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A Deus:

Pela vida,

Por minha maravilhosa familia,

Por meus amigos sinceros,

Por minha querida namorada,

Por estar ao meu lado em todos 0s momentos desta minha existéncia,
Por guiar meus passos e me proteger...

Por seu amor infinito...

“ Deus, tu me cercaste em volta,
Tuas maos em mim repousam...
Tal ciéncia é grandiosa,

Nao alcanco de tdo alta...”

Salmo 138
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A minha mae R0OSa:

Pela vida...

Por cuidar de mim, quando precisei...

Por me ensinar principios téo solidos...

Pelo amor incondicional, que me faz forte para viver...

Pelo exemplo de coragem, honestidade e perseveranca...

Lembrar de sua face preocupada, de seu trabalho, de suas oracgdes, de
seu apoio incondicional para me dar o melhor, me impulsionou
deveras para a luta...

Mée, mulher corajosa, com um coracdo enorme...

Vocé me faz sentir a vida, a beleza das cores, a harmonia, o encanto e a
docgura!l
Vocé é capaz de esquecer o sofrimento e a dor para me ver feliz!

Hoje, quero fazer por vocé uma prece muito bonita e sincera:

“Meu Deus, abencoa esta mulher tdo encantadora que me deu a vida.
Abencoa esta mulher guerreira, minha mae, hoje e sempre!
Olhando o céu aberto, contemplo o grande tesouro de paz, sabedoria,
paciéncia, bondade, ternura e acolhimento que permeia o seu ser.”

As vezes, quando a vida comeca a ficar mais dificil, pensando em vocé,
surge uma nova esperanca! Meu porto seguro!

Vocé é um presente de Deus na minha vida!!

Muito Obrigado Por Tudo ! Amo vocé!
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Ao meu pai Victor:

Pela vida...

Por cuidar de mim quando ainda pequeno...

Pelas noites que passou em claro para que eu dormisse...
Por me defender quando eu ainda ndo conseguia...

Por toda a preocupacao que teve comigo...

Pelo exemplo de trabalho, e coragem...

Por tudo que sempre me ensinou...

... Amo vocé!
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Aos meus irmaos Victor e Andréa:

Vocés sdo meus exemplos de vida. Pessoas maravilhosas, batalhadoras,
honestas, e que sempre admireli.

Sempre estiveram ao meu lado desde que nasci, me acompanharam e
ensinaram muito sobre a vida...

Muito obrigado pelo apoio, incentivo e por tudo que sempre fizeram
por mim. Vocés sdo os melhores irmaos que alguém poderia ter.
Quando penso em vocés sinto a presenca de Deus em meu coracao.
Vocés sdo de importancia inestimavel na minha formac@o como pessoa
e como profissional!

Aos meus cunhados Alfredo e Stella:

Muito Obrigado pelo apoio e incentivo que vocés sempre me deram!
Vocés sdo muito importantes para mim, amigos, pessoas especiais...
Que Deus conserve vocés sempre assim, pessoas tdo generosas,

Que se preocupam em doar um pouco de seu amor as pessoas em sua
volta.

Aos meus amados sobrinhos: Pedro Henrique, Victor Hugo, Murilo e
Amélia:

Anjos em minha vida!! Tenho vocés no coragdo. Agradeco a Deus por
VOCés serem meus sobrinhos e fazerem parte da minha vida, trazendo
alegria e amor.

... Amo vocés!
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Aos meus queridos avés maternos: Gustavo (in memoriam) e Maria do

Rosario (in memoriam) :

Tenho certeza de que vocés olham e torcem por nés continuamente.

Obrigado por tudo! Muito amor e saudades...

Aos meus queridos avos paternos: Imil (in memoriam) e Amélia (in

memoriam) :

Tenho certeza de que vocés olham e torcem por nds continuamente.

Obrigado por tudo! Muito amor e saudades...

Aos meus padrinhos: Salles e Lourdes:

Sempre estiveram tdo presentes em minha vida, e acompanharam toda
esta trajetdria. Muito obrigado por todo carinho que sempre tiveram

por mim.

... Amo vocés!
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A minha querida namorada e amiga Michyele:

A jornada pareceu ardua e dificil...

O desanimo tentou se apossar por vezes...

Rimos juntos, choramos juntos, vivemos cada etapa unidos...

Uma unido que néo consigo explicar...

Me mostra o que ha de melhor em mim...

Me ajuda a enxergar, quando eu ndo Posso Ver...

Amor, carinho, respeito e cumplicidade vivenciamos diariamente...
Sentimentos puros, verdadeiros, e intensos...

Ter vocé comigo é:

Caminhar pela vida confiante, sem medo de errar, mesmo errando...
Sem medo de me entregar, quando ja estou entregue...

Andar pelas flores, mesmo com arranhdes...

E ter forca para lutar, crer, vencer...

Ter a mim mesmo...

“Nao importa o que a vida nos traga,
Teremos forca para suporta-la,
Contanto que tenhamos amor para dar
E alguém com quem compartilha-lo.”

(Marie Louise Cheatham)

Amo vocé! Obrigado por fazer parte da minha vida!
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A minha querida amiga e professora Ana Lucia Almeida:

Existem pessoas que quando passam por nossas vidas, deixam um
pouco de si e levam um pouco de nos, e vocé € uma delas. Tenho muito
orgulho de ter conhecido vocé, uma pessoa especial que muito me
ensinou. Deus colocou vocé no meu caminho, e agradeco todos os dias.
Uma pessoa como poucas, mulher batalhadora, com um coracéo
enorme. Profissional exemplar em clinica e pesquisa, que sempre
divide seu conhecimento infinito com todos os seus alunos. Agradeco
toda atencdo, carinho e 0s seus ensinamentos transmitidos.
Ensinamentos que trago comigo para a vida. Serei eternamente grato
por toda sua dedicacdo e carinho. Muito obrigado pelo agradavel
convivio durante todo periodo que estivemos juntos. Vocé foi um
grande incentivo e exemplo para que eu optasse por realizar pos-
graduacdo. Palavras jamais serdo suficientes para exprimir sentimentos
e enorme admiracdo que tenho por vocé. Muito Obrigado por fazer

parte da minha vida. Tor¢co muito pelo seu sucesso !!

“Benditos sejam 0s amigos que acreditam na tua verdade ou te apontam a
realidade. Porque amigo é a dire¢do. Amigo é a base quando falta o chao!”

(Machado de Assis)
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Aminha orientadora Profa. Dra. Maria José Hitomi Nagata:

Exemplo de pessoa e profissional, com conduta exemplar e admiravel.
Serei eternamente grato por tudo que fez por mim durante esses dois
anos que se passaram. Além da transmissao de conhecimentos, tive o
prazer de conviver com uma pessoa especial, que mesmo com toda
sua exceléncia no ambito profissional, preserva a simplicidade e
humildade. Admiro sua fé, e tenho um carinho especial pela senhora.
Quantas vezes me acalmou ao dizer sébias palavras em momentos
dificeis. Jamais esquecerei! Tenho um orgulho imenso de ter sido
orientado por uma educadora, pesquisadora brilhante, profissional
ética e mulher com uma reunido de qualidades tdo dificilmente
encontradas em um ser humano!

Seria dificil colocar em palavras toda a admiragéo, confianca, carinho

e respeito que tenho pela senhora.

MUITO OBRIGADO!!
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A Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, nas pessoas de seu Diretor
Prof. Dr. Pedro Felicio Estrada Bernabé e Vice-Diretora Profa. Dra. Ana Maria
Pires Soubhia

Pela oportunidade de realizar este curso e esta pesquisa.

Ao Programa de Pos-Graduacdo em Odontologia, nas pessoas de seu
Coordenador Prof. Dr. Idelmo Rangel Garcia Junior e de todo corpo docente
Pela contribuicdo na minha formacao.

A FAPESP, pela concessdo da Bolsa de Mestrado (Processo ne 07/53341-9) ao
poOs-graduando Luis A. Esper.

As empresas “BIOMET 3i, Inc.” (Palm Beach Gardens, AL, EUA), pela doacéo de
materiais e equipamento para o preparo do Plasma Rico em Plaquetas, “W.L.
Gore & Associates” (Hagstaff, AZ, EUA) pela doacdo das membranas e fios de
sutura e Johnson & Johnson Produtos Profissionais Ltda.(Sdo José dos Campos,
SP, Brasil) pela doagéo de fios de sutura utilizados neste estudo.

Ao Professor da Disciplina de Periodontia Dr. Valdir Gouveia Garcia

Professor, além de admira-lo por sua carreira brilhante, vim conhecé-lo
melhor como pessoa durante esses dois anos. O senhor tem qualidades
raramente observadas no ser humano... Alegra-se com as conquistas das
pessoas e torce pelo sucesso... Seu apoio e torcida foram de fundamental
importancia para que eu conseguisse chegar até aqui. O senhor, com sua
sensibilidade, sempre com palavras de otimismo quando mais precisei, ajudou-
me a levantar, respirar fundo e recomecar, sempre que necessario. Muito
obrigado pelo seu exemplo e exceléncia como educador, pesquisador,
profissional respeitado e batalhador incansavel... Obrigado pelo imenso prazer
de conviver com o senhor!
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Ao Professor da Disciplina de Periodontia Dr. Alvaro Francisco Bosco

Desde o primeiro contato que tive com o senhor, no inicio da minha
graduacdo, tive a certeza de que estava diante de um exemplo a ser seguido.
Um professor educado, entusiasmado com a profissdo, educador, clinico e
pesquisador respeitado por sua enorme competéncia. Além de toda sua
exceléncia profissional, preserva a humildade e simplicidade, além de
inumeras outras qualidades que possui. Sempre muito otimista, me ajudou nos
momentos em que precisei. Uma pessoa admiravel, honesto, generoso, com
principios éticos e valores tdo sélidos. Professor tdo querido e respeitado pelos
alunos. Tenho um imenso orgulho de ter sido seu aluno, jamais conseguirei
expressar em palavras minha admiracdo e respeito pelo senhor. Serei
eternamente grato por todos os ensinamentos transmitidos, por seu exemplo
profissional, pelo seu apoio e incentivo e pelos momentos de convivio tdo
agradavel. O senhor muito contribuiu para minha formacdo pessoal e
profissional, e teve um papel fundamental para que eu escolhesse ingressar na
p6s-graduagdo. MUITO OBRIGADO POR TUDO!

Ao professor da Disciplina de Clinica Integrada Dr. Wilson Roberto Poi

Um exemplo de pessoa e dedicacdo a docéncia. Sempre tdo querido e
respeitado pelos alunos. Desde a graduagdo tenho um enorme respeito e
admiracéo pelo senhor. Muito Obrigado pelos ensinamentos transmitidos!!

