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RESUMO

O objetivo neste trabalho foi avaliar a acdo do &cido zoledrdnico (zometa) na progressao da
periodontite induzida em primeiros molares inferiores de ratos. Foram utilizados 48 ratos
Wistar distribuidos aleatoriamente em 6 grupos experimentais (n=8 cada grupo), sendo 3
grupos expostos ao farmaco zometa (0,15mg/kg) e 3 grupos controles tratados com soro a
0,9%: Zom/Lig30 — animais expostos ao farmaco por 4 semanas com posterior inducdo da
periodontite com de fio de sutura no Gltimo dia de droga e eutanasia 30 dias apds a induc¢éo;
Zom/Lig15 — grupo tratado por 4 semanas com posterior indugdo da periodontite no ultimo
dia de droga e eutanasia 15 dias ap6s a inducdo; Lig/Zom — grupo no qual foi induzida a
periodontite e 15 dias ap0ds, o zometa foi administrado por 8 semanas. A eutanasia ocorreu 1
semana apo6s a Ultima dosagem. Os grupos Con/Lig30, Com/Lig15 e Lig/Con, representam,
respectivamente, os controles dos grupos citados acima. Apo6s o sacrificio, as hemi-
mandibulas esquerdas foram removidas e avaliadas por meio de microtomografia
computadorizada (UCT) e histometria. A perda 6ssea foi mensurada nas regifes de furca e
raiz distal na microtomografia e na histometria. A presenca da osteonecrose foi avaliada
histologicamente. Os dados foram avaliados utilizando o teste t Student, para analise da
microtomografia e Mann-Whitney para a histometria, ambos com nivel de significancia de
5%. Na histologia, foi possivel evidenciar osteonecrose nos grupos Zom/Lig30, Zom/Lig15 e
Con/Lig30. Na uCT, a raiz distal no grupo Lig/Con apresentou maior reabsor¢do comparado
com o Lig/Zom (p<0,05). Na histometria, o o0sso alveolar da raiz distal apresentou maior
reabsor¢do nos grupos Zom/Lig30 (p=0,005), Con/Ligl5 (p<0,001) e Lig/com (p=0,001).
Enquanto que a furca teve maior reabsor¢do nos grupos Zom/Lig30 (p=0,046) e no grupo
Lig/Con (p<0,001). Conclui-se que o &cido zoledrénico diminui a reabsorcdo 6ssea alveolar
em periodontite induzida em ratos tratados com a droga a longo prazo, além de apresentar o
risco de desenvolver osteonecrose dos maxilares associados a bisfosfonatos na presenca de

trauma tecidual e infeccéo.

Palavras-chave: Bisfosfonato. Osteonecrose da Arcada Osseodentaria Associada a

Bisfosfonato. Periodontite. Microtomografia por Raio-X.



ABSTRACT

The aim of this study was to evaluate the action of zoledronic acid (zometa) on the
progression of periodontitis induced in the lower first molars of rats. A total of 48 Wistar rats
randomly distributed in 6 experimental groups (n = 8 each) were used. Three groups were
exposed to drug zometa (0.15mg/kg) and three control groups treated with 0.9% serum:
Zom/Lig30 - Animals exposed to the drug for 4 weeks with subsequent induction of
periodontitis with suture wire on the last day of drug and euthanasia 30 days after induction;
Zom/Lig15 - group treated for 4 weeks with subsequent induction of periodontitis on the last
day of drug and euthanasia 15 days after induction; Lig/Zom - group in which periodontitis
was induced and 15 days later, zometa was given for 8 weeks. Euthanasia occurred 1 week
after the last dosing. The groups Con/Lig30, Con/Ligl15 and Lig/Con, respectively, represent
the controls of the groups mentioned above. After sacrifice, the left hemi-jaws were removed
and evaluated by means of Computerized Microtomography (uCT) and histometry. Bone loss
was measured in the furcation and distal root regions in microtomography and histometry.
The presence of osteonecrosis was evaluated histologically. The data were evaluated using
Student's t test for microtomography and Mann-Whitney for histometry, both with
significance level of 5%. In histology, it was possible to show osteonecrosis in the
Zom/Lig30, Zom/Ligl5 and Con/Lig30 groups. In the uCT, the distal root in the Lig/Con
group presented greater resorption compared to the Lig/Zom (p <0.05). In histometry,
alveolar bone of the distal root presented greater resorption in the Zom/Lig30 (p = 0.005),
Con/Lig15 (p <0.001) and Lig/Con (p = 0.001) groups. While the furca had greater resorption
in the Zom/Lig30 groups (p = 0.046) and in the Lig/Con group (p <0.001). It is concluded
that zoledronic acid decreases alveolar bone resorption in periodontitis induced in rats treated
with the drug in the long term, and presents the risk of developing osteonecrosis of the
maxilla associated with bisphosphonates in the presence of tissue trauma and infection.

Key words: Bisphosphonates. Bisphosphonate-Associated Osteonecrosis of the Jaw.
Periodontal Diseases. X-Ray Microtomography.
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1 INTRODUCAO

Ao longo das duas Ultimas décadas, os bisfosfonatos (BFs) foram apresentados como
uma opcdao terapéutica no tratamento de doencas dsseas metabdlicas. Estas drogas permitem o
aumento da massa Gssea e diminuem o risco de fratura em patologias como na doenca de
Paget, no mieloma mdaltiplo, em determinadas patologias congénitas como a osteogénese
imperfeita e a osteoporose (Coleman, 2008).

Os bisfosfonatos sdo analogos sintéticos do pirofosfato, contendo uma estrutura
molecular P-C-P, onde o carbono substitui o oxigénio central do pirofosfato. Esta estrutura
confere a droga resisténcia a hidrolise, a degradacdo e capacidade de se ligar a ions metalicos
bivalentes, tais como Ca”* (Roelofs et al., 2006) (Figura 1).

Ao carbono central se ligam as cadeias laterais R1 e R2. Essas cadeias podem variar de
componente, permitindo a sintese de drogas com propriedades farmacoldgicas diferentes
(Arantes et al., 2010). A pequena cadeia lateral R1 fornece a afinidade dos BFs aos cristais
0sseos e pode ser hidrogénio (H), cloreto (CI) ou um grupamento hidroxila (OH), tendo este
ultimo a interacdo mais estavel com a matriz do osso por ter maior afinidade com o calcio
(Hampson e Fogelman, 2012).

A longa cadeia lateral R2 confere as propriedades caracteristicas e a poténcia de acdo
(Arantes et al., 2010). A classificagdo dos bisfosfonatos se baseia na presenca ou auséncia de
um atomo de nitrogénio na cadeia lateral R2. Os que contém nitrogénio sdo inibidores mais

potentes da acdo dos osteoclastos (Yamashita et al., 2011).

Figura 1. Diferenca estrutural entre o Pirofosfato e o Bisfosfonato.

OH OH OH R1 OH
| | | B |
O=P-0-P=0 O=P-C-P=0
| | [ |
OH OH OH R2 OH
Pirofosfato Bisfosfonato

Devido a grande afinidade por ions de calcio, o farmaco é rapidamente eliminado da
circulacdo e aderido as superficies minerais do 0sso in vivo nos locais de remodelagdo dssea

ativa, zonas submetidas a reabsorcao osteoclastica (Dannemann et al., 2006). Os BFs ligados
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a estrutura Ossea sofrem endocitose junto com a matriz 6ssea durante 0 processo de
reabsorcdo osteoclastica (Roelofs et al., 2010). Uma vez dentro da célula, alteram uma
variedade de processos bioquimicos, resultando na perda da capacidade reabsortiva dos
osteoclastos ou até mesmo antecipa a apoptose (Dannemann et al., 2006).

A acdo dentro da célula ocorre de acordo com o grupo a que pertence. Bisfosfonatos que
contém nitrogénio, como o &cido zoledrénico, pertencem a um grupo mais potente. Esse
grupo inibe a enzima farnesil-difosfato-sintase, uma etapa importante na via da sintese do
colesterol. Como resultado, o recrutamento e a diferenciacdo dos precursores dos osteoclastos
sdo inibidos, a ligacdo de osteoclastos ao 0sso € prejudicada e a ativacdo das unidades de
remodelagdo dssea € reduzida. A apoptose dos osteoclastos, também é induzida, o que pode
contribuir para o efeito anti-reabsorcdo (McClung, 2015).

Ja os BFs ndo nitrogenados, dentro da célula produzem um anélogo téxico da Adenosina
Trifosfato (ATP), interferindo na fungdo mitocondrial, levando a apoptose. Como
consequéncia dessa atividade, o recrutamento e a diferenciacdo dos precursores dos
osteclastos é inibido, a ligacdo do osteoclasto no 0sso é prejudicada e a remodelacdo ou
reabsorcdo 6ssea é reduzida (Rosini et al., 2015).

Parte da acdo inibitoria da droga sobre os osteoclastos ocorre mediada pelos osteoblastos
(Sahni et al., 1993). Estudos in vitro elucidaram que esses farmacos controlam funcgdes
osteoblasticas como a proliferagdo e diferenciagdo celular (Reinholz et al., 2000) e possuem a
capacidade de prevenir a apoptose destas células (Plotkin et al., 1999).

Apesar dos beneficios, um efeito colateral importante nos 0ssos gnaticos pode ocorrer. A
Osteonecrose dos Maxilares Associada aos Bisfosfonatos (OMAB) é definida pela
Association of Oral and Maxillifacial Surgeons (AAOMS) como uma area de 0SS0 exposto,
ou 0sso que pode ser sondado através de uma fistula intraoral ou extraoral na regido maxilo-
facial. Estd alteracdo ndo se cura dentro de oito semanas, apos a identificacdo por um
profissional de saude, em um paciente que estava recebendo ou foi exposto a um bisfosfonato
e ndo recebeu a terapia de radiag@o na regido craniofacial (Ruggiero et al., 2014; Vermeer et
al., 2017).

