido
conjuntivo. Aumento original: 100x. Barras de escala: 300um. Coloracéo: HE.
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Figura 5: Graficos evidenciando a porcentagem de tecido 6sseo (PTO) (a) e a porcentagem de
tecido 6sseo nao vital (PTONV) (b) na regido de furca do primeiro molar inferior aos 7, 14 e 28
dias pos tratamento periodontal local nos grupos PE-NTL, PE-RAR, PE-aPDT e PE-RAR-aPDT.
Teste estatistico: ANOVA — Tukey. Simbolos: 1, diferenga estatisticamente significante em
relacdo ao PE-NTL; f, diferenca estatisticamente significante em relagdo ao PE-RAR; ¥,
diferenca estatisticamente significante em relagdo ao PE-aPDT; §, diferenca estatisticamente
significante intragrupo em relacéo aos 7 d pos tratamento periodontal local.
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Figura 6: Imunomarcacgéo para TGF[ no periodonto de inser¢do do primeiro molar inferior aos 7
dias pos tratamento periodontal local. Graficos mostrando a densidade 6ptica de
imunomarcacado para TGFB (a) nos diferentes grupos experimentais. Fotomicrografias
evidenciando a imunomarcacdo em PE-NTL (b), PE-RAR (c), PE-aPDT (d) e PE-RAR-aPDT (e).
Teste estatistico: ANOVA — Tukey. Simbolos: 1, diferenga estatisticamente significante em
relacdo ao PE-NTL; %, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao PE-RAR; 1,
diferenca estatisticamente significante em relagdo ao PE-aPDT; §, diferenca estatisticamente
significante intragrupo em relacdo aos 7 d pés tratamento periodontal local. Abreviacbes e
simbolos: ao, osso alveolar. Aumento original: 400x. Barras de escala: 100 pm.
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Tabela 1: Parametros, escores e distribuicdo dos espécimes de acordo com a
analise histopatologica do padrao inflamatorio dos tecidos periodontais na regiao
de furca do primeiro molar inferior nos diferentes grupos e periodos

experimentais.

ANALISE HISTOPATOLOGICA: PADRAO INFLAMATORIO

PARAMETROS E RESPECTIVOS
ESCORES

PORCENTAGEM DE ESPECIMES

GRUPOS EXPERIMENTAIS

PE-RAR-
PE-NTL PE-RAR PE-aPDT aPDT
7d J14d J28d | 7d J14d J28d | 7d J14d [28d | 7d J14d J28d
INTENSIDADE DA RESPOSTA INFLAMATORIA LOCAL
1) auséncia de inflamacéo - - - - - - - - - - - -
2) inflamacdo discreta (até 1/3 das | - - - - - - ]100 | 100 |100 § 40 | 40 (100
células sado células inflamatérias) % | % | % | % | % | %
3) inflamacdo moderada (de 1/3 até 2/3 | - - - - 120 | 20 - - - |60 |60 | -
das células sdo células inflamatdrias) % | % % | %
4) inflamacgéo intensa (mais de 2/3 das |J100 | 100 | 100 J100 | 80 | 80 - - - - - -
células sdo células inflamatérias) % | % | % 1% | % | %
MEDIANA | 4 4 4 4 4 4 211 | 2% | 2fF | 3t | 3fF | o1
EXTENSAO DO PROCESSO INFLAMATORIO
1) auséncia de inflamacéo - - - - - - - - - - - -
2) estendendo-se apenas em parte do | - - - - - - - - - - - -
tecido conjuntivo da regido de furca
3) estendendo-se por todo o tecido | - - | 40 |40 | 40 | 40 100 {100 (100 | 60 | 60 |60
conjuntivo da regido de furca % 1% | % | % )% | % | % | | % | %
4) estendendo-se por todo o tecido J100 |100 | 60 | 60 | 60 | 60 - - - |40 | 40 |40
conjuntivo e tecido 6sseodaregidode | % | % | % | % | % | % % | % | %
furca
MEDIANA | 4 4 4 4 4 4 3t | 3fF | 3t | 3t | 3t 3

Simbolos: f, diferenca estatisticamente significante em relagéo

estatisticamente significante em relagdo ao PE-RAR.

ao PE-NTL; %, diferenca
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Tabela 2: Parametros, escores e distribuicdo dos espécimes de acordo com a
analise histopatoldgica do padréo de estruturacdo dos tecidos periodontais na
regido de furca do primeiro molar inferior nos diferentes grupos e periodos

experimentais.

ANALISE HISTOPATOLOGICA: PADRAO DE ESTRUTURACAO DOS TECIDOS

PARAMETROS E

RESPECTIVOS

ESCORES

PORCENTAGEM DE ESPECIMES

GRUPOS EXPERIMENTAIS

PE-NTL

PE-RAR

PE-aPDT

PE-RAR-
aPDT

7d J14d J28d

7d J14d J28d

7d J14d J28d

7d

J14d J28d

PADRAO DE ESTRUTURACAO DO CEMENTO DA REGIAO DE FURCA

1

auséncia de reabsor¢éo externa

80
%

80
%

80
%

60
%

60
%

60
%

100 | 100 | 80
% | % | %

60
%

80 |80
% | %

2)

apenas areas de reabsorcao inativas

20
%

20
%

20
%

40
%

- - 20
%

20 | 20
% | %

3)

poucas é&reas de reabsorcdo ativas
(até 3 focos)

20
%

40
%

20
%

40
%

4)

muitas areas de reabsorcdo ativas
(mais de 3 focos)

MEDIANA

1

1

1

1

1

1

PADRAO DE ESTRUTURACAO DO TECIDO CONJUNTIVO DA REGIAO DE

1

moderada quantidade de fibroblastos e
grande quantidade de fibras coldgenas
(tecido conjuntivo denso)