Ao Professor da Disciplina de Endodontia Dr. Roberto Holland

Um exemplo de profissional e pesquisador. Agradeco por toda sua paciéncia,
dedicacdo e por sua enorme contribuicdo na anéalise dos cortes histologicos
realizados.

Ao Professor da Disciplina de Endodontia Dr. Jodo Eduardo Gomes Filho
Pela contribuigdo no processamento laboratorial deste trabalho.
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Ao Professor da Disciplina de Cirurgia Dr. Tetuo Okamoto

Exemplo de profissional e de dedicacdo a pesquisa. Agradeco pela amizade, e
pela constante ajuda no processamento laboratorial e analise histologica deste
trabalho.

Ao Departamento de Ciéncias Basicas, e em especial ao Prof. Dr. Claudio
Aparecido Casatti
Por sua contribuicdo na analise histoldgica deste trabalho.

Ao Professor Dr. Stephen E. Fucini

Pelo estimulo em sempre seguir adiante! Pela inestimavel ajuda nos momentos
que esteve aqui conosco e dividiu suas valiosas experiéncias profissionais. Pelo
empenho na aquisicdo de materiais para nossas pesquisas...

Ao meu amigo Michel Reis Messora
Por todos os momentos compartilhados, pelo convivio agradavel, pelas sabias
palavras sempre proferidas e imensuravel apoio e incentivo. Trabalhamos
juntos, dividimos muitas alegrias, tristezas e estivemos sempre unidos pela
forca da amizade. Sua amizade tem um valor enorme para mim, e nada que eu
diga conseguiria traduzir este sentimento tdo nobre. Sem a sua ajuda jamais
teria conseguido realizar este trabalho. Serei eternamente grato por toda sua
ajuda, paciéncia, dedicacédo e amizade.

MUITO OBRIGADO POR TUDO!!

A minha amiga Natalia de Campos

Por toda sua ajuda e seu otimismo. Sua ajuda foi fundamental na realizacao
deste trabalho. Vocé é uma pessoa admiravel, radiante, batalhadora, e com
quem tive o prazer de conviver durante todo este tempo. Dividimos alegrias,
tristezas e estivemos sempre unidos pelos lagos tdo sinceros de amizade. Tenho
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muito orgulho de ser seu amigo, e um carinho muito especial por “nossa
irmézinha mais nova”.

Aminha amiga Natéalia Marcumini Pola

Por sua ajuda imprescindivel na realizacdo deste trabalho e por todos os
momentos que compartilhamos. Pessoa especial, alegre, guerreira e que muito
me ajudou em todos 0s momentos que precisei, incentivando e apoiando nos
momentos dificeis. Esteve sempre presente, nos contagiando com sua energia
positiva e dedicacdo. Uma amiga sincera, por quem tenho um enorme carinho,
respeito e admiracgéo.

Aminha amiga Flavia Furlaneto
Vocé esteve presente em todos 0s momentos, e sua ajuda também foi
fundamental para realizacdo deste trabalho. Uma pessoa iluminada, com uma
fé inabalavel, que apoiou e sempre nos brindou com sua sabedoria e proferiu
palavras de otimismo. Uma profissional admiravel, pessoa amiga, humilde e
com principios de vida tdo sélidos. Uma amiga especial, que sempre tem uma
palavra de conforto quando mais precisamos. Deus colocou vocé em nosso
caminho para alegrar nossos dias.

MUITO OBRIGADOQO!!

Aos meus amigos Tatiana, Flavia, Michel, Thiago, Leandro, Ana Cristina,
Michyele, Natalia de Campos, Natélia Pola, Erivan e Ricardo. Muito obrigado
pelo agradavel e harmdnico convivio nesses dois anos. Sucesso em suas
carreiras académicas!

As estagiarias de Iniciacdo Cientifica e amigas Carolina, Daniele, Paula e
Rosana
Pela inestiméavel ajuda no processamento laboratorial deste trabalho!
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Ao Dr. Mario Nagata e Sra. Herminia Nagata
Agradeco o carinho, e a atencdo que sempre tiveram.

Ao querido amigo e funcionario Odair

O que seria de ndés sem vocé? Sempre nos ajudou com muita alegria. Sua
bondade esta presente em seu olhar! Sua ajuda foi muito importante para que
este trabalho fosse realizado. Obrigado pela sua paciéncia, dedicacdo e pelo
seu exemplo! Vocé é uma pessoa especial!!

Ao Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal da Faculdade de
Medicina Veterinaria do Campus de Aracatuba, Universidade Estadual Paulista
“Julio de Mesquita FHIho” — UNESP, a Professora Valéria Nobre Leal de Souza
Oliva e ao Professor Paulo Sérgio Patto dos Santos, pelo empréstimo de
equipamentos necessarios para este estudo e pela atencdo dispensada. Minha
sincera gratidao!!

Ao meédico veterinario e amigo Guillermo Carlos Veiga de Oliveira

Pelo auxilio nas cirurgias realizadas, e por toda sua disponibilidade em ajudar.
Vocé é um exemplo de profissional, admiro muito o seu trabalho... Serei
eternamente grato pelo auxilio imprescindivel na realizacdo deste trabalho.

MUITO OBRIGADO POR TUDOQ!!

Ao Professor do Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducdo Animal
Wagner Luis Ferreira

Por toda assisténcia prestada no cuidado com os animais e doacdo de
medicamentos necessarios para realizacdo desta pesquisa.

A Professora do Departamento de Clinica, Cirurgia e Reproducéo Animal Suely
Regina Mogami Bomfim

Acompanhou todas as etapas deste trabalho. Ajudou em todos 0os momentos
durante a fase cirurgica e sempre sorrindo e tdo perseverante. Foi um prazer
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realizacao deste trabalho.
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Bernadete e Paulo. Pela convivéncia tdo agradavel.
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“Aprender € a Unica coisa da qual a mente
humana nunca se cansa, nunca tem medo e

jamais se arrepende”.
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Resumo

ESPER, L.A. Influéncia do Plasma Rico em Plaquetas associado ou ndo a Regeneragao
Tecidual Guiada na cicatrizacdo de defeitos de fenestragdo periodontal em cées. Estudo
histolégico e histométrico [Mestrado em Periodontia]. Aracatuba: Faculdade de Odontologia
da Universidade Estadual Paulista; 2009.

Este estudo avaliou histomorfometricamente o processo de cicatrizacdo em defeitos de
fenestracdo periodontal, criados cirurgicamente em cées e tratados com Plasma Rico em
Plaquetas (PRP) associado ou ndo ao uso de barreira de membrana. Defeitos de fenestragéo
periodontal com 5 mm de didmetro foram cirurgicamente criados nos caninos superiores de
12 cdes. Os dentes foram divididos em 4 grupos: C (controle) - defeito preenchido somente
com coagulo sanglineo; M - defeito preenchido com coagulo sangtiineo e protegido com uma
membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) com reforgo de titanio; PRP - defeito
preenchido com PRP; PRP/M - defeito preenchido com PRP e protegido com uma membrana
de PTFE-e com refor¢o de titdnio. Os animais foram eutanasiados apds 4 semanas. Medidas
lineares e de area da cicatrizacdo periodontal foram avaliadas e calculadas como porcentagem
do defeito original. Os dados foram submetidos a analise estatistica (analise de variancia, p <
0,05). Nenhum espécime regenerou-se completamente com 0sso ou cemento. Formacao de
novo cemento foi significativamente maior nos Grupos PRP e PRP/M quando comparados ao
Grupo C. Observou-se, também, significativa maior formacdo de novo cemento no Grupo
PRP/M que no Grupo M. Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP
favoreceu a formacdo de novo cemento. A Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) ndo
proporcionou efeitos adicionais ao uso do PRP no tratamento de defeitos de fenestracdo
periodontal em c&es.

Palavras-chave: Regeneracdo Tecidual Guiada; Plasma Rico em Plaquetas; Plaquetas; Fatores

de Crescimento.



Abstract

ESPER, L.A. Influence of Platelet-Rich Plasma (PRP) with or without Guided Tissue
Regeneration (GTR) on the healing of periodontal fenestration defects in dogs: a
histologic and histometric study [dissertation]. Aracatuba: UNESP - S&o Paulo State
University; 2009.

This study histomorphometrically analyzed the healing of periodontal fenestration defects
surgically created in dogs and treated with Platelet-Rich Plasma (PRP) with or without a
barrier membrane. A 5 mm diameter periodontal fenestration defect was made in each upper
canine of 12 dogs. The teeth were divided into 4 groups: C (control) - defect filled with blood
clot only; M - defect filled with blood clot and covered by a titanium-reinforced expanded
polytetrafluoroethylene membrane (ePTFE); PRP - defect filled with PRP; PRP/M - defect
filled with PRP and covered by a titanium-reinforced ePTFE. All animals were euthanized at
4 weeks post-operative. Linear and area measurements of periodontal healing were evaluated
and calculated as a percentage of the original defect. Data were statistically analyzed (analysis
of variance, p < 0.05). No defect completely regenerated with either bone or cementum.
Cementum formation was significantly greater in groups PRP and PRP/M when both groups
were compared to Group C. A significant greater cementum formation was also observed in
Group PRP/M than in Group M. Within the limits of this study, it can be concluded that the
PRP favored cementum formation. Guided Tissue Regeneration (GTR) did not promote any
additional benefit to the use of PRP in the treatment of periodontal fenestration defects in
dogs.

Key words: Guided Tissue Regeneration; Platelet-Rich Plasma; Platelets; Growth Factors.
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Resumo

Objetivos: Este estudo avaliou histomorfometricamente o processo de cicatrizagdo em
defeitos de fenestracdo periodontal, criados cirurgicamente em cées e tratados com Plasma
Rico em Plaguetas (PRP) associado ou ndo ao uso de barreira de membrana.

Material e Métodos: Defeitos de fenestracdo periodontal com 5 mm de diametro foram
cirurgicamente criados nos caninos superiores de 12 cdes. Os dentes foram divididos em 4
grupos: C (controle) - defeito preenchido somente com coagulo sanguineo; M - defeito
preenchido com codgulo sangliineo e protegido com uma membrana de politetrafluoretileno
expandido (PTFE-e) com reforco de titanio; PRP - defeito preenchido com PRP; PRP/M -
defeito preenchido com PRP e protegido com uma membrana de PTFE-e com refor¢o de
titAnio. Os animais foram eutanasiados apds 4 semanas. Medidas lineares e de area da
cicatrizacdo periodontal foram avaliadas e calculadas como porcentagem do defeito original.
Os dados foram submetidos a andlise estatistica (analise de variancia, p < 0,05).