Administracdo de pequenas doses de bisfosfonatos possuem prevaléncia baixa no
desenvolvimento de osteonecrose dos maxilares (<0,001%). Entretanto, altas doses
intravenosas foram identificadas como um fator de risco em pacientes oncoldgicos (Reid &
Cornish, 2012).

Acredita-se que 0S 0ss0s gnaticos sejam altamente susceptiveis a esse tipo de

osteonecrose devido a sua anatomia e a fatores fisioldgicos. Os bisfosfonatos sdo altamente
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concentrados nesses 0ssos por causa da alta vascularizagdo e renovagao 6ssea. As forcas da
mastigacdo e do ligamento periodontal ao redor dos dentes garantem a renovagao 0ssea rapida
em torno do periodonto e podem provocar microfraturas no 0sso acelular e avascular induzido
por esta droga. A fina mucosa oral pode ser facilmente traumatizada durante procedimentos
cirargicos, permitindo que 0s micro-organismos orais entrem no 0sso necroético (Marx, 2003).

A patogénese da OMAB ainda ndo e bem elucidada, porém parece estar associada a
supressdo local da renovacdo 6ssea maxilar, e a inibicdo da angiogénese por altas doses de
potentes bifosfonatos, complicado por trauma e infeccdo nos 0ssos gnaticos (Aghaloo et al.,
2015). A presenca da osteonecrose ja foi relatada em pacientes submetidos a extracdo dentéria
ou trauma aos tecidos orais (Filleul et al., 2010; Barba-Recreo et al., 2014; Kolpakova et al.,
2016), associada a doenca periapical (Kang et al., 2013), a remocdo de implantes dentais
(Ferndndez Ayora et al., 2015) ou associada a periodontite (Aghaloo et al., 2011; Li et al.,
2016).

MedicagOes anti-reabsortivas isoladamente ndo causam necrose 0ssea. Porém quando
combinados com trauma local, inflamacdo/infeccdo proveniente de doenca periapical ou
periodontal estimulam a necrose dssea (Aghaloo et al., 2015).

A periodontite é uma inflamacdo nos tecidos de suporte dos dentes, caracterizada pelo
desequilibrio entre a microbiota oral e a resposta imune do paciente provocado pelo biofilme
(Byrne et al., 2009), resultando em destruicdo tecidual do osso alveolar e do ligamento
periodontal (Ng et al., 2016).

A cascata de destruicdo periodontal € iniciada pelos lipopolissacarideos (LPS) da
membrana externa de bactérias gram-negativas presentes no biofilme (Giannobile, 2008).
Monocitos e macrofagos sdo ativados e passam a liberar citocinas pré-inflamatorias que
promovem processos destrutivos (Pussinen et al., 2007). Os osteoclastos por sua vez, liberam
enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases de matriz (MMPs), para promover a
destruicdo do tecido 6sseo durante a reabsorcéo (Ra & Parks, 2007).

Devido ao antagonismo dos bisfosfonatos na acdo de varias metaloproteinases da matriz
participantes da cascata de destruicdo periodontal, essa classe de droga ja foi estudada como
um possivel adjuvante no tratamento da periodontite (Aghaloo et al., 2011; Akram et al.,
2016).

Alencar et al. (2002) avaliaram o efeito profilatico e modulador do clodronato em ratos
submetidos a periodontite experimental, induzida por fio de sutura de nylon, 7 e 11 dias apds
a inducédo da doenca. O grupo profilético recebeu a droga e uma hora depois a ligadura, sendo

eutanasiados 7 dias depois. J& o terapéutico, recebeu droga por 5 dias antes de receber a



19

ligadura e, 11 dias depois, foram eutanasiados. Os grupos foram subdivididos de acordo com
a dosagem recebida de 1, 5 ou 25 mg/kg. Na mensuragdo macroscopica, com auxilio de uma
lupa 4x, foi observada a reducdo da perda dssea alveolar tanto no profilatico, como no
terapéutico, nas 3 dosagens. Mostrando assim, que o clodronato também modula a reabsor¢éo
0ssea alveolar. Entretanto, a periodontite foi estudada no inicio do processo inflamatorio.

Tani-Ishii et al. (2003) analisaram a ac¢do do incadronato em periodontite induzida em
ratos, por inoculacdo de Porphyromonas gingivalis, a fim de prevenir a destruicao
periodontal. Os animais foram infectados com a bactéria e em seguida receberam o tratamento
com incadronato por 2, 4 e 8 semanas. Na histometria e na radiografia digital, os animais
apresentaram uma menor perda 6ssea e uma maior densidade mineral 6ssea, respectivamente,
nos 3 tempos do estudo. Além disso, apds 8 semanas de administracdo, o incadronato evitou a
destruicdo do ligamento periodontal. Sendo entdo, uma droga importante no controle da perda
Ossea provocada pela periodontite.

Aghaloo et al (2011) induziram a periodontite com fio de sutura de algod&o, para
investigar a importancia da doenca como um provavel fator de risco para a osteonecrose, em
ratos tratados com o acido zoledrdnico. Os autores observaram uma reducdo da perda 6ssea
alveolar no grupo tratado com a droga na analise pela microtomografia computadorizada
(microCT). A osteonecrose esteve presente no grupo tratado com a droga e no grupo controle,
estando em maior propor¢do no grupo tratado. Mostrando assim, que o bisfosfonato é um
fator importante para o desenvolvimento da osteonecrose, porém ndo decisivo. Entretanto, os
autores ndo avaliaram a progressao da periodontite, pois o estudo foi realizado administrando
droga 3 vezes por semana, durante 3 semanas, continuando por mais 12 semanas apés a
indugéo da periodontite.

De Almeida et al (2015) avaliaram o uso tépico do alendronato a 1%, como adjuvante no
tratamento periodontal basico em ratos com periodontite induzida com fio de sutura de
algoddo. A ligadura foi mantida por 7 dias e em seguida foi removida e 0s ratos foram
submetidos a raspagem radicular com irrigagdo de alendronato. A eutanasia ocorreu 7, 15 e 30
dias apos a remocédo da ligadura. Os animais que receberam o alendronato como adjuvante
apresentaram mais 0sso na regido da furca e um aumento no nivel de inser¢do clinica nos trés
periodos estudados quando comparado com 0 grupo que sO recebeu o tratamento periodontal
bésico.

A microtomografia computadorizada é um exame ndo destrutivo que permite a avaliacdo
tridimensional de amostras inteiras, baseado nos mesmo principios fisicos da tomografia

computadorizada (Park et al., 2007). Pode ser realizado em varias resolucGes, de acordo com
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a regido de interesse, tendo como vantagem a alta resolucdo de estruturas menores, uma vez
que os cortes sdo obtidos em microns (Vasquez et al., 2013) (Clark & Badea, 2014). Sendo,
assim, uma técnica importante em estudos experimentais do ligamento periodontal e do 0sso
alveolar (Aguirre et al., 2012; Kang et al., 2013).

Apesar do conhecimento sobre os beneficios e efeitos adversos dos bisfosfonatos, a
literatura ainda é escassa sobre a avaliagdo do comportamento do &cido zoledrénico na
progressdo da periodontite. Dessa forma, o objetivo neste trabalho foi avaliar os efeitos do
acido zoledronico na progressdo da periodontite induzida e na periodontite ja instalada em
ratos, além de avaliar os efeitos locais da periodontite como um provavel fator de risco para

desenvolvimento da osteonecrose.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo neste trabalho foi avaliar os efeitos do &cido zoledronico na progressdo da

periodontite induzida e na periodontite ja instalada em ratos, além de avaliar os efeitos locais

da periodontite como um provavel fator de risco para desenvolvimento da osteonecrose.

2.2 Objetivos Especificos

Analisar quantitativamente o efeito do acido zoledrénico na perda 6ssea alveolar na
regido da furca e raiz distal dos primeiros molares inferiores esquerdos de ratos;
Avaliar o processo de progressdo da periodontite induzida, por meio do exame
histomorfoldgico da lesao;

Quantificar o grau da inflamacéo na regido de furca;

Verificar se a periodontite € um fator predisponente a osteonecrose associada aos
bisfosfonatos;

Averiguar se 0 uso cronico do acido zoledrénico tem influéncia na instalacdo e na
progressao da periodontite;

Verificar se 0 uso crénico do &cido zoledronico tem interferéncia na periodontite

instalada.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Considerac0es éticas

O projeto de pesquisa foi submetido e aprovado pelo Comité de Bioética em
Experimentacdo Animal do Centro de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Pernambuco (CBEA — UFPE) sob processo n° 23076.019257/2013-80.

3.2 Tipo de estudo
Foi realizado um estudo do tipo experimental randomizado, onde foram determinados o

objetivo do estudo

3.3 Local do estudo

O presente trabalho foi desenvolvido na Universidade Federal de Pernambuco. Sendo o
estudo experimental realizado no Nucleo de Cirurgia Experimental (NCE), a microtomografia
computadorizada realizada no Laboratério de Tomografia Computadorizada (LTC) do Nucleo
em Ensaios Ndo Destrutivos de Aplicacdes de Raios X (NENDARX) do Departamento de
Energia Nuclear, e o processamento histolégico, no Laboratério de Histotécnica do Programa

de Pos-Graduagdo em Patologia.

3.4 Hospedagem dos animais

Foram utilizados 48 animais (Rattus novergicus, albinus, Wistar), machos, pesando entre
300 e 350g, provenientes da colénia do Departamento de Nutricdo da UFPE. Os animais
receberam a dieta padrdo do biotério (LABINA - Purina do Brasil S/A) e &gua ad libitum e
foram mantidos individualmente em gaiolas unitarias, em uma sala com temperatura de 23° +
2°C e ciclo de claro e escuro de 12:12 horas (claro das 06 as 18 horas e escuro das 18 as 06

horas).