2)

moderada quantidade tanto de
fibroblastos quanto de fibras
colagenas

80 |80 | 80
% | % | %

%

3)

pequena quantidade tanto de
fibroblastos quanto de fibras
coladgenas

20 | 20 | 20
% | % | %

80
%

100 | 40
% | %

4)

desestruturacdo tecidual severa com
areas de necrose

100
%

100
%

100

20
%

MEDIANA

4

4

3t

3t | 211

PADRAO DE ESTRUTURACAO DO TECIDO OSSEO

1

trabéculas 6sseas de contorno regular
e repletas de osteoblastos ativos,
incluindo areas de neoformacéo 6ssea

2)

trabéculas 6sseas de contorno
irregular e recobertas tanto por
osteoblastos quanto por osteoclastos
ativos

3)

trabéculas O6sseas de contorno
irregular repletas de osteoclastos
ativos

4)

trabeculas 6sseas com presenca de
areas de tecido 6sseo ndo vital com
presenca de osteoclastos ativos e/ou
inativos

100
%

100
%

100
%

100
%

100
%

100
%

100 {100 |100
% | % | %

100
%

100 |100
% | %

MEDIANA

4

4

4

4

4

4

4 4 4

4

4 4

Simbolos: f, diferenca estatisticamente significante em relacdo ao PE-NTL; f, diferenca
estatisticamente significante em relacéo ao PE-RAR; 1, diferenca estatisticamente significante

em relacdo ao PE-aPDT.
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ANEXO A: NORMAS PARA PUBLICACAO SEGUNDO O PERIODICO
“JOURNAL OF PERIODONTOLOGY”

Journal of Periodontology Author Instructions

Updated May 2017

This update includes changes to the Review Articles section.

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
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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:

o Background: Describes the problem being addressed.

o Methods: Describes how the study was performed.

o 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.
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Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables,

figures, and supplemental material as appropriate.

Discussion

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

Recommendations, particularly clinical ones, may be included when appropriate.

Publication of Accepted Original Articles

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.

REVIEW ARTICLES

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

be accepted.
COMMENTARIES

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

require that the issue or controversy addressed be highly focused.
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Introduction
This section should clearly state the clinical question or issues to be discussed

and document their importance and timeliness.

Body

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

Summary
The summary should place the issue in perspective and point a way for future

directions in addressing the controversy.

Acknowledgment(s)

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

interest.

CASE SERIES

The Journal of Periodontology no longer publishes Case Reports. Authors
are encouraged to submit Case Reports to Clinical Advances in

Periodontics. The Journal of Periodontology publishes selected Case Series

that describe unusual case presentations, complex diagnoses, and novel
approaches to treatment within the scope of practice of periodontology. These
Case Series provide valuable information for clinicians and teachers in the field.

Case Series report a sufficient number of consecutive or randomized cases to
make a persuasive argument for or against the procedure, technique, or concept
under discussion. Cases should be relatively homogeneous so that a systematic
evaluation of one type of disease, lesion, or condition is made for the procedure
under consideration. Also, treatment and documentation should be consistent
and standardized for all cases. It is recognized that definitive evidence for the

safety and efficacy of any procedure, drug, or device comes primarily from well-
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designed, randomized, controlled trials. However, well-executed Case Series
may lead to hypotheses about the usefulness of new and innovative procedures,
drugs, or devices and may therefore be of value to the progress of clinical
science.

The requirements for patient consent, privacy, and institutional approval are
well defined for manuscripts describing research on human subjects. These basic
requirements are described by the International Committee of Medical Journal
Editors (ICMJE) in their Uniform Requirements for Manuscripts Submitted to

Biomedical Journals (available at: www.icmje.org) and are interpreted in the

instructions to authors of all peer-reviewed biomedical journals, including
the Journal of Periodontology.

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

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

Requirement for Ethics Board Approval

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

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

to generalizable knowledge.")

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

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

Example 1 does not qualify as "research,"” but example 2 does qualify and

requires ethical approval.

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

Privacy in Case Series

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

written consent to publish the information.

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

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

explicitly approved the manuscript.

Format
Case Series must be limited to 2,000 to 3,000 words (excluding the abstract,

references, and figure legends). The reference list should not exceed 50
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references, and the total combined number of figures and tables must be six or

fewer. Multi-panel figures are acceptable.

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

« Background: Describes the clinical situation being discussed.

« Methods: Describes the clinical procedures (surgical and non-surgical)

performed.
o Results: Describes the clinical results.
« Conclusion(s): Reports what authors have concluded, specifically clinical

implications in practice situations.

Introduction

This section should include a critical review of the pertinent literature.

Case Description and Results

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

as radiographs, are encouraged.

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

GUEST EDITORIALS

Guest Editorials may be invited or may be submitted from authorities in certain
areas as a means of offering their perspective on one or more articles published

in the Journal, or on other items of interest to the readership.

LETTERS TO THE EDITOR
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Letters may comment on articles published in the Journal and should offer
constructive criticism. If a letter comments on a published article, the author(s)
will  be provided 30 days to respond to the observations.
Letters to the Editor may also address any aspect of the profession, including
education and training, new modes of practice, and concepts of disease and its
management.
Letters should be brief (<1,000 words), focused on one or a few specific points
or concerns, and can be signed by no more than five individuals.
Citations should be handled as standard references.
GENERAL FORMAT

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

o Title Page

e Abstract (or Introduction) and Key Words

e Text

o Footnotes

e Acknowledgment(s)

« References

e 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
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department, for each (please use footnote symbols in the sequence *, t,
1, 8§ I, 9, # **, 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. aone-sentence summary describing the key finding(s) from the study.
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