Resultados: Nenhum espécime regenerou-se completamente com 0ss0 ou cemento.
Formacédo de novo cemento foi significativamente maior nos Grupos PRP e PRP/M quando
comparados ao Grupo C. Observou-se, também, significativa maior formacdo de novo
cemento no Grupo PRP/M que no Grupo M.

Conclusdes: Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP favoreceu a
formacdo de novo cemento. A Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) ndo proporcionou efeitos

adicionais ao uso do PRP no tratamento de defeitos de fenestracdo periodontal em cées.
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Relevancia Clinica:

Racionalidade Cientifica para o Estudo: H& uma caréncia de estudos histoldgicos que
avaliaram o efeito isolado do PRP, bem como da sua associacdo com Regeneracdo Tecidual
Guiada (RTG) na regeneracdo periodontal. Tem sido sugerido que o PRP pode exercer o
efeito de RTG.

Achados Principais: O PRP favoreceu a formagdo de novo cemento. A RTG nédo
proporcionou efeitos adicionais ao uso do PRP no tratamento de defeitos de fenestracéo
periodontal em cées.

Implica¢des Praticas: O PRP pode ser considerado uma alternativa na terapia periodontal

regenerativa.
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Introducéo

Recentemente, uma revisdo sistematica demonstrou evidéncias dos efeitos benéficos do
Plasma Rico em Plaquetas (PRP) no tratamento de defeitos periodontais (Plachokova et al.
2008). A racionalidade para o uso local do PRP esta, principalmente, no aumento do nivel de
fatores de crescimento (FCs) autdégenos no sitio da ferida ap6s a degranulagdo das plaquetas.
FCs sdo mediadores bioldgicos envolvidos no processo de regeneracdo periodontal. Avangos
nas areas de biologia molecular e celular permitiram a elucidacdo das funcbes dos FCs e da
participacdo dos mesmos nas diferentes fases da cicatrizacdo da ferida periodontal. Estudos
recentes in vitro e in vivo tém confirmado que os FCs podem melhorar a capacidade
regenerativa dos tecidos, melhorando a proliferacdo, diferenciacdo e quimioatracdo celular
(Trombelli & Farina 2008).

Estudos clinicos e em animais tém demonstrado o potencial do PRP na terapia periodontal
regenerativa. Em um estudo realizado em cées, a associacdo do PRP ao enxerto de tecido
conjuntivo resultou em maior formacdo de novo cemento quando comparado ao uso do
enxerto isoladamente. Os autores sugeriram que o PRP pode estimular a diferenciacdo de
células do ligamento periodontal em cementoblastos, induzindo a cementogénese (Suaid et al.
2008).

No tratamento de defeitos infra-dsseos, alguns estudos clinicos tém avaliado o efeito do PRP
associado a outros materiais como a hidroxiapatita sintética (Okuda et al. 2005), 0sso bovino
(Hanna et al. 2004) ou osso desmineralizado seco congelado (Piemontese et al. 2008). Essas
associages resultaram em maior reducdo na profundidade de sondagem e maior ganho de
insercdo clinica quando comparados ao uso isolado da hidroxiapatita ou dos enxertos 6sseos.
Outros estudos clinicos avaliaram, no tratamento de defeitos 6sseos periodontais, a associa¢ao

da Regeneracdo Tecidual Guiada (RTG) e PRP ao osso bovino (Camargo et al. 2002, Lekovic
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et al. 2002, Lekovic et al. 2003, Camargo et al. 2005, Déri et al. 2007a, Dori et al. 2007b) ou
ao R fosfato de tricalcio (Christgau et al. 2006, Dori et al. 2008). Alguns estudos mostraram
que o PRP ndo promoveu beneficios adicionais a associacdo de biomateriais ou enxertos
6sseos e RTG (Christgau et al. 2006, Dori et al. 2007a, Dori et al. 2007b, Dori et al. 2008).
Outros estudos, contudo, mostraram resultados favoraveis da associacdo de RTG, PRP e 0ss0
bovino quando comparado ao debridamento somente ou ao uso isolado da RTG (Camargo et
al. 2002, Lekovic et al. 2003, Camargo et al. 2005).

Lekovic et al. (2002) compararam a associacdo de RTG, PRP e 0sso bovino com PRP e 0sso
bovino apenas. Ambos os grupos apresentaram melhoras nos parametros clinicos, porém sem
diferencas estatisticas entre eles. Como a RTG ndo apresentou efeito adicional a associacdo
PRP/osso bovino, os autores sugeriram que o PRP pode ter exercido o efeito de RTG,
considerando as caracteristicas fisicas do componente de fibrina do PRP. Este componente de
fibrina ndo somente funciona como agente hemostatico, ajudando a estabilizar o material de
enxerto e o codgulo sangliineo (Polson & Proye 1983, Wikesj6 et al. 1992), mas também
adere a superficie radicular e assim poderia impedir a migracdo de células epiteliais e do
tecido conjuntivo do retalho (Gottlow 1994).

O PRP associado a RTG foi avaliado por Keles et al. (2006) em defeitos periodontais infra-
6sseos, resultando em ganho de inserc¢do clinica e reducdo na profundidade de sondagem.
Entretanto, os efeitos isolados de cada material ndo foram avaliados. Recentemente, uma série
de casos foi publicada sobre o tratamento de defeitos periodontais infra-6sseos com RTG ou
apenas PRP (Papli & Chen 2007). Esta série de casos sugeriu que o PRP obteve ganho de
insercdo clinica e redugdo da profundidade de sondagem similares a RTG. Contudo, a
associacdo de RTG e PRP nao foi testada. Além disso, 0 pequeno tamanho da amostra e a

falta de padronizagdo dos tipos de defeitos podem ter influenciado os resultados obtidos.
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De fato, varios estudos clinicos demonstraram resultados positivos quando o PRP foi
associado a diferentes biomateriais no tratamento de defeitos 6sseos periodontais (Camargo et
al. 2002, Hanna et al. 2004, Okuda et al. 2005, Camargo et al. 2005). Entretanto, é preciso
considerar que, nestes modelos investigativos, ndo foi possivel determinar qual o tipo de
cicatrizacdo periodontal (regeneracdo ou reparo) ocorrido, pois nenhuma avaliacdo histoldgica
foi realizada. Além disso, ndo foi possivel constatar qual a participacdo individual do PRP na
obtengdo dos resultados, pois as terapias utilizadas incluiram outros biomateriais, 0s quais
podem ter obscurecido o efeito bioldgico genuino do PRP (Pryor et al. 2005). O desenho de
alguns desses estudos também ndo permitiu determinar se a associa¢do de RTG ao PRP é ou
ndo vantajosa.

Portanto, considerando-se a literatura pertinente, constata-se a necessidade da realizacdo de
estudos histologicos para avaliar o efeito do uso isolado do PRP, bem como de sua associagdo
com RTG, na cicatrizagdo de defeitos 6sseos periodontais.

O proposito deste estudo foi avaliar, histomorfometricamente, o processo de cicatrizagdo em
defeitos de fenestracdo periodontal, criados cirurgicamente em cées e tratados com Plasma

Rico em Plaquetas (PRP) associado ou ndo ao uso de barreira de membrana.

Material e Métodos

O protocolo experimental foi aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacio Animal
(CEEA) da Faculdade de Odontologia do Campus de Aracatuba, Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” - UNESP. Todas as diretrizes relativas aos cuidados com a
pesquisa animal foram estritamente seguidas. Para o presente estudo, foram utilizados doze

caes adultos, machos, de raca indefinida, com peso entre 15 e 20 Kg (Biotério da Faculdade
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de Odontologia do Campus de Aracatuba — UNESP). Os animais apresentavam bom estado de
salde geral. Quanto ao estado bucal, a denticdo permanente apresentava-se completa e em
boas condi¢des, com auséncia de perda Ossea e de sinais clinicos de doenca periodontal
destrutiva. Durante todo o periodo experimental, os animais foram mantidos em celas
individuais e alimentados com racdo canina e agua ad libitum.

Os dentes utilizados para criar os defeitos periodontais de fenestragdo foram os 2 caninos
superiores de cada céo. Os dentes foram divididos, seguindo um protocolo de randomizacao
blogueada, em quatro grupos: Grupo C (controle) — o defeito foi preenchido somente com
coagulo sanguineo; Grupo M (membrana) — o defeito foi preenchido com coagulo sangliineo e
protegido com uma membrana de politetrafluoretileno expandido (PTFE-e) com reforco de
titinio (W. L. Gore & Associates, Flagstaff, AZ, EUA); Grupo PRP (Plasma Rico em
Plaguetas) — o defeito foi preenchido com PRP; Grupo PRP/M (Plasma Rico em
Plaguetas/membrana) — o defeito foi preenchido com PRP e protegido com uma membrana de
PTFE-e com reforco de titanio.

Para todos os procedimentos experimentais, o protocolo anestésico utilizado foi realizado da
seguinte forma: a) como medicacGes pré-anestésicas, 0s animais receberam acepromazina
0,2% [0,05 mg/kg de peso corporal, intramuscular (IM)] e morfina 10 mg/ml (0,5 mg/kg de
peso corporal, IM); b) a anestesia geral foi induzida por injecdo intravenosa (V) de propofol
10 mg/ml (5 mg/kg de peso corporal) e mantida por anestesia inalatéria (halotano + O,); ¢) a
anestesia local foi realizada por blogueio regional bilateral do nervo infra-orbitario com
lidocaina 2% e bupivacaina 0,5%, ambas com epinefrina (1:100.000).

Uma semana antes da realizagdo dos procedimentos cirdrgicos, raspagem supragengival e

subgengival foi realizada com curetas Gracey e instrumentos ultrassdnicos em todos 0s
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dentes, seguida de polimento dental. O controle da placa bacteriana foi mantido pela aplicacéo

topica diaria de solugdo de digluconato de clorexidina a 0,12%.