3.5 Grupos de estudo

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em 6 grupos experimentais, contendo 8

animais cada, conforme descrito abaixo:

- Zom/Lig30 — Animais expostos ao Acido Zoledronico (Zometa, Novartis farmacéutica,

Basel, Suica) por injecdo intraperitoneal durante 4 semanas (uma vez por semana), na dose de
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0,15mg/Kg. No dia da ultima dose, a periodontite foi induzida com ligadura de fio de sutura.
Apos 30 dias da colocacdo da ligadura, ocorreu a eutanasia dos animais;

- Zom/Lig15 - Animais expostos ao Acido Zoledrdnico por injecdo intraperitoneal durante 4
semanas (uma vez por semana), na dose de 0,15mg/Kg. No dia da ultima dose, a periodontite
foi induzida com ligadura de fio de sutura. Apds 15 dias da colocacdo da ligadura, ocorreu a

eutanasia dos animais;

- Con/Lig30 - Animais tratados com Solucdo Salina por injecdo intraperitoneal durante 4
semanas (uma vez por semana), na dose de 0,9% do peso do animal. No dia da Ultima dose, a
periodontite foi induzida com ligadura de fio de sutura. Apés 30 dias da colocacdo da

ligadura, ocorreu a eutanasia dos animais;

- Con/Ligl5 - Animais tratados com Solucdo Salina por injecdo intraperitoneal durante 4
semanas (uma vez por semana), na dose de 0,9%. No dia da ultima dose, a periodontite foi
induzida com ligadura de fio de sutura. Apds 15 dias da colocacdo da ligadura, ocorreu a

eutanasia dos animais;

- Lig/Zom — Inducdo da periodontite com ligadura de fio de sutura por 15 dias, seguido
expostos ao acido zoledrdnico, por injecdo intraperitoneal, durante 8 semanas (uma vez por
semana), na dose de 0,15mg/Kg. A eutanasia ocorreu 1 semana ap0s a Ultima aplicacdo da

droga;

- Lig/Con - Inducdo da periodontite com ligadura de fio de sutura por 15 dias, seguido da
administracdo de solucéo salina, por injecéo intraperitoneal, durante 8 semanas (uma vez por

semana), na dose de 0,9%. A eutandsia ocorreu 1 semana apds a ultima aplicacdo da droga.

3.6 Inducéo da Periodontite com ligadura de algodéo

Para inducdo da periodontite, os animais receberam atropina para controle do fluxo
salivar e posteriormente, foram anestesiados com cloridrato de cetamina 1ml/Kg (SESP,
Divisdo Vetbrands Saude Animal, Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) associado a xilazina 0,5 mIKg
(Bayer do Brasil, Beford Roxo, Rio de Janeiro, Brasil), por via intramuscular. Quando
confirmada a auséncia da sensibilidade dolorosa, o animal foi posicionado no aparato de
Doku modificado (Doku et al., 1966) e o primeiro molar inferior esquerdo sutilmente luxado
com auxilio de uma agulha de calibre 40/12. A ligadura de fio de sutura de algodao 4.0
(Ethicon, Nova Jersey, EUA) foi colocada com o auxilio de duas pingas hemostaticas

(Golgran, Sdo Caetano do Sul, S&o Paulo, Brasil). O fio de sutura foi inserido no sulco
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gengival com auxilio de um esculpidor de hollemback 3S (Golgran, Sdo Caetano do Sul, Séo
Paulo, Brasil) e mantido até o sacrificio. Apds o procedimento, os animais foram mantidos

sozinhos em gaiolas individuais para evitar estresse excessivo, sem restricao de racdo e agua.

3.7 Preparacédo dos espécimes

Apos o periodo de estudo, os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica com
pentabarbital (Hypnol, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) por via intramuscular. As hemi-
mandibulas esquerdas foram desarticuladas da maxila e dissecadas. Em seguida, 0s espécimes
foram imersos em recipientes contendo solucéo de formol tamponado a 5% por 72 horas para
fixacdo, coberto com filme pléstico para evitar a desidratacdo e mantidos em temperatura

ambiente.

3.8 Andlise por microtomografia computadorizada (microCT)
a. Posicionamento da amostra

O transporte da peca para o microtomografo foi realizado cuidadosamente com auxilio de
uma pinca clinica odontol6gica, a fim de evitar danos ao material. O excesso de formol foi
removido com papel toalha e a hemi-mandibula esquerda foi aprisionada no incisivo por uma
pinca apropriada do microtomégrafo, de forma que o longo eixo da hemi-mandibula
permanecesse perpendicular ao solo, para que toda mandibula fosse captada pelo receptor
(Figura 2).

Figura 2. Posicionamento da amostra no microtomografo
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b. Par@metros para aquisicdo das imagens

A hemi-mandibula esquerda foi escaneada por um microtomaografo de 32 geracdo NIKON
XT-H 225 ST (Geldenaaksebaan, Leuven, Bélgica) (Figura 3) no Laboratério de Tomografia
Computadorizada (LTC) do Nucleo em Ensaios Ndo Destrutivos de AplicacGes de Raios X
(NENDARX) do Departamento de Energia Nuclear da UFPE, operando em 80 kV e 222 UA,
sem filtro e 500ms, utilizando protocolo com tamanho de voxel de 11 microns () e tempo de
exposicdo de 25 minutos.

c. Reconstrucdo das imagens

As imagens foram reconstruidas utilizando o software CT PRO 3D versdo XT3.1.3
NIKON (Geldenaaksebaan, Leuven, Beélgica), na extensdo .xteck, onde foi delimitado o
volume de interesse. A area de estudo foi delimitada e em seguida, as reconstrugdes
multiplanares (axial, sagital e coronal) do volume selecionado foram exportadas na extenséo
DICOM pelo software VGStudioMax 2.2 (Volume Graphics Gmbh, Heidelberg, Alemanha).

Figura 3. Microtomografo NIKON XT-H 225 ST acoplado a um computador de comando.
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d. Avaliacdo da perda 6ssea

Reconstruces de 11y em DICOM foram avaliadas no ImageJ (National Institutes of
Health, EUA) por um examinador calibrado, utilizando um monitor de tela plana de 15"
(CCE, Manaus, Amazonas, Brasil).

Para delimitar a regido a ser analisada, foi utilizado o corte axial na regido central do
dente e o corte sagital foi rotacionado, usando ferramentas do software, até que as raizes se
encontrassem perpendiculares ao solo (Figura 4). No corte coronal, foram realizadas as
mensuragOes, onde duas linhas horizontais foram tragadas: uma na altura da juncéo
amelocementaria e outra na parte mais alta da crista dssea alveolar da raiz distal, por
vestibular e lingual (Figura 5). A distancia vertical entre as duas linhas horizontais foi
capturada em pixel. A perda déssea da regido da furca também foi quantificada realizando
medi¢des da dentina da furca até o 0sso alveolar da regido, em toda a extensdo do dente.

Todos os cortes referentes ao primeiro molar foram analisados e medidos no eixo
coronal, mantendo a posicéo central obtida no corte axial.

Os dados foram tabulados no software Microsoft Office Excel 2013, onde foram obtidas
as médias de reabsorcdo da furca, de cada face (vestibular e lingual) da raiz distal e a média

geral de reabsorcéo da raiz distal.

3.9 Processamento histolégico

As hemi-mandibulas esquerdas foram descalcificadas em EDTA a 5% durante 30 dias.
Apos a descalcificagdo, as hemi-mandibulas foram seccionadas no centro dos molares, da
mesial para a distal, processadas convencionalmente para parafina, com a regido central da
mandibula para baixo. Foram realizados cortes seriados de 5 um de espessura, utilizando um

Micrétomo ECLYPSE 51 (NIKON, Tokyo, Japéo), corados em hematoxilina-eosina.
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Figura 4. Posicionamento do dente com as raizes perpendiculares ao solo. Corte axial (A), corte sagital (B) e

corte coronal (C).

Figura 5. Mensuracdo no corte coronal. Linhas de referéncia horizontais (brancas). Distancia vertical entre as

linhas de referéncia da face vestibular da raiz (amarela).

3.10 Analise histologica

Na analise histologica, foi possivel verificar a intensidade da reagdo inflamatodria e a
presenca da osteonecrose. A intensidade da reacgdo inflamatoria foi avaliada na regido de
furca, onde foram atribuidos scores de acordo com o grau da inflamagdo: 1 — ausente; 2 —
leve; 3 — moderada e 4 - intensa. Foi considerada inflamacdo leve quando poucas células
inflamatdrias estavam presentes, distribuidas focal ou difusamente; moderada quando havia
presenca de uma reacdo inflamatdria focal, e intensa quando a regido avaliada apresentava

uma grande quantidade de células inflamatdrias distribuidas de forma difusa (Castro, Koss,
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Ldopez, 2014). A presenca da osteonecrose foi considerada quando osso apresentou perda de

mais de cinco ostedcitos contiguos com areas confluentes de lacunas vazias.

3.11 Andlise histomorfométrica

Dezesseis laminas de cada grupo, sendo duas pertencentes a cada animal, foram
escaneadas pelo Panoramic MIDI (3DHISTECH ltda, Budapeste, Hungria), para quantificar a
area de reabsorcdo Ossea alveolar. Cada lamina possuia quatro cortes seriados, que foram
analisadas utilizando o aumento de 2x.

Utilizando o sotfware Pannoramic Viewer (3DHISTECH ltda, Budapeste, Hungria), as
imagens foram rotacionadas a fim de deixar a raiz distal e a furca perpendiculares ao solo no
momento em que cada uma estava sendo mensurada. Para medicao da raiz distal, uma linha
horizontal foi tracada na altura da juncdo amelocementéria e, a distancia existente entre a
linha horizontal e a crista 6ssea alveolar foi mensurada (Figura 6). Toda a extensdo da furca
foi mensurada verticalmente, tendo como base a dentina da furca e a crista dssea alveolar da
mesma regido (Figura 6).

Os dados foram tabulados no software Microsoft Office Excel 2013 e submetidos a

analise estatistica.

3.12 Anélise estatistica

Os dados obtidos nas avaliagdes foram tabulados no programa Microsoft Office Excel
2013, importados para o software SPSS 13.0 (Statistical Package for the Social Sciences)
para Windows e submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, apresentando
um valor de p<0,05. Foi realizada a analise estatistica analitica utilizando o Teste t Student
(Distribuicdo Normal) para anélise da microtomografia e Mann-Whitney (Nao Normal) para a
analise histomorfométrica. Os valores foram expressos como média e desvio-padréo,

considerando um nivel de significancia de 95% (p<0,05).
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Figura 6. Histomorfometria. Linha horizontal de orientagdo e medicéo vertical da reabsorcéo éssea na raiz distal

raiz distal (A). Medic&o vertical de toda extensdo da furca (B). Aumento de 2x.
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5 AVALIACAO DO EFEITO DO ACIDO ZOLEDRONICO NA PROGRESSAO DA
PERIODONTITE EM RATOS: ANALISE HISTOLOGICAE
MICROTOMOGRAFICA

Priscylla Gongalves Correia Leite de Marcelos*

tUniversidade Federal de Pernambuco. Departamento de Clinica e Odontologia Preventiva,

Recife, Pernambuco, Brasil

INTRODUCAO

Os bisfosfonatos (BFs) sdo drogas analogas sintéticas do pirofosfato, onde o carbono
substitui 0 oxigénio central na molécula (Conte N Neto et al., 2013), conferindo resisténcia a
hidrélise, resisténcia a degradacdo e capacidade de se ligar aos ions metalicos bivalentes, tais
como o do célcio (Roelofs et al., 2006). Por esta razdo, o farmaco ¢ rapidamente eliminado da
circulacdo e aderido as superficies minerais do 0sso nos locais de remodelacdo dssea ativa,

zonas submetidas a reabsorcao osteoclastica (Izquierdo et al., 2011).

Apesar do efeito benéfico anti-reabsortivo, 0s 0ssos gnaticos podem ser acometidos com
um efeito adverso potencialmente grave apds administracdo prolongada de bisfosfonatos
nitrogenado (Kos, 2014), onde a supressdo excessiva do turnover 0sseo, a reducdo da
capacidade de remodelacdo e de reparar danos, pode levar ao acimulo de micro-danos,
causando osteonecrose dos maxilares associada aos bisfofonatos (OMAB) (Hoefert et al.,
2010; Vermeer et al., 2017).

A OMAB trata-se de uma area de 0sso exposto, ou 0sso que pode ser sondado atraveés de
uma fistula intraoral ou extraoral na regido maxilo-facial que ndo se cura dentro de oito
semanas apos a identificacdo por um prestador de cuidados de saude, em um paciente que
estava recebendo ou foi exposto a um bisfosfonato e ndo recebeu a terapia de radiagéo para a

regido craniofacial (Ruggiero et al, 2014).

A OMAB foi evidenciada ap0s extracdo dentaria ou trauma aos tecidos orais (Filleul et
al, 2010; Barba-Recreo et al., 2014; Kolpakova et al., 2016), apds remocao de implantes
dentais (Fernandez Ayora et al., 2015), associada a doenca periapical (Kang et al., 2013) e a
periodontite (Aghaloo et al., 2011; Li et al., 2016).



31

A periodontite é uma doenca inflamatéria frequente, provocada pelo acimulo de
biofilme, que propicia o inicio da destruicdo do 0sso alveolar e do ligamento periodontal (Ng
et al., 2016). Nela, enzimas proteoliticas sdo liberadas pelos osteoclastos, como as
metaloproteinases de matriz (MMPs), para promover a destruicdo tecidual durante a

reabsorcao dssea (Ra e Parks, 2007).

Além das MMPs, outros fatores causais importantes no processo inflamatério estdo
envolvidos na perda Ossea alveolar na periodontite, como os lipopolissacarideos (LPS), as
Prostaglandina E2 (PGE2), Interleucina 1B (IL-1 B) e Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa)
(Shinoda et al., 2008)

A cascata de destruicdo periodontal é inciada pelos lipopolissacarideos (LPS) da
membrana externa de bactérias gram-negativas presentes no biofilme (Giannobile, 2008).
Mondcitos e macréfagos sdo ativados e passam a liberar citocinas pro-inflamatérias que
promovem processos destrutivos (Pussinen et al., 2007). Os osteoclastos por sua vez, liberam
enzimas proteoliticas, como as metaloproteinases de matriz (MMPSs), que induzem a

destruicdo do tecido dsseo durante a reabsorcéo (Ra e Parks, 2007).

Estudos anteriores foram realizados com alendronato, por atuar antagonizando a acdo de
fatores importantes na inflamagdo, como um possivel adjuvante ao tratamento periodontal
basico em periodontite induzida em ratos (De Almeida et al., 2015; Akram et al., 2016), para
tratar topicamente defeitos intra-0sseos provocados por periodontite cronica (Kanoriya et al.,
2016) e com a finalidade de evitar a perda Ossea ao redor do implante, melhorando a
osteointegrac@o (Duarte et al., 2005). Entretanto, pouco se conhece a respeito da progressao

da periodontite na presenca do acido zoledrénico.

Portanto, o objetivo neste trabalho foi avaliar, in vivo, os efeitos do acido zoledrdnico na
progressao da periodontite em ratos, além de avaliar os efeitos locais da periodontite como um

provavel fator de risco para desenvolvimento da osteonecrose.

MATERIAIS E METODOS

Apdbs aprovacdo pelo Comité de Bioética em Experimentacdo Animal do Centro de
Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de Pernambuco (CBEA — UFPE) sob processo
n°® 23076.019257/2013-80, o estudo experimental foi realizado no Nucleo de Cirurgia
Experimental (NCE) da Universidade Federal de Pernambuco.



32

Grupos de estudo

Foram utilizados 48 ratos (Rattus novergicus, albinus, Wistar), pesando entre 300 e 350g,
provenientes da colonia do Departamento de Nutricdo da Universidade Federal de
Pernambuco, que receberam a dieta padrdo do biotério (LABINA - Purina do Brasil S/A) e
agua ad libitum, hospedados individualmente em gaiolas unitérias. Os quais foram mantidos
em sala com temperatura de 23° = 2°C e ciclo de claro e escuro de 12:12 horas (claro das 06
as 18 horas e escuro das 18 as 06 horas).

Os animais foram distribuidos, aleatoriamente, em 6 grupos experimentais, cada um

contendo 8 animais:

- Zom/Lig30 - Animais tratados com Acido Zoledronico (Zometa, Novartis farmacéutica,
Basel, Suica) por injecdo intraperitoneal durante 4 semanas (uma vez por semana), na dose de
0,15mg/Kg. No dia da dltima dose, a lesdo periodontal foi induzida com ligadura de fio de

sutura. Apos 30 dias da colocacgdo da ligadura, ocorreu a eutanasia dos animais;

- Zom/Lig15 - Animais tratados com Acido Zoledrdnico por injecdo intraperitoneal durante 4
semanas (uma vez por semana), na dose de 0,15mg/Kg. No dia da ultima dose, a lesdo
periodontal foi induzida com ligadura de fio de sutura. Apds 15 dias da colocacdo da ligadura,

ocorreu a eutanasia dos animais;

- Con/Lig30 - Animais tratados com Solugdo Salina por injecdo intraperitoneal durante 4
semanas (uma vez por semana), na dose de 0,9% do peso do animal. No dia da Gltima dose, a
lesdo periodontal foi induzida com ligadura de fio de sutura. Apds 30 dias da colocacdo da

ligadura, ocorreu a eutanasia dos animais;

- Con/Lig15 - Animais tratados Solucgdo Salina por injecdo intraperitoneal durante 4 semanas
(uma vez por semana), na dose de 0,9%. No dia da ultima dose, a leséo periodontal foi
induzida com ligadura de fio de sutura. Apos 15 dias da colocacdo da ligadura, ocorreu a

eutanasia dos animais;

- Lig/Zom — Inducéo da lesdo periodontal com ligadura de fio de sutura por 15 dias. Ap6s o
tempo determinado, foi iniciada a administracdo do zometa por injecéo intraperitoneal durante
8 semanas (uma vez por semana), na dose de 0,15mg/Kg. A eutanésia ocorreu 1 semana apos

a ultima aplicacéo da droga;

- Lig/Con - Inducdo da lesdo periodontal com ligadura de fio de sutura por 15 dias. Apos 0
tempo determinado, foi iniciada a de solugéo salina por injecdo intraperitoneal durante 8
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semanas (uma vez por semana), na dose de 0,9%. A eutanasia ocorreu 1 semana apos a Ultima

aplicacdo da droga.

Inducéo da periodontite

Os animais receberam atropina para controle do fluxo salivar e posteriormente, foram
anestesiados com cloridrato de cetamina 1ml/Kg (SESP, Divisdo Vetbrands Saude Animal,
Jacarei, Sdo Paulo, Brasil) associado a xilazina 0,5 mIKg (Bayer do Brasil, Beford Roxo, Rio
de Janeiro, Brasil), por via intramuscular. Quando confirmada a auséncia da sensibilidade
dolorosa, o animal foi posicionado no aparato de Doku modificado (Doku et al., 1966) e o
primeiro molar inferior esquerdo sutilmente luxado com auxilio de uma agulha de calibre
40/12. A ligadura de fio de sutura de algoddo 4.0 (Ethicon, Nova Jersey, EUA) foi colocada
com o auxilio de duas pingas hemostaticas e mantida até o dia do sacrificio. O fio de sutura
foi inserido no sulco gengival com auxilio de um esculpidor de hollemback 3S (S&o Caetano
do Sul, S&o Paulo, Brasil). Apds o procedimento, os animais foram mantidos sozinhos em

gaiolas individuais para evitar estresse excessivo, sem restricdo de racao e agua.

Preparacao dos espécimes

Apbs o periodo de estudo, os animais foram eutanasiados por sobredose anestésica com
pentabarbital (Hypnol, Cristalia, Sdo Paulo, Brasil) por via intramuscular. A hemi-mandibula
esquerda foi desarticulada da maxila, dissecada e imersa em recipientes contendo solugédo de
formol tamponado a 5% por 72 horas para fixagao.