Procedimentos cirdrgicos

Todas as cirurgias foram realizadas pelo mesmo cirurgido. A area a ser operada recebeu
anestesia local infiltrativa com mepivacaina a 2%, contendo epinefrina (1:100.000) para
reduzir o sangramento. Foram realizadas uma incisdo horizontal na gengiva inserida,
aproximadamente na juncdo do terco médio e coronal da superficie radicular de cada canino, e
uma incisdo vertical mesial. Um retalho de espessura total foi elevado e uma broca trefina
com 5 mm de didmetro externo foi usada para realizacdo do defeito de tamanho critico
padronizado através do osso vestibular (Tal et al. 2005). A dimensdo do defeito foi verificada
com sonda periodontal milimetrada (UNC15, Hu-Friedy, Chicago, IL, EUA). A superficie
radicular exposta foi cuidadosamente raspada e alisada com curetas Gracey e curetas de furca
para remover todo o cemento. A trefina foi usada, também, para criar uma marcagdo continua
ao redor da circunferéncia da superficie radicular do defeito cirdrgico. O centro da superficie
radicular circular exposta foi identificado e marcado com uma broca esférica n° 1/4, a uma
profundidade de aproximadamente 1 mm (Klepp et al. 2004). Ambas as marcagdes foram
utilizadas na delimitacdo do tamanho original do defeito, bem como do seu centro, para as
analises histoldgica e histométrica (Fig. 1).

Em cada animal, seguindo a randomizacao bloqueada, os defeitos de fenestracdo periodontal
receberam dois dos seguintes tratamentos: M, PRP, PRP/M ou nenhum tratamento (controle).
Nos Grupos M e PRP/M, uma membrana de PTFE-e com reforco de titanio (TRW 2, W. L.
Gore & Associates, Flagstaff, AZ, EUA) foi ajustada e adaptada a morfologia do defeito, e
suturada com fio monofilamentar ndo absorvivel de PTFE-e (P5K17, W. L. Gore &

Associates, Flagstaff, AZ, EUA). Ap6s o término dos procedimentos operatérios, os retalhos
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foram suturados com fios de seda 4-0 (Ethicon, Johnson & Johnson Produtos Profissionais
Ltda., Sdo José dos Campos, SP, Brasil), permitindo a cicatrizacdo das feridas por primeira
intencdo. Foi realizada analgesia pos-operat6ria com dose Unica de cloridrato de tramadol 50
mg/ml (2 mg/kg de peso corporal, IM - Tramal®, Pfizer Ltda., S&o Paulo, SP, Brasil), injetado
imediatamente apds o procedimento cirtrgico, e meloxicam 2 mg (0,2 mg/kg de peso
corporal, via oral, Meloxivet®, Duprat, Rio de Janeiro, RJ, Brasil), uma vez ao dia, por 3 dias
pos-operatorios. A cobertura antibiética foi realizada com metronidazol (75.000 Ul/kg de
peso corporal) associado a espiramicina (12,5 mg/kg de peso corporal - Stomorgyl 10,

Merial®, Duluth, GA, EUA) via oral, uma vez ao dia, durante 7 dias pds-operatorios.

Procedimentos pos-cirurgicos

Apos os procedimentos cirdrgicos, os animais foram mantidos com dieta macia até o final do
periodo experimental. As suturas foram removidas aos 10 dias pés-operatérios. Para o
controle da placa bacteriana, aplicacdes topicas de solucdo de digluconato de clorexidina a
0,12% foram realizadas, cinco vezes por semana, durante todo o periodo experimental. Foi
realizada, também, a profilaxia cuidadosa com instrumentos ultrassénicos e polimento dental
uma vez por semana. Para a realizacdo da profilaxia, os animais foram apenas sedados com a
associagdo de acepromazina 0,2% (0,1 mg/kg de peso corporal, IM) e cloridrato de quetamina
(6,66 mg/kg de peso corporal, IM). A eutanasia dos animais foi realizada 4 semanas apds a
realizacdo dos procedimentos cirlrgicos, sob sedacdo com xilazina (2 mg/kg de peso corporal,
IM) e anestesia geral com tiopental sddico (12,5 mg/kg de peso corporal, 1V), por perfuséo.
Nos grupos tratados com membrana, a mesma foi removida ap6s realizacdo do procedimento
de perfusdo. Para tanto, um retalho trapezoidal foi levantado e a membrana foi removida

cuidadosamente, sem distrbio dos tecidos subjacentes. O retalho foi, entdo, reposicionado.
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Preparo do PRP

Antes dos procedimentos cirtrgicos para criacdo dos defeitos periodontais, 35 ml de sangue
foram coletados de cada animal, via puncdo da veia jugular, com auxilio de uma céanula
adaptada a uma seringa contendo 6 ml de solucdo anticoagulante citrato dextrose (noClot-
50™ Cytosol Laboratories, Inc., Braintree, MA, EUA). O PRP foi preparado de acordo com
o0 protocolo do “Platelet Concentrate Collection System” (PCCS 1™ BIOMET 3i, Inc., Palm
Beach Gardens, FL, EUA). As amostras de sangue foram centrifugadas a 3200 rpm por 12
minutos.

O PRP preparado foi armazenado, de forma ndo ativada e em temperatura ambiente, até o
término dos procedimentos cirargicos (aproximadamente 2 horas). Uma solucédo de cloreto de
calcio a 10% (Calcium Chloride 10% Solution, ScienceLab.com Inc., Houston, TX, EUA) foi
usada para ativar as amostras de PRP (0,025 ml de cloreto de célcio para cada 0,5 ml de PRP).

Apds a ativacdo, o PRP foi imediatamente colocado no defeito periodontal.

Contagem de plaquetas

O liquido de Brecher foi usado para lisar os eritrocitos e diluir as amostras de sangue
periférico e de PRP. As plaquetas nas amostras diluidas foram, entdo, contadas manualmente
em uma camara de Neubauer. Além disso, esfregacos de sangue periférico foram corados com
“Pandtico Répido LB” (LaborClin, Pinhais, PR, Brasil) para verificar a morfologia das

plaquetas.

Processamento tecidual
Os blocos contendo um dente e 0s tecidos circunjacentes foram removidos e fixados em
solucdo de formol neutro a 10%. Cada espécime (dente) foi descalcificado em solugdo de

Morse (acido formico a 50% e citrato de sddio a 20% na proporcdo de 1:1) e processado



53

rotineiramente para inclusdo em parafina. Foram realizados cortes seriados com 6 pm de
espessura, no plano vestibulo-lingual, corados pelas técnicas da Hematoxilina e Eosina (H.E.)

ou de Tricdmico de Masson para andlises histolégica e histométrica em microscopia de luz.

Anélise histomorfométrica

O corte mais central de cada defeito cirrgico foi selecionado para as andlises histoldgica e
histométrica. Estas analises foram realizadas por dois examinadores que desconheciam 0s
grupos de tratamento e os achados clinicos.

Na analise histoldgica descritiva, foram avaliados a presenca ou auséncia de reabsorcédo
radicular e/ou anquilose dento-alveolar, a formacdo de tecido conjuntivo, novo cemento e
novo 0sso, a orientacdo das fibras do ligamento periodontal e o grau de reacdo inflamatdria
dos tecidos. Para a andlise histométrica, a imagem do corte histoldgico selecionado foi
capturada com uma camera digital acoplada a um estereomicroscépio, com aumento original
de 16x e transferida para um computador. As medidas foram realizadas com o auxilio de um
“software” analisador de imagens (ImageLab 2000, Diracon Bio Informética Ltda., Vargem
Grande do Sul, SP, Brasil). Todas as medidas foram realizadas por um mesmo pesquisador
que desconhecia 0s grupos experimentais e os tratamentos realizados. O pesquisador foi
submetido a um rigoroso processo de calibracdo pela repeticdo de mensuragfes, com um
intervalo de 48 horas, em 10% do total das imagens capturadas, as quais foram selecionadas
aleatoriamente. A calibracdo foi aceita se a concordancia existente entre as medidas iniciais e
aquelas realizadas ap6s 48 horas era maior ou igual a 90%. As seguintes medidas lineares e de

area foram avaliadas na analise histométrica:
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1 - Medidas Lineares:

la) Extensdo do Defeito (L-ED): medida coronario-apical do defeito experimental; 1b)
Formacao de Osso (L-FO): medida dos limites coronario e apical do defeito aos niveis mais
distantes das margens Osseas alveolares somada as extensdes lineares das formacdes isoladas
de novo 0sso; 1c) Formacéo de Cemento (L-FC): medida dos limites coronario e apical do
defeito aos niveis mais distantes do novo cemento somada as extensdes lineares das
formacGes isoladas de novo cemento; 1d) Tecido Conjuntivo (L-TC): soma das extensdes
lineares da superficie radicular do defeito em contato direto com o tecido conjuntivo; 1e)
Anquilose (L-A): soma das extens@es lineares da superficie radicular do defeito em contato

direto com o tecido ésseo.

2 — Medidas de Area:

2a) Area Total do Defeito (A-TD): area do defeito delimitada pelas superficies de corte do
0sso alveolar coronal e apical existentes (margens Osseas originais do defeito cirargico),
superficie radicular e a cortical 6ssea externa original do osso alveolar. Esta cortical foi
determinada pela identificagdo da cortical externa do osso alveolar original localizado tanto
coronariamente como apicalmente ao defeito cirargico, que foram conectadas com uma linha
desenhada com o auxilio de “software” analisador de imagem; 2b) Area de Novo Osso (A-
NO): porcio da érea total do defeito preenchida por novo 0sso; 2c) Area de Outros Tecidos

(A-OT): porc¢do da area total do defeito preenchida por cemento e tecidos ndo mineralizados.

Andlise estatistica
As medidas lineares (L-FO, L-FC, L-TC, L-A) foram calculadas como uma porcentagem da
Extensdo do Defeito (L-ED). Os valores de L-A foram zero. As medidas de area (A-NO e A-

OT) foram calculadas como uma porcentagem da Area Total do Defeito (A-TD). Estes dados
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percentuais foram transformados em raiz quadrada para a analise estatistica. Cada variavel foi
analisada separadamente. A significancia das diferengas entre os grupos foi determinada por
uma analise de variancia (ANOVA), seguida de comparacdo multipla de Bonferroni post hoc

guando a andlise de varidncia mostrou uma diferenca significativa entre os grupos (p < 0,05).

Resultados

Todos os animais toleraram bem o procedimento cirdrgico e mantiveram-se saudaveis durante
todo o periodo experimental. O p6s-operatorio transcorreu sem complicagfes. Um espécime

do Grupo PRP/M foi perdido devido a problemas no processamento laboratorial.

Estudo da Contagem de Plaguetas

As plaquetas exibiram morfologia normal. A contagem de plaquetas confirmou que o
protocolo utilizado para preparo do PRP neste estudo produziu amostras de plaquetas
altamente concentradas. Os esfregacos de PRP exibiram maior concentracdo de plaquetas do
que os esfregacos de sangue periférico. A média da contagem de plaquetas do sangue
periférico foi 195,67 + 91,91 x 10° plaquetas/pl enquanto que a média de contagem de
plaquetas do PRP foi 876,78 + 409,16 x 10° plaquetas/ul. A concentracdo de plaquetas no

PRP foi aumentada em aproximadamente 4 vezes (Fig. 2).