Analise por microtomografia computadorizada (microCT)

a. Escaneamento da amostra

A hemi-mandibula esquerda foi aprisionada no incisivo por uma pinga apropriada do
microtomografo, de forma que o longo eixo do incisivo central permanecesse perpendicular
ao solo. Em seguida, foram escaneadas por um microtomografo de 32 geragdo NIKON XT-H
225 ST (Geldenaaksebaan, Leuven, Bélgica), operando em 80 kV e 222 pA sem filtro e
500ms, utilizando protocolo com tamanho de voxel de 11 microns (u) e tempo de exposicao

de 25 minutos.

c. Reconstrugdo das imagens
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As imagens foram reconstruidas utilizando o software CT PRO 3D versdo XT3.1.3
NIKON (Geldenaaksebaan, Leuven, Bélgica), na extensdo .xteck, onde foi delimitado o
volume de interesse. A area de interesse foi delimitada e em seguida, as reconstrucdes
multiplanares (axial, sagital e coronal) do volume selecionado foram exportadas na extenséo
DICOM pelo software VGStudioMax 2.2 (Volume Graphics Gmbh, Heidelberg, Alemanha).

Reconstrucbes de 11y em DICOM foram avaliadas no ImageJ (National Institutes of
Health, EUA) por um examinador calibrado, utilizando um monitor de tela plana de 15"

(CCE, Manaus, Amazonas, Brasil).

d. Avaliacdo da perda 6ssea

As imagens reconstruidas foram analisadas no software ImageJ. Para encontrar a regido a
ser analisada, o corte axial marcou a regido central do dente e o corte sagital foi rotacionado
afim de manter as raizes perpendiculares ao solo. As medicGes foram realizadas no corte
coronal, onde duas linhas horizontais foram tracadas: uma na altura da juncao
amelocementaria e outra na parte mais alta da crista dssea alveolar da raiz distal, por
vestibular e lingual. A distancia vertical entre as duas linhas horizontais foi capturada em
pixel. A perda éssea da regido da furca também foi analisada realizando medicdes verticais da
dentina da furca até ao 0sso alveolar da regido (Figura 1A, 1B, 1C). Todos os cortes referentes
ao primeiro molar foram analisados e medidos no eixo coronal, mantendo a posi¢do central
obtida no corte axial (Figura 1D). Areas de 0sso necrético ndo foram incluidas na mensuragéo

da perda 6ssea alveolar.

Os dados foram tabulados no software Microsoft Office Excel 2013, onde foram obtidas
as medias de reabsorcdo da furca, de cada face (vestibular e lingual) da raiz distal e a média

geral de reabsorcéo da raiz distal.

Processamento histoldgico

As hemi-mandibulas esquerdas foram descalcificadas em EDTA a 5% durante 30 dias.
Apos a descalcificagdo, as hemi-mandibulas foram seccionadas no centro dos molares, da
mesial para a distal, processadas convencionalmente para parafina, com a regido central da
mandibula para baixo. Foram realizados cortes seriados de 5 um de espessura, utilizando um

Micrétomo ECLYPSE 51 (NIKON, Tokyo, Japéo), corados em hematoxilina-eosina.
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Anélise histoldgica

Com a analise histoldgica foi possivel verificar a intensidade da reacdo inflamatoria e a
presenca da osteonecrose A intensidade da reacdo inflamatoria foi avaliada na regido de furca
e atribuida scores de acordo com o grau da inflamacéo: 1 — ausente; 2 — leve; 3 — moderada e
4 - intensa. Foi considerada inflamacgdo leve quando poucas células inflamatorias estavam
presentes, distribuidas focal ou difusamente; moderada quando havia presenca de uma reacéo
inflamatdria focal, e intensa quando a regido avaliada apresentava uma grande quantidade de
células inflamatdrias distribuidas de forma difusa (Castro, Koss, Lopez, 2014). A presenca da
osteonecrose foi considerada quando osso apresentou perda de mais de cinco ostedcitos

contiguos com &reas confluentes de lacunas vazias.

Andlise histomorfométrica

Dezesseis laminas de cada grupo, sendo duas pertencentes a cada animal foram
escaneadas pelo Panoramic MIDI (3DHISTECH lItda, Budapest, Hungria), para quantificar a
area de reabsorcdo Ossea alveolar. Cada lamina possuia quatro cortes seriados, que foram
analisadas utilizando o aumento de 2x.

Para quantificar a area de reabsorcdo alveolar, as laminas foram escaneadas pelo
Panoramic MIDI (3DHISTECH Itda, Budapest, Hungria). Utilizando o sotfware Pannoramic
Viewer (3DHISTECH lItda, Budapest, Hungria), as imagens foram rotacionadas afim de
deixar a raiz distal e a furca perpendiculares ao solo. Para medicéo da raiz distal, uma linha
horizontal foi tracada na altura da juncdo amelocementaria e a distancia existente entre a linha
horizontal e a crista dssea alveolar foi mensurada. Toda a extensdo da regido de furca foi
mensurada verticalmente, tendo como base a dentina da furca e a crista 0ssea alveolar viavel
da mesma regi&o. Areas de 0sso necrético ndo foram incluidas na mensuragio da perda 6ssea

alveolar.

Andlise estatistica

Os dados obtidos nas avaliagdes foram tabulados no programa Microsoft Office Excel
2013, importados para o software SPSS 13.0 (Statistical Package for the Social Sciences)
para Windows e submetidos ao teste de normalidade de Kolmogorov-Smirnov, apresentando
um valor de p<0,05. Foi realizada a andlise estatistica analitica utilizando o Teste t Student

para analise da microtomografia e da inflamacdo, e Mann-Whitney para a andlise
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histométrica. Os valores foram expressos como meédia e desvio-padrdo, considerando um

nivel de significancia de 95% (p<0,05).

RESULTADOS
Medicdes lineares na Micro-CT

Quando o é&cido zoledronico foi administrado previamente a inducdo da doenga
periodontal, ndo houve diferenca significante com relacdo a reabsorcdo 0ssea, independente
do tempo de evolucdo da doenca (p>0,05) (Tabela 1A e 1B). No entanto, quando a droga foi
administrada em animais com a doenca ja instalada, foi observada menor reabsorcdo 6ssea

alveolar associada a raiz distal (p<0,01) (Tabela 1C).

Histometria

A analise histométrica confirma os achados da micro-CT, com relacdo a diminuicdo da
reabsorcdo Ossea alveolar na raiz distal dos animais com a doenca periodontal ja instalada
(p=0,001). A mesma tendéncia de reabsorcdo dssea foi observada na regido de furca
(p<0,001) (Tabela 2C).

Houve também diminuicdo da reabsorcdo Ossea na raiz distal quando os animais
desenvolveram a doenca ap6s o uso da droga (p<0,001) (Tabela 2B). No entanto, quando a
inducdo da doenca se prolonga até 30 dias, o efeito da droga foi inverso, ou seja, aumentou a

reabsorcao 6ssea em todos os sitios estudados (p<0,005) (Tabela 2A).
Histologia

Quando o acido zoledrénico foi administrado previamente a inducdo da doenca
periodontal, houve um grau de inflamacéo da furca moderado nos animais tratados com a
droga e leve nos tratados com soro, no inicio da doenga periodontal induzida (15 dias)
(p=0,018) (Tabela 3B). No entanto, nos animais com 30 dias de doenca periodontal e
tratamento prévio, o grau de inflamacdo foi moderado no grupo tratado e o0 no controle
(p=0,733) (Tabela 3A).

Quando a inducéo da doenca periodontal ocorreu previamente ao tratamento, o grau de
inflamacéo foi leve para o grupo tratado e para o controle (p=0,0853) (Tabela 3C).

A osteonecrose esteve presente nos grupos tratados que receberam o acido zoledrdnico

previamente a inducdo da doenga periodontal, independentemente do tempo de tratamento,
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sendo 3 animais no grupo Zom/Lig30 e 1 no grupo Zom/Lig15. Entretanto, grupos controles
apresentaram o padrdo de 5 ostedcitos contiguos vazios, sendo eles o Con/Lig30 e o Lig/Con,

apresentando cada um apenas um animal com osteonecrose.

DISCUSSAO

O processo inflamatério na doenca periodontal ocorre devido as alteragbes na
composigdo da microbiota do biofilme na cavidade oral e na resposta imune do hospedeiro,
iniciando assim, o processo destrutivo do ligamento periodontal e reabsor¢do do osso alveolar
através de células clasticas (Byrne et al., 2009; Bale et al., 2016). O modelo experimental de
inducdo de doenca periodontal com ligadura de algoddo favorece o acumulo de biofilme,
induzindo um processo inflamatério local dependente ndo s6 da placa, como também da

resposta imune do hospedeiro™ (De Almeida et al., 2015).

Modelos experimentais foram utilizados para explicar a osteonecrose nos maxilares
induzida por bisfosfonatos, sendo possivel observar que esse efeito colateral ocorre na
presenca de trauma na cavidade oral e infeccdo, como cirurgias orais ou patologias, doenca
periodontal e periapical induzida (Aghaloo et al., 2011; Yamamoto-Silva et al., 2013; Kang et
al., 2013; Silva et al., 2015; Kolpakova et al., 2016). De forma semelhante ao reportado na
literatura, neste estudo foi utilizado um modelo experimental em ratos para avaliar o

comportamento do acido zoledrénico na progressdo da doenca periodontal.

A administracdo do &cido zoledrbnico previamente a inducdo da doenca periodontal
diminuiu a reabsorcdo Ossea alveolar nos animais com doenca recentemente estabelecida
(Zom/Lig15). Nesse momento, o grau de inflamacdo da doenca periodontal variou de
moderada no grupo tratado a leve no grupo controle. O mesmo ocorreu quando 0s animais
comecaram a receber a droga apos a doenga periodontal ja esta instalada (Lig/Zom). Porém,

nesse periodo do estudo, o grau de inflamacéo se apresentou leve no grupo tratado e controle.