Analise histol6gica qualitativa
Nenhum espécime regenerou-se completamente com o0sso ou cemento. Em todos o0s
espécimes, o tecido conjuntivo mostrou-se rico em fibroblastos e com fibras coladgenas

dispostas paralelamente a superficie radicular e com infiltrado inflamatério crénico leve. Ndo
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foi observada anquilose em nenhum dos espécimes analisados. Nos Grupos M e PRP/M, ndo
foi observado qualquer sinal de colapso da membrana.

Nos espécimes do Grupo C, nova formacdo de tecido désseo estava restrita as margens
coronaria e apical dos defeitos periodontais (Fig. 3A). Nos demais grupos, 0 0sso neoformado
estendia-se em direcdo ao centro dos defeitos periodontais em variadas distancias. Formag6es
Osseas isoladas no centro dos defeitos periodontais também foram observadas em dois
espécimes do Grupo PRP e dois espécimes do Grupo PRP/M.

Novo cemento foi observado em todos 0s grupos com extensdo e espessura variadas.
Enquanto nos espécimes do Grupo C, a formacdo de novo cemento estava restrita as margens
coronaria e apical dos defeitos periodontais, nos espécimes dos Grupos PRP, M e PRP/M, o
novo cemento estendeu-se em direcdo ao centro dos defeitos em variadas distancias (Fig. 3;
B, C e D). Formagdes isoladas de cemento também foram observadas no centro dos defeitos
periodontais em todos os espécimes do Grupo PRP/M, em 5 espécimes do Grupo M e em 3

espécimes do Grupo PRP.

Andlises histométrica e estatistica

Tanto a L-ED (medida em milimetros) como a A-TD (medida em milimetros quadrados) de
todos os grupos foram comparadas usando ANOVA e Kruskal-Wallis, respectivamente.
Nenhuma diferenca estatistica foi encontrada entre os grupos para ambos os parametros (p =
0,38 para L-ED e p = 0,11 para A-TD). Os valores percentuais médios e desvios-padrdo (DP)
das medidas lineares, com comparacdo entre 0s grupos, sdo apresentados na Tabela 1. Os
valores percentuais médios e DP das medidas de area, com comparagao entre 0s grupos, Sao

mostrados na Tabela 2.
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Discussao

Em uma recente revisdo de literatura, Trombelli & Farina (2008) relataram que a combinacéo
de PRP com RTG resultou em um significante ganho de inser¢do clinica no tratamento de
defeitos infra-6sseos (Mauro et al. 2003, Keles et al. 2006). Contudo, os modelos
experimentais desses estudos ndo permitiram determinar o efeito da associacdo de PRP/RTG
em relacdo a RTG ou ao PRP isoladamente. O presente estudo foi o primeiro, que se tem
conhecimento, que avaliou histologicamente a terapia combinada PRP/RTG, bem como a
atuacdo isolada do PRP e da RTG, no processo de cicatrizagdo em defeitos de fenestragdo
periodontal em cées.

Alteracdes qualitativas e/ou quantitativas das plaquetas podem afetar o potencial regenerativo
do PRP. Portanto, a selecdo de um protocolo adequado de preparo do PRP é fundamental para
avaliar os efeitos biolégicos verdadeiros do PRP. Estudos que sugerem nao haver beneficio no
uso do PRP podem estar utilizando um PRP de baixa qualidade, produzido por sistemas
inadequados (Marx 2004). No presente trabalho, o PRP foi preparado segundo o protocolo do
PCCS II™. A primeira versdo deste sistema, o PCCS™, demonstrou caracteristicas ideais para
0 preparo do PRP, pois concentra as plaquetas em niveis adequados, requer um volume
reduzido de sangue, é semi-automatizado e ndo danifica mecanicamente as plaquetas durante
a centrifugacdo (Weibrich et al. 2005, Leitner et al. 2006). Assim como o PCCS™,
recomendado por Marx (2004) por proporcionar uma concentra¢do de plaquetas considerada
“terapéutica” (aumento percentual médio de aproximadamente 400% na contagem de
plaquetas), o PCCS 1I™ utilizado no presente estudo manteve esta propriedade, como
constatado pelo aumento constante do nimero de plaquetas nas amostras de PRP em relagdo

as do sangue periférico.
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No presente estudo, a formacao de novo cemento foi significativamente maior no Grupo PRP
quando comparado ao Grupo C. Observou-se, também, significativa maior formacdo de novo
cemento no Grupo PRP/M que no Grupo M. A racionalidade para a associacdo PRP/RTG esta
fundamentada no fato de que, embora a técnica da RTG tenha demonstrado potencial para a
regeneracdo de cemento, 0sso alveolar e ligamento periodontal (Caffesse et al. 1988, Elharar
et al. 1998, Camelo et al. 1998, Sculean et al. 1999) e tenha se tornado amplamente aceita
como procedimento clinico, um problema comum da RTG é a alta variabilidade e baixa
previsibilidade na resposta cicatricial (MacNeil & Somerman 1999, Kornman & Robertson
2000). Recentes estudos in vitro e in vivo tém confirmado que os FCs podem melhorar a
capacidade dos tecidos de regenerar, melhorando a quimioatracdo, diferenciacdo e
proliferacdo celular (Trombelli & Farina 2008). Os resultados do presente estudo indicam
uma acdo favoravel do PRP na formacdo de cemento, sugerindo também um efeito adicional
do PRP a RTG. Maior formacdo de cemento também foi relatada por Suaid et al. (2008), ao
avaliar a associacdo do PRP a enxerto de tecido conjuntivo comparada ao enxerto de
conjuntivo isoladamente, no tratamento de recesses gengivais em cées. Possiveis hipo6teses
para explicar esses achados estdo fundamentadas nos efeitos bioldgicos do PRP através da
atuacdo de FCs. Estudos in vivo sugeriram que FCs recombinantes como o Fator de
Crescimento Derivado das Plaquetas (PDGF), Fator de Crescimento Semelhante a Insulina
(IGF) e Fator de Crescimento Fibroblastico Basico (bFGF) poderiam aumentar a formacéo de
cemento sobre superficies dentinarias desnudas (Giannobile et al. 1996, Rutherford et al.
1992, Sato et al. 2004). Estudos in vitro relataram que FCs presentes no PRP, como o Fator de
Crescimento Transformador-8 (TGF-R) e PDGF, inibem a proliferacdo de células epiteliais
(Okuda et al. 2003) e estimulam a proliferacdo de células osteoblasticas e do ligamento

periodontal (Okuda et al. 2003, Taba et al. 2005). Células presentes no ligamento periodontal
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exibem caracteristicas fenotipicas de células “osteoblast-like", com potencial de diferenciar-se
em osteoblastos e/ou cementoblastos (Basdra & Komposch 1997).

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas quanto a heoformacéao de
cemento, 0sso alveolar e tecido conjuntivo entre os Grupos PRP/M e PRP, bem como entre 0s
Grupos PRP e M. Além da acdo bioldgica favoravel dos FCs, o PRP apresenta-se com uma
caracteristica “pegajosa”, devido ao seu alto contetdo de fibrina, que funciona como um
agente hemostatico e estabilizador e pode auxiliar a imobilizar o coagulo sangliineo na area
do defeito (Camargo et al. 2005, Okuda et al. 2005). Tem sido sugerido que a imobilizacdo do
codgulo é um evento importante nos estagios iniciais da cicatrizacdo nos procedimentos
periodontais regenerativos (Polson & Proye 1983, Wikesjo et al. 1992). Segundo Lekovic et
al. (2002), o componente de fibrina do PRP ndo somente age como um agente hemostatico
auxiliando a estabilizar o coagulo sangiiineo, mas também adere a superficie radicular e assim
pode impedir a migragdo apical de células epiteliais e do tecido conjuntivo do retalho. Esses
autores sugeriram, entdo, que o PRP poderia exercer um efeito de RTG nos defeitos tratados.
De fato, no presente estudo, o0 uso da RTG ndo melhorou os resultados obtidos apenas com o
PRP, corroborando os achados do estudo clinico de Lekovic et al. (2003), que também
sugeriram que a RTG ndo propiciou beneficios clinicos adicionais a terapia realizada com
PRP e 0sso bovino em defeitos periodontais. Portanto, as propriedades fisicas e quimicas do
PRP podem ter contribuido para a similaridade de resultados obtidos com esta modalidade
terapéutica e com a RTG no presente estudo. Esses resultados corroboram os achados de Papli
& Chen (2007) que, em uma série de casos clinicos, também observaram resultados clinicos e
radiogréficos similares apds tratamento de defeitos infra-6sseos bilaterais com PRP ou RTG.
No presente estudo, uma tendéncia de maior formagdo 6ssea foi observada nos Grupos PRP,

M e PRP/M quando comparados ao Grupo C, embora diferencas estatisticamente
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significativas ndo foram observadas. Observou-se, também, uma clara tendéncia de maior
formacdo de cemento no Grupo M quando comparado ao Grupo C, embora sem diferengas
significativas. Possiveis explicacBes para esses resultados sdo as grandes variagdes observadas
entre os animais em relacdo a esses parametros e o nimero reduzido de espécimes utilizados
no presente estudo.

Uma das limitagGes deste estudo que deve ser considerada é o fato de que os niveis de FCs
nas amostras de PRP ndo foram mensurados. Portanto, ndo foi possivel estabelecer uma
correlacdo entre os niveis destes fatores e a formacdo dos tecidos periodontais. De fato, a
literatura carece de informac@es a respeito da significancia bioldgica de diferentes proporcdes
de FCs dentro das amostras de PRP em humanos e grandes animais (Grageda 2004).
Portanto, estudos adicionais sobre este topico sdo necessarios.

Dentro dos limites deste estudo, pode-se concluir que o PRP favoreceu a formagéo de novo
cemento. A RTG ndo proporcionou efeitos adicionais ao uso do PRP no tratamento de

defeitos de fenestracdo periodontal em caes.
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Fig. 1. Defeito de fenestracdo periodontal e as duas marcacdes de referéncia (periférica

e central) criados na superficie radicular.
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Fig. 3. (A) Grupo C - Nova formacdo de tecido 6sseo (NO) restrita a margem (seta) do
defeito periodontal; (B) Grupo PRP - Novo cemento (setas) e novo 0sso (NO) estendendo-se
em direcdo ao centro do defeito periodontal a partir da marcacao periférica (MP). (C) Grupo
M - Novo cemento (setas) e hovo 0sso (NO) estendendo-se em dire¢do ao centro do defeito
periodontal a partir da marcacao periférica (MP). (D) Grupo PRP/M - Novo cemento (setas)
estendendo-se em direcdo ao centro do defeito periodontal a partir da marcacdo periférica

(MP) (H.E., aumento original 160x).
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Tabelas

Tabela 1. Valores percentuais médios e desvios-padrdo (DP) das medidas lineares com

comparagdo entre 0s grupos.

Variavel C PRP M PRP/M ANOVA
(n=6) (n=6) (n=6) (n=5)
Média — DP Meédia - DP Meédia - DP Meédia - DP P

L-FO 18,84 + 9,65 32,40+16,98 32,46+1292 33,29 + 24,84 0,531

L-FC 9,04 +£7,50 32,58+29,36 27,33+29,59 52,02 + 28,48 0,049

L-TC 90,96 + 7,50 67,42+29,36 72,67+2959 47,98 + 28,48 0,097

Comparagdes para a medida L-FC: p < 0,05 para C vs PRP/M; p < 0,05 para C vs PRP; p <
0,05 para PRP/M vs M.

C, controle; PRP, plasma rico em plaquetas; M, membrana; PRP/M, plasma rico em
plaguetas/membrana. L-FO, Formagdo de Osso; L-FC, Formacéo de Cemento; L-TC, Tecido

Conjuntivo.
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Tabela 2. Valores percentuais médios e desvios-padrdo (DP) das medidas de &rea com

comparag4o entre 0s grupos.

Variavel C PRP M PRP/M ANOVA
(n=6) (n=6) (n=6) (n=5)
Média — DP Média — DP Média - DP Média - DP P
A-NO 3,49+ 3,23 7,00 + 6,36 9,07 + 5,09 8,42 + 7,52 0,293
A-OT 96,51 + 3,23 93,0 + 6,36 90,93 + 5,09 91,58 + 7,52 0,365

C, controle; PRP, plasma rico em plaquetas; M, membrana; PRP/M, plasma rico em

plaquetas/membrana. A-NO, Area de Novo Osso; A-OT, Area de Outros Tecidos.
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the fields of periodontology and implant dentistry. Its scope encompasses the physiology and
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modulation of periodontal and alveolar bone healing and regeneration, diagnosis,
epidemiology, prevention and therapy of periodontal disease, the clinical aspects of tooth

replacement with dental implants, and the comprehensive rehabilitation of the periodontal
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patient. Review articles by experts on new developments in basic and applied periodontal
science and associated dental disciplines, advances in periodontal or implant techniques and
procedures, and case reports which illustrate important new information are also welcome.
Please read the instructions below carefully for details on the submission of manuscripts, the
journal's requirements and standards as well as information concerning the procedure after a

manuscript has been accepted for publication in Journal of Clinical Periodontology. Authors

are encouraged to visit Blackwell Publishing Author Services for further information on the

preparation and submission of articles and figures.
2. ETHICAL GUIDELINES

Journal of Clinical Periodontology adheres to the below ethical guidelines for publication and
research.

2.1. Authorship and Acknowledgements

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

Journal.

Journal of Clinical Periodontology adheres to the definition of authorship set up by The
International Committee of Medical Journal Editors (ICMJE). According to the ICMJE
authorship criteria should be based on 1) substantial contributions to conception and design
of, or acquisiation of data or analysis and interpretation of data, 2) drafting the article or
revising it critically for important intellectual content and 3) final approval of the version to
be published. Authors should meet conditions 1, 2 and 3.
It is a requirement that all authors have been accredited as appropriate upon submission of the
manuscript. Contributors who do not qualify as authors should be mentioned under
Acknowledgements. Please note that it is a requirement to include email addresses for all co-
authors at submission. If any of the email-addresses supplied are incorrect the corresponding

Author will be contacted by the journal administrator.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other

than the authors accredited.
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2.2. Ethical Approvals

Experimentation involving human subjects will only be published if such research has been

conducted in full accordance with ethical principles, including the World Medical Association

Declaration of Helsinki (version VI, 2002 www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional
requirements, if any, of the country where the research has been carried out. Manuscripts must
be accompanied by a statement that the experiments were undertaken with the understanding
and written consent of each subject and according to the above mentioned principles. A
statement regarding the fact that the study has been independently reviewed and approved by

an ethical board should also be included.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate
measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the
USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with

local laws and regulations.

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

Appropriate procedures have been used.
2.3 Clinical Trials

Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at www.consort-

statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the submission material.

Journal of Clinical Periodontology encourages authors submitting manuscripts reporting from
a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials registries:

www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The clinical trial

registration number and name of the trial register will then be published with the paper.
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2.4 DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations

Papers reporting protein or DNA sequences and crystallographic structure determinations will
not be accepted without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively. Other

supporting data sets must be made available on the publication date from the authors directly.

2.5 Conflict of Interest and Sources of Funding

Authors are required to disclose all sources of institutional, private and corporate financial
support for their study. Suppliers of materials (for free or at a discount from current rates)
should be named in the source of funding and their location (town, state/county, country)
included. Other suppliers will be identified in the text. If no funding has been available other
than that of the author's institution, this should be specified upon submission. Authors are also
required to disclose any potential conflict of interest. These include financial interests (for
example patent, ownership, stock ownership, consultancies, speaker's fee,) or provision of
study materials by their manufacturer for free or at a discount from current rates. Author's
conflict of interest (or information specifying the absence of conflicts of interest) and the
sources of funding for the research will be published under a separate heading entitled
"Conflict of Interest and Sources of Funding Statement". See Editor-in-Chief Maurizio

Tonetti's Editorial on  Conflict of Interest and Sources of Funding and

www.icmje.org/#conflicts for generally accepted definitions.

2.6 Appeal of Decision

Under exception circumstances, authors may appeal the editorial decision. Authors who wish
to appeal the decision on their submitted paper may do so by e-mailing the editorial office at
cpeedoffice@wiley.com with a detailed explanation for why they find reasons to appeal the

decision.
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2.7 Permissions

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

provide copies to the Publishers.

2.8 Copyright Assignment

Authors submitting a paper do so on the understanding that the work and its essential
substance have not been published before and is not being considered for publication
elsewhere. The submission of the manuscript by the authors means that the authors
automatically agree to assign exclusive copyright to Blackwell Publishing if and when the
manuscript is accepted for publication. The work shall not be published elsewhere in any
language without the written consent of the publisher. The articles published in this journal
are protected by copyright, which covers translation rights and the exclusive right to
reproduce and distribute all of the articles printed in the journal. No material published in the
journal may be stored on microfilm or videocassettes or in electronic database and the like or
reproduced photographically without the prior written permission of the publisher.
Correspondence to the journal is accepted on the understanding that the contributing author
licences the publisher to publish the letter as part of the journal or separately from it, in the
exercise of any subsidiary rights relating to the journal and its contents. Upon acceptance of a
paper, authors are required to assign the exclusive licence to publish their paper to Blackwell
Publishing. Assignment of the exclusive licence is a condition of publication and papers will
not be passed to the publisher for production unless licence has been assigned. (Papers subject
to government or Crown copyright are exempt from this requirement; however, the form still

has to be signed). A completed Copyright Transfer Agreement (CTA) must be sent to the

Editorial Office before any manuscript can be published. Authors must send the completed
CTA upon receiving notice of manuscript acceptance, i.e.,, do not send the CTA at

submission.

The CTA should be sent to:
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Journal of Clinical Periodontology Editorial Office
Wiley-Blackwell

Rosenorns Allé 1

1970 Frederiksberg C

Denmark

Or by fax to: +45 77 33 33 77
Or by email to: cpeedoffice@wiley.com

For questions concerning copyright, please visit Blackwell Publishing's Copyright FAQ.

3. MANUSCRIPT SUBMISSION PROCEDURE

Manuscripts should be submitted electronically via the online submission site

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

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

obtained from the Journal Admin, Ms Tine Sorgenfrei, at cpeedoffice@wiley.com.

3.1. Getting Started

Launch your web browser (supported browsers include Internet Explorer 5.5 or higher, Safari
1.2.4, or Firefox 1.0.4 or higher) and go to the journal's online Submission Site:

http://mc.manuscriptcentral.com/jcpe

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

« If you are registering as a new user.

- After clicking on "register here", enter your name and e-mail information and click "Next".
Your e-mail information is very important.

- Enter your institution and address information as appropriate, and then click "Next."

- Enter a user ID and password of your choice (we recommend using your e-mail address as

your user 1D), and then select your areas of expertise. Click "Finish".

« If you are registered, but have forgotten your log in details, enter your e-mail address under

"Password Help". The system will automatically send you your user ID and a new temporary
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password.

* Log-in and select "Corresponding Author Center".

3.2. Submitting Your Manuscript

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

* Enter data and answer questions as appropriate. You may copy and paste directly from your
manuscript and you may upload your pre-prepared covering letter.

» Click the "Next" button on each screen to save your work and advance to the next screen.

* You are required to upload your files.

- Click on the "Browse" button and locate the file on your computer.

- Upload your manuscript main document complete with title page, statement concerning
source(s) of funding and conflict(s) of interest, abstract, clinical relevance section, references,
tables and figure legends as "main document"”. Upload figures as "figures". For clinical trials a
Consort Checklist will be required, and it should be uploaded as "supplementary file for
review". If any unpublished papers are referenced in the reference list, a digital version of the

referenced paper should also be uploaded as "supplementary file for review".

- Select the designation of each file in the drop down next to the Browse button.

- When you have selected all files you wish to upload, click the "Upload Files" button.

* Review your submission (in HTML and PDF format). Notice that all documents uploaded as
supplementary files for review will not be viewable in the HTML and PDF format. Click the

"Submit" button when you are finished reviewing.

3.3. Manuscript Files Accepted

Manuscripts should be uploaded as Word (.doc) or Rich Text Format (.rft) files (not write-
protected) plus separate figure files. GIF, JPEG, PICT or Bitmap files are acceptable for
submission, but only high-resolution TIF or EPS files are suitable for printing. The files will
be automatically converted to HTML and PDF on upload and will be used for the review

process. The text file must contain the entire manuscript including title page, abstract, clinical
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reference, main text, references, acknowledgement, statement of source of funding and any
potential conflict of interest, tables, and figure legends, but no embedded figures. In the text,
please reference any figures as for instance "Figure 1", "Figure 2" etc to match the tag name
you choose for the individual figure files uploaded. Manuscripts should be formatted as
described in the Author Guidelines below. Please note that any manuscripts uploaded as Word
2007 (.docx) will be automatically rejected. Please save any .docx file as .doc before
uploading.