A menor reabsorcdo 0ssea encontrada nesses grupos ocorreu provavelmente devido ao
poder anti-reabsortivo da droga, modulando a acdo osteoclastica e osteoblastica (Li et al.,
2016). AcOes dentro dessas células, como a inibicdo da enzima farnesil-difosfato-sintase na
via de sintese do colesterol, inibem consequentemente o recrutamento de osteoclastos
maduros e a diferenciacdo de osteoclastos imaturos (McClung, 2015). Isso resulta na perda da
capacidade reabsortiva dos osteoclastos ou até mesmo na antecipacdo da apoptose
(Dannemann et al., 2006).
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Pequenas quantidades desta droga também sdo absorvidas por células semelhantes, como:
macrofagos, osteoblastos e condroblastos (Roelofs et al., 2010). Viereck et al (2002)
forneceram evidéncias de que o acido zoledronio e pamidronato atuam também sobre os
osteoblastos aumentando a secrecdo de osteoprotegerina (OPG), um membro da superfamilia
de receptores do fator de necrose tumoral. Uma vez que a producdo de OPG esta aumentada
devido ao efeito da droga, efeitos estimuladores ocorrem sobre a diferenciacdo dos

osteoblastos, inibindo também a reabsor¢éo 0ssea.

Apesar da acdo anti-reabsortiva, este estudo mostrou que a droga néo interferiu nas
células inflamatorias. Isso porque o grau da inflamacao provocada pela periodontite progrediu
com o tempo, sem interferéncia da droga, nos sitios em que estava ocorrendo o acuimulo de
biofilme, quando a droga foi administrada previamente a inducdo da doenca periodontal. Da
mesma forma, a auséncia de interferéncia ocorreu quando a droga foi administrada ap6s a

doenca periodontal ja estar instalada.

Achados semelhantes ao grau da inflamacdo foram relatados por De Almeida et al.
(2015) em um modelo de periodontite induzida, semelhante ao utilizado pelo presente
trabalho, onde foi avaliada a acdo do alendronato como adjuvante ao tratamento periodontal
basico em periodontite induzida em ratos. Essa investigacdo relatou que tanto no grupo que
recebeu o alendronato topicamente associado a raspagem radicular, quanto no grupo controle,
o infiltrado inflamatério foi intenso em todo tecido conjuntivo da furca; com 15 dias ainda
existia infiltrado inflamat6rio, porém em menor volume; e, com 30 dias poucas células
inflamatdrias permeavam o tecido conjuntivo. Entretanto, os autores destacaram que 0 grupo
sob a acdo do alendronato apresentou sinais de menor reabsor¢do 6ssea com o progredir do

tempo.

A maior reabsorcdo dssea apresentada nos grupos controles sdo semelhantes aos achados
de Aghaloo et al. (2011). Assim como, o0 modelo de estudo e a concentracdo da droga
utilizados neste estudo. Entretanto, o tempo de administragdo da droga foi prolongado por 15
semanas e da inducdo da doenca periodontal permaneceu por mais tempo, 12 semanas, ndo
avaliando a doenca periodontal em outro tempo. Os autores encontraram maior reabsor¢ao no
0sso alveolar da distal do 1° molar, no grupo controle. Além disso, apontaram a presenca de

osteonecrose com formacao de sequestros 6sseos na regido onde recebeu a ligadura.

Do mesmo modo, Kang et al. (2013), ao desenvolver um modelo de osteonecrose

induzido por doenca periapical, em animais tratados com altas doses de zometa por oito
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semanas, obtiveram menor reabsor¢cdo na regido 6ssea periapical dos animais que receberam

zometa, nas analises microtomografica e histoldgica.

Os resultados também foram semelhantes aos relatados por Moreira et al. (2014),
entretanto, usando alendronato de sddio na progressdo da periodontite experimental em ratos.
Os animais tratados com o alendronato tiveram raros sinais de reabsorcdo apds 14 dias de
inducéo de doenga periodontal e tratamento com a droga. Além disso, o processo inflamatorio
ndo foi inibido com a administragdo da droga, sendo observado maior contaminagéo

bacteriana e presenca de osteonecrose com exposi¢do 6ssea com 21 dias de uso da ligadura.

Contudo, o resultado do presente estudo foi oposto quando a droga foi administrada
previamente a inducdo da doenca periodontal e progrediu por 30 dias (Zom/Lig30.) O grupo
tratado com a droga teve uma maior reabsorcdo em todos os sitios estudados. Este resultado
ocorreu provavelmente porque a osteonecrose esteve presente em mais animais do grupo
Zom/Lig30 e uma maior reabsor¢do esteve presente na furca do grupo Con/Lig3. Além disso,
a area de 0sso necratico ndo foi mensurado na histometria e ndo foi visto no corte coronal da
microtomografia, diminuindo a diferenca estatistica entre os grupos e divergindo o resultado

nas duas analises.

Apesar da menor reabsorcdo, 0s grupos tratados previamente a inducdo da periodontite
(Zom/Lig30 e Zom/Ligl5) apresentaram porcOes Osseas separadas do rebordo alveolar com
borda irregular na regido da furca sugerindo sequestro 6sseo nas imagens da microtomografia.
A anélise histoldgica confirmou a necrose na furca dos dois grupos. Achados imaginolégicos
como sequestro, formagdo Ossea periosteal e expansdo da crista alveolar sdo comuns em
pacientes com osteonecrose dos maxilares associados a bisfosfonatos (Bedogni et al., 2008).
Acredita-se que a fisiopatologia da osteonecrose esteja ligada a inibi¢do de remodelacdo dssea
por apoptose dos osteoclastos, presenca de inflamacdo ou de infeccdo, inibicdo da
angiogénese, toxicidade do tecido mole e a disfuncdo de imunidade nata ou adquirida

(Aghaloo et al., 2015), situacGes presentes na doenga periodontal.

Aghaloo et al. (2011) relataram a presenca da osteonecrose nos animais tratados com o
zometa. Radiograficamente, animais tratados com zometa e com veiculo apresentaram
osteonecrose, que foi caracterizada por fragmentos de bordas irregulares destacados do resto
do alvéolo circundante, caracterizando a formacdo de sequestro dsseo. Esse achado foi

confirmado na histologia, sendo a area de osteonecrose considerada como regido de 5
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ostedcitos vazios contiguos. No grupo tratado, a osteonecrose foi associada aos bisfosfonatos
e a do grupo controle, considerada infec¢do-induzida.

Bonnet et al. (2013), no entanto, estudando ratos com periodontite induzida pela
deficiéncia de periostina, usaram doses de zometa para tratamento de cancer metastatico e ndo
detectaram osteonecrose ao exame histoldgico. Ao exame clinico, os autores encontraram a
presenca de infiltrado inflamatério no periodonto dos grupos tratado e controle caracteristico
da inflamacao periodontal. O zometa diminuiu o nimero de ostedcito, porém o 0sso alveolar
ndo apresentou a caracteristica de cinco osteoplastos adjacentes. Os resultados divergentes
podem acontecer devido a variacdo dos modelos experimentais utilizados para investigar

osteonecrose e doenga periodontal (Li et al., 2016).

A osteonecrose dos animais dos grupos controle (Con/Lig30 e Lig/Com) pode ter
acontecido devido a deshudacdo Ossea da regido provocada pelo trauma da ligadura e
consequentemente morte celular dos osteécitos. Yamashita e colaboradores® (2011),
estudando reparo de feridas 6sseas no palato de animais tratados com &cido zoledrdnico
apontaram que pode ocorrer necrose nos animais tratados com zometa e com veiculo, sendo a
necrose no grupo controle considerada induzida pelo trauma na presenca de infeccéo,

comprometendo a vascularizagéo tecidual.

No presente trabalho, o &cido zoledrénico modulou a intensidade da reabsorcéo 0ssea da
doenga periodontal induzida em ratos. Entretanto, no grupo em que a osteonecrose dos
maxilares associada aos bisfosfonatos esteve presente, a reabsorcao 6ssea foi mais expressiva.
As caracteristicas histoldgicas e os achados da microtomografia computadorizada do presente
estudo confirmam que a associacdo de reabsorcdo Ossea, contaminacdo bacteriana e
inflamacédo favoreceu os sinais de osteonecrose. Dado que o &cido zoledrénico é largamente
utilizado em doencas com destruicdo da microestrutura 6ssea e que a doenca periodontal é
frequente na clinica odontoldgica, como citado anteriormente, o profissional de salde deve

prestar atencdo ao risco do desenvolvimento da osteonecrose.