3.4.Blinded Review

All manuscripts submitted to Journal of Clinical Periodontology will be reviewed by two or
more experts in the field. Papers that do not conform to the general aims and scope of the
journal will, however, be returned immediately without review. Journal of Clinical
Periodontology uses single blinded review. The names of the reviewers will thus not be

disclosed to the author submitting a paper.

3.5.Suggest a Reviewer

Journal of Clinical Periodontology attempts to keep the review process as short as possible to
enable rapid publication of new scientific data. In order to facilitate this process, please
suggest the name and current email address of one potential international reviewer whom you
consider capable of reviewing your manuscript. In addition to your choice the editor will

choose one or two reviewers as well.

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

You may suspend a submission at any phase before clicking the "Submit" button and save it
to submit later. The manuscript can then be located under "Unsubmitted Manuscripts" and

you can click on "Continue Submission" to continue your submission when you choose to.

3.7. E-mail Confirmation of Submission

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

be received if the IT department adds our e-mail server (uranus.scholarone.com) to their
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whitelist.

3.8. Manuscript Status

You can access Manuscript Central any time to check your "Corresponding Author Center"
for the status of your manuscript. The Journal will inform you by e-mail once a decision has

been made.

3.9. Submission of Revised Manuscripts

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

upload your revised manuscript.
3.10 Resubmissions

If your manuscript was given the decision of reject and resubmit, you might choose to submit
an amended version of your manuscript. This should be submitted as a new submission
following the guidelines above under 3.2. In addition you should upload comments to the

previous review as "supplementary files for review".

4. MANUSCRIPT TYPES ACCEPTED

Journal of Clinical Periodontology publishes original research articles, reviews, clinical
innovation reports and case reports. The latter will be published only if they provide new
fundamental knowledge and if they use language understandable to the clinician. It is

expected that any manuscript submitted represents unpublished original research.
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Original Research Articles must describe significant and original experimental observations
and provide sufficient detail so that the observations can be critically evaluated and, if
necessary, repeated. Original articles will be published under the heading of clinical
periodontology, implant dentistry or pre-clinical sciences and must conform to the highest

international standards in the field.

Clinical Innovation Reports are suited to describe significant improvements in clinical
practice such as the report of a novel surgical technique, a breakthrough in technology or
practical approaches to recognized clinical challenges. They should conform to the highest

scientific and clinical practice standards.

Case Reports illustrating unusual and clinically relevant observations are acceptable but their
merit needs to provide high priority for publication in the Journal. On rare occasions,
completed cases displaying non-obvious solutions to significant clinical challenges will be

considered.

Reviews are selected for their broad general interest; all are refereed by experts in the field
who are asked to comment on issues such as timeliness, general interest and balanced
treatment of controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews should take a broad
view of the field rather than merely summarizing the authors” own previous work, so
extensive citation of the authors” own publications is discouraged. The use of state-of-the-art
evidence-based systematic approaches is expected. Reviews are frequently commissioned by
the editors and, as such, authors are encouraged to submit a proposal to the Journal. Review

proposals should include a full-page summary of the proposed contents with key references.
5. MANUSCRIPT FORMAT AND STRUCTURE

5.1.Format

Language: The language of publication is English. Authors for whom English is a second
language may choose to have their manuscript professionally edited before submission to
improve the English. It is preferred that manuscript is professionally edited. A list of
independent suppliers of editing services can be found at

www.blackwellpublishing.com/bauthor/english_language.asp. All services are paid for and
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arranged by the author, and use of one of these services does not guarantee acceptance or

preference for publication.

Abbreviations, Symbols and Nomenclature: Journal of Clinical Periodontology adheres to
the conventions outlined in Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Medical and
Scientific Editors and Authors. Abbreviations should be kept to a minimum, particularly those
that are not standard. Non-standard abbreviations must be used three or more times and

written out completely in the text when first used.

5.2. Structure

All articles submitted to Journal of Clinical Periodontology should include Title Page,
Abstract, and References. In addition, Journal of Clinical Periodontology requires that all
articles include a section on Clinical Relevance and disclose Source of Funding and Conflict
of Interests. Figures, Figure Legends and Tables should be included where appropriate. All
manuscripts should emphasize clarity and brevity. Authors should pay special attention to the
presentation of their findings so that they may be communicated clearly. Technical jargon

should be avoided as much as possible and be clearly explained where its use is unavoidable.

Title Page: The title must be concise and contain no more than 100 characters including
spaces. The title page should include a running title of no more than 40 characters; 5-10 key
words, complete names of institutions for each author, and the name, address, telephone

number, fax number and e-mail address for the corresponding author.

Conflict of Interest and Source of Funding: Authors are required to disclose all sources of
institutional, private and corporate financial support for their study. Suppliers of materials (for
free or at a discount from current rates) should be named in the source of funding and their
location (town, state/county, country) included. Other suppliers will be identified in the text.
If no funding has been available other than that of the author's institution, this should be
specified upon submission. Authors are also required to disclose any potential conflict of
interest. These include financial interests (for example patent, ownership, stock ownership,
consultancies, speaker's fee,) or provision of study materials by their manufacturer for free or
at a discount from current rates. Author's conflict of interest (or information specifying the
absence of conflicts of interest) and the sources of funding for the research will be published

under a separate heading entitled "Conflict of Interest and Source of Funding Statement". See
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Editor-in-Chief Maurizio Tonetti's Editorial on Conflict of Interest and Source of Funding and

www.icmje.org/#conflicts for generally accepted definitions.

Abstract: is limited to 200 words in length and should not contain abbreviations or
references. The abstract should be organized according to the content of the paper. For
Original Research Articles the abstract should be organized with aim, materials and methods,
results and conclusions. For clinical trials, it is encouraged that the abstract finish with the

clinical trial registration number on a free public database such as clinicaltrials.gov.

Clinical Relevance: This section is aimed at giving clinicians a reading light to put the
present research in perspective. It should be no more than 100 words and should not be a
repetition of the abstract. It should provide a clear and concise explanation of the rationale for
the study, of what was known before and of how the present results advance knowledge of
this field. If appropriate, it may also contain suggestions for clinical practice. It should be
structured with the following headings: scientific rationale for study, principal findings, and
practical implications. Authors should pay particular attention to this text as it will be
published in a highlighted box within their manuscript; ideally, reading this section should
leave clinicians wishing to learn more about the topic and encourage them to read the full

article.

Acknowledgements: Under acknowledgements please specify contributors to the article other

than the authors accredited.

5.3. Original Research Articles

These must describe significant and original experimental observations and provide sufficient
detail so that the observations can be critically evaluated and, if necessary, repeated. Original
articles will be published under the heading of clinical periodontology, implant dentistry or

pre-clinical sciences and must conform to the highest international standards in the field.
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Main Text of Original Research Articles should be organized with Introduction, Materials
and Methods, Results and Discussion. The background and hypotheses underlying the study,

as well as its main conclusions, should be clearly explained. Please see Sample Manuscript.

Introduction: should be focused, outlining the historical or logical origins of the study and
not summarize the results; exhaustive literature reviews are not appropriate. It should close
with  the explicit statement of the specific aims of the investigation.
Material and Methods: must contain sufficient detail such that, in combination with the
references cited, all clinical trials and experiments reported can be fully reproduced. As a
condition of publication, authors are required to make materials and methods used freely
available to academic researchers for their own use. This includes antibodies and the

constructs used to make transgenic animals, although not the animals themselves.

(@) Clinical trials should be reported using the CONSORT guidelines available at

www.consort-statement.org. A CONSORT checklist should also be included in the

submission material. If your study is a randomized clinical trial, you will need to fill in all
sections of the CONSORT Checklist. If your study is not a randomized trial, not all sections
of the checklist might apply to your manuscript, in which case you simply fill in N/A.
Journal of Clinical Periodontology encourages authors submitting manuscripts reporting from
a clinical trial to register the trials in any of the following free, public clinical trials registries:

www.clinicaltrials.gov, http://clinicaltrials-dev.ifpma.org/, http://isrctn.org/. The clinical trial

registration number and name of the trial register will then be published with the paper.

(b) Statistical Analysis: As papers frequently provide insufficient detail as to the performed
statistical analyses, please describe with adequate detail. For clinical trials intention to treat
analyses are encouraged (the reasons for choosing other types of analysis should be
highlighted in  the submission letter and clarified in the manuscript).

(c) DNA Sequences and Crystallographic Structure Determinations: Papers reporting
protein or DNA sequences and crystallographic structure determinations will not be accepted
without a Genbank or Brookhaven accession number, respectively. Other supporting data sets

must be made available on the publication date from the authors directly.
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(d) Experimental Subjects: Experimentation involving human subjects will only be published
if such research has been conducted in full accordance with ethical principles, including the
World Medical Association  Declaration of  Helsinki  (version VI, 2002

www.wma.net/e/policy/b3.htm) and the additional requirements, if any, of the country where

the research has been carried out. Manuscripts must be accompanied by a statement that the
experiments were undertaken with the understanding and written consent of each subject and
according to the above mentioned principles. A statement regarding the fact that the study has

been independently reviewed and approved by an ethical board should also be included.

When experimental animals are used the methods section must clearly indicate that adequate
measures were taken to minimize pain or discomfort. Experiments should be carried out in
accordance with the Guidelines laid down by the National Institute of Health (NIH) in the
USA regarding the care and use of animals for experimental procedures or with the European
Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC) and in accordance with

local laws and regulations.

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

appropriate procedures have been used.

Results: should present the observations with minimal reference to earlier literature or to

possible interpretations.

Discussion: may usefully start with a brief summary of the major findings, but repetition of
parts of the abstract or of the results section should be avoided. The discussion section should
end with a brief conclusion and a comment on the potential clinical relevance of the findings.
Statements and interpretation of the data should be appropriately supported by original
references.

The discussion may usefully be structured with the following points in mind (modified from
the proposal by Richard Horton (2002), The Hidden Research Paper, The Journal of the

American Medical Association, 287, 2775-2778). Not all points will apply to all studies and

its use is optional, but we believe it will improve the discussion section to keep these points in
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mind.

Summary of key finding

* Primary outcome measure(s)

* Secondary outcome measure(s)

* Results as they relate to a prior hypothesis
Strengths and Limitations of the Study

* Study Question

* Study Design

* Data Collection

* Analysis

* Interpretation

* Possible effects of bias on outcomes

Interpretation and Implications in the Context of the Totality of Evidence
* |s there a systematic review to refer to?

* If not, could one be reasonably done here and now?

* What this study adds to the available evidence

* Effects on patient care and health policy

* Possible mechanisms

Controversies Raised by This Study

Future Research Directions

* For this particular research collaboration

* Underlying mechanisms

* Clinical research

5.4. Clinical Innovation Reports

These are suited to describe significant improvements in clinical practice such as the report of

a novel surgical technique, a breakthrough in technology or practical approaches to

recognized clinical challenges. They should conform to the highest scientific and clinical

Practice standards.
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Main Text of Clinical Innovation Reports should be organized with Introduction, Clinical

Innovation Report, Discussion and Conclusion.

5.5. Case Reports

Case reports illustrating unusual and clinically relevant observations are acceptable but their
merit needs to provide high priority for publication in the Journal. On rare occasions,
completed cases displaying non-obvious solutions to significant clinical challenges will be
considered.

Main Text of Case Reports should be organized with Introduction, Case report, Discussion

and Conclusion.

5.6. Reviews

Reviews are selected for their broad general interest; all are refereed by experts in the field
who are asked to comment on issues such as timeliness, general interest and balanced
treatment of controversies, as well as on scientific accuracy. Reviews should take a broad
view of the field rather than merely summarizing the authors” own previous work, so
extensive citation of the authors” own publications is discouraged. The use of state-of-the-art
evidence-based systematic approaches is expected. Reviews are frequently commissioned by
the editors and, as such, authors are encouraged to submit a proposal to the Journal. Review
proposals should include a full-page summary of the proposed contents with key references.

Main Text of Reviews should be organized with Introduction, Review of Current Literature,

Discussion and Conclusion.

5.7. References

It is the policy of the Journal to encourage reference to the original papers rather than to
literature reviews. Authors should therefore keep citations of reviews to the absolute

minimum.
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We recommend the use of a tool such as EndNote or Reference Manager for reference

management and formatting. EndNote reference styles can be searched for here:

www.endnote.com/support/enstyles.asp Reference Manager reference styles can be searched

for here: www.refman.com/support/rmstyles.asp

Please note that all unpublished papers (submitted or in press) included in the reference list
should be provided in a digital version at submission. The unpublished paper should be

uploaded as a supplementary file for review.

References in the text should quote the last name(s) of the author(s) and the year of
publication (Brown & Smith 1966). Three or more authors should always be referred to as, for

example, Brown et al. 1966.

A list of references should be given at the end of the paper and should follow the
recommendations in Units, Symbols and Abbreviations: A Guide for Biological and Medical
Editors and Authors, (1975), p. 36. London: The Royal Society of Medicine.

a) The arrangement of the references should be alphabetical by first author's surname.

b) The order of the items in each reference should be:

(i) for journal references:

name(s) of author(s), year, title of paper, title of journal, volume number, first and last page
numbers.

(i) for book references:

name(s) of author(s), year, chapter title, title of book in italics, edition, volume, page
number(s), town of publication, publisher.

¢) Authors' names should be arranged thus:

Smith, A. B., Jones, D. E. & Robinson, F. C.

Note the use of the ampersand and omission of comma before it. Authors' names when
repeated in the next reference are always spelled out in full.

d) The year of publication should be surrounded by parentheses: (1967).

e) The title of the paper should be included without quotation marks.

f) The journal title should be written in full, italicised (single underlining in typescript), and
followed by volume number in bold type (double underlining on typescript) and page

numbers.
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Examples:

Botticelli, D., Berglundh, T. & Lindhe, J. (2004) Hard-tissue alterations following immediate
implant placement in extraction sites. Journal of Clinical Periodontology 10, 820-828.
d0i:10.1111/j.1600-051X.2004.00565.x

Lindhe, J., Lang, N.P. & Karring, K. (2003) Periodontology and Implant Dentistry. 4th
edition, p. 1014, Oxford. Blackwell Munksgaard.

Bodansky, O. (1960) Enzymes in tumour growth with special reference to serum enzymes in
cancer. In Enzymes in Health and Disease, eds. Greenberg, D. & Harper, H. A., pp. 269-278.
Springfield: Thomas.

URL:

Full reference details must be given along with the URL, i.e. authorship, year, title of
document/report and URL. If this information is not available, the reference should be

removed and only the web address cited in the text.

Example:

Smith A. (1999) Select Committee Report into Social Care in the Community [WWW
document]. URL http://www.dhss.gov.uk/reports/report0394498.html [accessed on 7
November, 2003]

5.8. Tables, Figures and Figure Legends

Tables: should be double-spaced with no vertical rulings, with a single bold ruling beneath

the column titles. Units of measurements must be included in the column title.

Figures: All figures should be planned to fit within either 1 column width (8.0 cm), 1.5
column widths (13.0 cm) or 2 column widths (17.0 cm), and must be suitable for photocopy
reproduction from the printed version of the manuscript. Lettering on figures should be in a

clear, sans serif typeface (e.g. Helvetica); if possible, the same typeface should be used for all
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figures in a paper. After reduction for publication, upper-case text and numbers should be at
least 1.5-2.0 mm high (10 point Helvetica). After reduction symbols should be at least 2.0-3.0
mm high (10 point). All half-tone photographs should be submitted at final reproduction size.
In general, multi-part figures should be arranged as they would appear in the final version.
Each copy should be marked with the figure number and the corresponding author's name.
Reduction to the scale that will be used on the page is not necessary, but any special
requirements (such as the separation distance of stereo pairs) should be clearly specified.
Unnecessary figures and parts (panels) of figures should be avoided: data presented in small
tables or histograms, for instance, can generally be stated briefly in the text instead. Figures
should not contain more than one panel unless the parts are logically connected; each panel of
a multipart figure should be sized so that the whole figure can be reduced by the same amount

and reproduced on the printed page at the smallest size at which essential details are visible.

Figures should be on a white background, and should avoid excessive boxing, unnecessary
colour, shading and/or decorative effects (e.g. 3-dimensional skyscraper histograms) and
highly pixelated computer drawings. The vertical axis of histograms should not be truncated
to exaggerate small differences. The line spacing should be wide enough to remain clear on

reduction to the minimum acceptable printed size.

Figures divided into parts should be labelled with a lower-case, boldface, roman letter, a, b,
and so on, in the same typesize as used elsewhere in the figure. Lettering in figures should be
in lower-case type, with the first letter capitalized. Units should have a single space between
the number and the unit, and follow SI nomenclature or the nomenclature common to a
particular field. Thousands should be separated by thin spaces (1 000). Unusual units or
abbreviations should be spelled out in full or defined in the legend. Scale bars should be used
rather than magnification factors, with the length of the bar defined in the legend rather than
on the bar itself. In general, visual cues (on the figures themselves) are preferred to verbal

explanations in the legend (e.g. broken line, open red triangles etc.)

Preparation of Electronic Figures for Publication: Although low quality images are
adequate for review purposes, print publication requires high quality images to prevent the
final product being blurred or fuzzy. Submit EPS (lineart) or TIFF (halftone/photographs)

files only. MS PowerPoint and Word Graphics are unsuitable for printed pictures. Do not use
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pixel-oriented programmes. Scans (TIFF only) should have a resolution of 300 dpi (halftone)
or 600 to 1200 dpi (line drawings) in relation to the reproduction size (see below). EPS files

should be saved with fonts embedded (and with a TIFF preview if possible).

For scanned images, the scanning resolution (at final image size) should be as follows to
ensure good reproduction: lineart: >600 dpi; half-tones (including gel photographs): >300 dpi;
figures containing both halftone and line images: >600 dpi.
Further information can be obtained at Blackwell Publishing's guidelines for figures:

www.blackwellpublishing.com/bauthor/illustration.asp.Check your electronic artwork before

submitting it: www.blackwellpublishing.com/bauthor/eachecklist.asp

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

in writing and provide copies to the Publishers.

Figure Legends: should be a separate section of the manuscript, and should begin with a
brief title for the whole figure and continue with a short description of each panel and the

symbols used; they should not contain any details of methods.
5.9. Supporting Information

Supporting Information, such as data sets or additional figures or tables that will not be
published in the print edition of the Journal but which will be viewable in the online edition
can be submitted. The Editor-in-Chief should be contacted at the time of submission of your

paper. Please see www.blackwellpublishing.com/bauthor/suppmat.asp for further information

on the submission of Supporting Information.
6. AFTER ACCEPTANCE

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

Production Editor who is responsible for the production of the journal.
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6.1 Proof Corrections

The corresponding author will receive an email alert containing a link to a web site. A
working email address must therefore be provided for the corresponding author. The proof
can be downloaded as a PDF (portable document format) file from this site.
Acrobat Reader will be required in order to read this file. This software can be downloaded

(free of charge) from the following Web site: www. adobe.

www.adobe.com/products/acrobat/readstep2.html. This will enable the file to be opened, read

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

must be returned to the Production Editor within three days of receipt.

As changes to proofs are costly, we ask that you only correct typesetting errors. Excessive
changes made by the author in the proofs, excluding typesetting errors, will be charged
separately. Other than in exceptional circumstances, all illustrations are retained by the
publisher. Please note that the author is responsible for all statements made in his work,

including changes made by the copy editor.

6.2 Early Online Publication Prior to Print

Journal of Clinical Periodontology is covered by Blackwell Publishing's Early View service.
Early View articles are complete full-text articles published online in advance of their
publication in a printed issue. Early View articles are complete and final. They have been
fully reviewed, revised and edited for publication, and the authors' final corrections have been
incorporated. Because they are in final form, no changes can be made after online publication.
The nature of Early View articles means that they do not yet have volume, issue or page
numbers, so Early View articles cannot be cited in the traditional way. They are therefore
given a Digital Object Identifier (DOI), which allows the article to be cited and tracked before
it is allocated to an issue. After print publication, the DOI remains valid and can continue to

be used to cite and access the article.
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6.3 Online Production Tracking

Online production tracking is available for your article through Blackwell's Author Services.
Author Services enables authors to track their article - once it has been accepted - through the
production process to publication online and in print. Authors can check the status of their
articles online and choose to receive automated e-mails at key stages of production. The
author will receive an e-mail with a unique link that enables them to register and have their
article automatically added to the system. Please ensure that a complete e-mail address is

provided when submitting the manuscript. Visit www.blackwellpublishing.com/bauthor for

more details on online production tracking and for a wealth of resources including FAQs and
tips on article preparation, submission and more.
6.4 Author Material Archive Policy

Please note that unless specifically requested, Blackwell Publishing will dispose of all

electronic material submitted one month after publication.
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