Portanto, pode-se concluir que o &cido zoledronico diminui a reabsorcéo dssea alveolar
em periodontite induzida em ratos tratados com a droga a longo prazo, entretanto o grau de
inflamacdo independe do tempo em que a doenca periodontal esta presente. Além disso, o
acido zoledrénico apresenta-se como fator de risco para o desenvolvimento da osteonecrose

dos maxilares associados a bisfosfonatos na presenca de trauma tecidual e infecgéo.
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ANEXO - FIGURAS E TABELAS

Tabela 1. Média e desvio padrdo (DP) da reabsorcdo éssea na raiz distal e na furca na

microtomografia computadorizada

Zom/Lig30 Con/Lig30 p**
REGIAO Média £ DP Média + DP
A Furca 0,60 £0,20 0,75+ 0.57 0.522
Lingual (RD) 1,06 £ 0,16 1,25+0,23 0.090
Vestibular (RD) 1,14 £ 0,17 1,19+0,33 0.700
Valor médio (RD) 1,10+ 0,12 1,22 +0,22 0,21
Zom/Ligl5 Con/Ligl5 p**
Média + DP Média + DP
B Furca 0,28 £ 0,07 0,63+0,50 0,119
Lingual (RD) 0,95+0,83 1,05+0,28 0,399
Vestibular (RD) 0,90+0,14 0,82+£0,18 0.383
Va'(‘I;rDr;‘ed'o 0,93+ 0,1 0%’34 * 0,927
Lig/Zom Lig/Con p**
Média + DP Média + DP
C Furca 0,86 £ 0,77 0,91+1,06 0,933
Lingual (RD) 0,96 £0,12 1,23+0,64 0,001
Vestibular (RD) 0,89 £0,15 1,36 + 0,28 0,003
Valor médio (RD) 0,91+0,12 1,30+0,6 < 0,001

RD- Raiz distal; Valor Médio — Média de reabsorcao da raiz distal

Valores em mm
(**) Teste t Student

Tabela 2. Média e desvio padrdo (DP) da reabsorcdo Ossea na raiz distal e na furca na

histometria
Grupos
Varidveis  Zom/Lig30 Con/Lig30 p-valor
R MeédiazDp M0
Furca 162,(?86; 062,3???; 0,046 **

Grupos



Variaveis Zom/Ligl5

Con/Ligl5 p-valor

- Média +
B Média + DP DP
O.A raiz 0,323+ 0,608+ <0,001
distal 0,143 0,301 *
0,429 + 0,492 +
Furca 0,157 0,337 0,516 **
Grupos
Variaveis Lig/Zom Lig/Con  p-valor
- Média +
c Média + DP DP
O.A raiz 0,408 + 0,589 +
distal 0,058 0159 2001~
0,363 + 0,798+ <0,001
Furca 0,179 0,215 «

O.A — Osso alveolar
Valores em mm

(*) Teste t Student (**) Teste de Mann-

Whitney
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Tabela 3. Média e desvio padrdo (DP) do grau de inflamacéo na regido da furca na histologia

Grupos
Zom/Lig30 Con/Lig30
REGIAO p
Média + Média + DP
DP
A furca 3,6 +0,89 3,4+0,89 0,733
Zom/Ligl5 Con/Ligl5
Média + Média + DP
DP
B furca 3,0+0,81 2,0+0,01 0,018
Lig/Zom Lig/Com
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Média = DP
Média
DP
C furca 2,4 +0,55 25+1,0 0,853

Valores em mm
Teste t Student

B |

Figura 1. Reconstrucdes axial (A), sagital (B) e coronal (C) da area de interesse. Corte coronal
utilizado para medicdo (D) tracando duas linhas horizontais (linhas brancas) na altura da
juncdo amelo-cementaria e na por¢ao mais alta crista dssea alveolar. Mensuracdo da distancia

entre as linhas horizontais (linha amarela).
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Figura 2. Cortes da microCT (sagital). Zom/Lig30 (A), Con/Lig30 (B), Zom/Ligl5 (C),
Con/Ligl5 (D), Lig/Zom (E), Lig/Con (F). Reabsorcdo alveolar na furca (seta amarela),
sequestro 6sseo (seta vermelha).
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Figura 3. Cortes histolégicos da inflamacdo na doenca periodontal induzida. Grupos
Zom/Lig30 (A), Zom/Ligl15 (C), Con/Lig30 (B), Con/Lig15 (D), Lig/Zom (E) e Lig/Con (F).
Aumento de 2x. Infiltrado inflamatério leve (seta vermelha), infiltrado inflamat6rio moderado
(seta amarela), osteonecrose com formacdo de sequestro 6sseo (seta verde) e 0sso viavel (seta

preta).
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Figura 4. Osteonecrose nos grupos Zom/Lig30 (A e B) e Zom/Ligl5 (C e D). Aumento de
10x (A, C) e de 5x (B, D). Osteonecrose com formacdo de sequestro 6sseo (seta vermelha),

0ss0 necrotico (seta verde), infiltrado inflamatério (seta amarela) e perda de ostedcitos

confluentes (40x).
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Figura 5. Osteonecrose nos grupos Con/Lig30 (E e F) e Lig/Con (G e H). Aumento de 10x (E,
G) e de 5x (F, H). Osteonecrose com formacao de sequestro 6sseo (seta vermelha), infiltrado

inflamatorio (seta amarela) e perda de ostedcitos confluentes (40x).
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6 CONCLUSAO

Pode-se concluir que o acido zoledrbnico diminui a reabsorgdo ¢ssea alveolar em
periodontite induzida em ratos tratados com a droga a longo prazo, entretanto o grau de
inflamacdo independe do tempo em que a doenca periodontal esta presente. Além disso, 0
acido zoledrénico apresenta-se como fator de risco para o desenvolvimento da osteonecrose

dos maxilares associados a bisfosfonatos na presenca de trauma tecidual e infeccéo.
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Submissions to the Journal of Periodontology should be limited to one of the categories
defined below. Specific information regarding length and format is provided for each

category. Please also refer to the instructions provided under General Format and Style.

All manuscripts will be reviewed by the Editors for novelty, potential to extend
knowledge, and relevance to clinicians and researchers in the field. Some manuscripts
will be returned without review, based on the Editors’ judgment of the appropriateness of

the manuscript for the Journal of Periodontology .

ORIGINAL ARTICLES

These are papers that report significant clinical or basic research on the pathogenesis,
diagnosis, and treatment of the different forms of periodontal disease. Papers dealing

with design, testing, and other features of dental implants are also included.

Format

Original articles must be limited to 4,000 words (excluding the abstract, references, and
figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total
combined number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are

acceptable.

Abstract
All original articles should be submitted with a structured abstract, consisting of no more

than 250 words and the following four paragraphs:

e Background: Describes the problem being addressed.

e Methods: Describes how the study was performed.

e Results: Describes the primary results.

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

notes their clinical implications.

Introduction
The Introduction contains a concise review of the subject area and the rationale for the
study. More detailed comparisons to previous work and conclusions of the study should

appear in the Discussion section.

Materials and Methods


http://www.joponline.org/page/JOPInstructions#Format
http://www.joponline.org/page/JOPInstructions#Style
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This section lists the methods used in the study in sufficient detail so that other
investigators would be able to reproduce the research. When established methods are
used, the author need only refer to previously published reports; however, the authors
should provide brief descriptions of methods that are not well known or that have been
modified. Identify all drugs and chemicals used, including both generic and, if necessary,
proprietary names and doses. The populations for research involving humans should be

clearly defined and enrollment dates provided.

Results
Results should be presented in a logical sequence with reference to tables, figures, and

supplemental material as appropriate.

Discussion

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

may be included when appropriate.

Publication of Accepted Original Articles

Please note that accepted manuscripts which are classified by the Editors as "Discovery
Science” will be placed on an accelerated schedule for online-only publication.

See Online-Only Publication below.

REVIEW ARTICLES

These are focused reviews of basic and clinical science related to periodontics and
implant dentistry. These reviews should be concise and address an important and timely
clinical question. Authors should discuss clinical relevance and the impact on future
understanding and practice. The review should be based on a critical assessment of the
literature and should use the format and methods of a "systematic review." Detailed
descriptions of the systematic review methodology are available in the Cochrane

Handbook for Systematic Reviews of Interventions.! There are many excellent published

examples of systematic reviews, including "Periodontal Disease and Coronary Heart

Disease Incidence: A Systematic Review and Meta-Analysis" by Humphrey et al.?


http://www.joponline.org/page/JOPInstructions#Online-only
http://www.cochrane-handbook.org/
http://www.cochrane-handbook.org/
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Authors of systematic reviews that include a meta-analysis should refer to the
QUOROM statement.? Authors of systematic reviews without meta-analysis should refer

to the papers by Cook et al.* and Mulrow et al.®

1. Higgins JPT, Green S. Cochrane Handbook for Systematic Reviews of
Interventions [serial on the Internet]. September 2008; version 5.0.1. Available

at: www.cochrane-handbook.org.

2. Humphrey L, Fu R, Buckley D, Freeman M, Helfand M. Periodontal disease and
coronary heart disease incidence: A systematic review and meta-analysis. J Gen
Intern Med 2008;23:2079-2086.

3. Moher D, Cook D, Eastwood S, Olkin I, Rennie D, Stroup D. Improving the quality
of reports of meta-analyses of randomized controlled trials: The QUOROM
statement. Lancet 1999;354:1896-1900.

4. Cook D, Mulrow C, Haynes R. Systematic reviews: Synthesis of best evidence for
clinical decisions. Ann Intern Med 1997;126:376-380.

5. Mulrow C, Langhorne P, Grimshaw J. Integrating heterogeneous pieces of

evidence in systematic reviews. Ann Intern Med 1997;127:989-995.

Format

The abstract should summarize the main conclusions of the review in 350 words or less.
Systematic review articles should: define a clear and clinically relevant research
question; retrieve and describe the limitations of previously published reviews on this
topic; and justify the need for a systematic review. The review should then define the
search strategy used to identify primary articles; describe the methods used to select
primary studies; specify inclusion and exclusion criteria (criteria for selecting primary
studies should be based on population studied, intervention or exposure, study
outcomes, and study methodology); perform a blinded assessment of the quality of the
selected articles; describe the reliability of this process in terms of agreement between
two evaluators; account for all studies identified by the search and justify exclusions;
state their conclusions; compare their conclusions to the literature and current standard

of care; outline the limitations of the review; and suggest areas for future research.

Papers should be balanced, literature-based reviews that are concise (2,000 to 3,000
words) with about 100 key references. Tables and figures should be limited to those
essential to convey the results of the review, and the total combined number of figures
and tables should not exceed six. Since critical reviews require selection of reports and
interpretation of data, authors should disclose financial interest in the companies making

products or providing services described in the review.


http://www.joponline.org/page/www.cochrane-handbook.org
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COMMENTARIES

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

highly focused.

Introduction
This section should clearly state the clinical question or issues to be discussed and

document their importance and timeliness.

Body

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

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

in addressing the controversy.

Acknowledgment(s)
Since these papers allow authors to express their opinions on a subject, it is extremely
important that authors disclose any and all affiliations, financial position, or any other

information that constitutes a real or perceived conflict of interest.

CASE SERIES

The Journal of Periodontology no longer publishes Case Reports. Authors are
encouraged to submit Case Reports to Clinical Advances in
Periodontics. The Journal of Periodontology publishes selected Case Series that describe
unusual case presentations, complex diagnoses, and novel approaches to treatment
within the scope of practice of periodontology. These Case Series provide valuable
information for clinicians and teachers in the field.

Case Series report a sufficient number of consecutive or randomized cases to make a
persuasive argument for or against the procedure, technique, or concept under

discussion. Cases should be relatively homogeneous so that a systematic evaluation of
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one type of disease, lesion, or condition is made for the procedure under consideration.
Also, treatment and documentation should be consistent and standardized for all cases.
It is recognized that definitive evidence for the safety and efficacy of any procedure,
drug, or device comes primarily from well-designed, randomized, controlled trials.
However, well-executed Case Series may lead to hypotheses about the usefulness of new
and innovative procedures, drugs, or devices and may therefore be of value to the
progress of clinical science.

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

(available at: www.icmje.org) and are interpreted in the instructions to authors of all

peer-reviewed biomedical journals, including the Journal of Periodontology.
Due to the changing ethical and legal environment around the use of patient
information, the editorial team has received multiple questions about the need for
subject consent from patients described in Case Series submitted for publication.
The following applies to most Case Series. It should be noted that the Editors will
determine whether specific Case Series require additional approvals beyond what is

described below.

Requirement for Ethics Board Approval

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

clinical research.

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

knowledge.")

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

reported in a table format.
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Example 2: Authors collect series of private practice implant cases in patients who
have or have not been taking bisphosphonates. The sample size is sufficient for data

analysis, and authors analyze and report the incidence of complications.

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

ethical approval.

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

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

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

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

identifiers unless they have explicitly approved the manuscript.

Format

Case Series must be limited to 2,000 to 3,000 words (excluding the abstract, references,
and figure legends). The reference list should not exceed 50 references, and the total
combined number of figures and tables must be six or fewer. Multi-panel figures are

acceptable.

Abstract
Case Series should be submitted with a structured abstract, consisting of no more than

250 words and the following four paragraphs:

e Background: Describes the clinical situation being discussed.
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e Methods: Describes the clinical procedures (surgical and non-surgical) performed.
e Results: Describes the clinical results.
e Conclusion(s): Reports what authors have concluded, specifically clinical

implications in practice situations.

Introduction

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

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

encouraged.

Discussion
This should include findings, put into perspective with respect to the field and literature.
Unique arguments and new information gained should be summarized. Consideration of

the clinical significance of the cases should be emphasized in all sections.

GUEST EDITORIALS

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

on other items of interest to the readership.

LETTERS TO THE EDITOR
Letters may comment on articles published in the Journal and should offer constructive
criticism. If a letter comments on a published article, the author(s) will be provided 30

days to respond to the observations.

Letters to the Editor may also address any aspect of the profession, including
education and training, new modes of practice, and concepts of disease and its
management.

Letters should be brief (<1,000 words), focused on one or a few specific points or
concerns, and can be signed by no more than five individuals.

Citations should be handled as standard references.
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GENERAL FORMAT

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

appear in the following order:

e Title Page

e Abstract (or Introduction) and Key Words
o Text

e Footnotes

e Acknowledgment(s)

e References

e Figure Legends

e Tables

Figures should not be embedded in the manuscript. Please see the Journal of

Periodontology Digital Art Guidelines for more information on submitting figures.

Authors should retain a copy of their manuscript for their own records.

TITLE PAGE

The title page should contain:

1. a concise but informative title;

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

3. disclaimers, if any;

4. the name and address (including fax number and e-mail) of the author
responsible for correspondence (please indicate whether fax number and e-mail
can be published);
word count and number of figures, tables, and references in the manuscript;

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

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

KEY WORDS

A maximum of six key words or short phrases, drawn from MeSH documentation, to

facilitate indexing should be listed below the abstract.
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ACKNOWLEDGMENT(S) AND CONFLICTS OF INTEREST

Acknowledgment(s)

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

for the study, and defines the commercial relationships of each author.

Conflicts of Interest

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

perceived conflict of interest.

Authors are required to submit:

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

2. A conflict of interest and financial disclosure form for each author. A link to this

electronic form will be e-mailed to each author after manuscript submission.

Conflict of interest information will not be used as a basis for suitability of the manuscript

for publication.
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Example of Conflict of Interest Statement
This study was supported by a grant from the Acme Implant Corporation, Seoul, Korea.
Dr. Lee is on the scientific advisory board for Acmme Implant Corporation and gives
lectures sponsored by the company. Dr. Smith is a consultant and shareholder of the
Brownstone Implant Corporation, Boston, Massachusetts. Dr. Wang is employed full-time
as chief technical officer of the Acme Implant Corporation. Drs. Able, Kim, and Bruce

report no conflicts of interest related to this study.

REFERENCES

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

All references are identified, whether they appear in the text, tables, or legends, by
Arabic numbers in superscript. Journal title abbreviations should be those used by the
U.S. National Library of Medicine. If you are uncertain about the correct abbreviation for

a journal title, please search for the journal at http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nImcatalog.

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

style.

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

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

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

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

Books and Other Monographs

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

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

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

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

Electronic Citations
Note: DOIs are preferred for journal articles. If a DOI is not available, please

provide a URL and access date.

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

10. Ahead of print. McGuire MK, Scheyer ET, Nevins M, et al. Living cellular construct
for increasing the width of keratinized gingiva. Results from a randomized, within-
patient, controlled trial [published online ahead of print March 29, 2011].J
Periodontol; doi:10.1902/jop.2011.100671.
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11.Web sites. Centers for Disease Control and Prevention. Periodontal Disease.
Available at: http://www.cdc.gov/OralHealth/topics/periodontal disease.htm.
Accessed September 29, 2010.

TABLES

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

created with Word's table utility or when inserted into Word from Excel.

FIGURES

Please see the Journal of Periodontology Digital Art Guidelines for detailed instructions on

submitting high-quality images.

Figure Legends
Legends should be typed double-spaced with Arabic numbers corresponding to the figure.
When arrows, symbols, numbers, or letters are used, explain each clearly in the legend;
also explain internal scale, original magnification, and method of staining as appropriate.
Panel labels should be in capital letters. Legends should not appear on the same page as

the actual figures.

FOOTNOTES

Footnotes should be used only to identify author affiliations; to explain symbols in tables
and illustrations; and to identify manufacturers of equipment, medications, materials,
and devices. Use the following symbols in the sequence shown: *, t, %, §, I, §, #, **,
1, etc.

SUPPLEMENTARY MATERIAL

The Journal of Periodontology includes supplementary material in the online Journal

(www.joponline.org). All supplemental material should be called out in the text.

Supplementary Figures and Tables
Journal of Periodontology articles are limited to a combined total of six figures and tables

in the print publication. Any additional figures and tables should be submitted as
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supplementary files. Each supplementary figure or table should be submitted as a
separate file. Please follow the guidelines regarding resolution, format, etc. for printed

figures (see Digital Art Guidelines) and tables (see above) when preparing supplementary

figures and tables. In summary, each figure, table, or multimedia file should be uploaded
separately and the file names should clearly identify the file (i.e,,
SupplementaryFigurel.tif, SupplementaryTablel.xls, etc.). If file size limitations prevent

you from uploading your supplemental material, please e-mail jerry@perio.org.

Supplementary Videos
The Journal of Periodontology publishes short videos to supplement a paper when
appropriate. Most standard video formats are accepted. Videos should be edited to
remove extraneous material. Authors should adhere to OSHA regulations when preparing

their videos. Please e-mail bethanne@perio.org for information on how to submit videos.

If your video is accepted for publication, all authors will need to submit a video copyright

form. This form can be found on ScholarOne Manuscripts in the upper right-hand corner

under "Instructions & Forms."

STYLE

Please follow the guidelines below when preparing a manuscript:

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

e Do not italicize common Latin terms such as in vitro, in vivo, e.g., ori.e.

e Use a block style; do not tabulate or indent material.

e Refer to the newest edition of the Glossary of Periodontal Terms published by the

American Academy of Periodontology for preferred terminology.
e Authors are encouraged to use the disease classification as outlined in the Annals

of Periodontology, volume 4 (1999 International Workshop for a Classification of

Periodontal Diseases and Conditions).

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

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

e Statistical methods should be described such that a knowledgeable reader with

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

appropriate.

AUTHORSHIP

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

Once the Journal has received a manuscript, any changes in authorship must be
faxed to the editorial office at 312/573-3225 (attn: Jerry Eberle, Editorial Specialist) or e-

mailed to jerry@perio.org and must contain the signature of the author who has been

added or removed from the paper. Authors who are added must submit a conflict of

interest and financial disclosure form (see below).

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

Submitting authors are able to create accounts for co-authors.

CLINICAL TRIALS

If your manuscript is reporting a randomized clinical trial, you are required to submit

a CONSORT checklist with  your manuscript. More information can be found

at www.consort-statement.org.

All clinical trials must be registered prior to submission to the Journal of

Periodontology at one of the registration sites listed below. The registration number and
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date of registration should be included in the Materials and Methods section. Starting
January 1, 2016, all clinical trials must be registered prior to initiation (i.e.,

recruitment) of the trial. Please see http://www.clinicaltrials.gov/ct2/about-

studies/learn#Whatls for more information regarding clinical trials.

U.S. National Institutes of Health Clinical Trials Registry - http://www.clinicaltrials.gov

e EU Clinical Trials Register - https://www.clinicaltrialsregister.eu

e WHO International Clinical Trials Registry Platform - http://www.who.int/ictrp/en

ANIMAL AND HUMAN TRIALS

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

For research involving the use of animals, it is necessary to indicate that the protocol
was approved by the author’s institutional experimentation committee or was in
accordance with guidelines approved by the Council of the American Psychological

Society (1980) for the use of animal experiments.

PRODUCT IDENTIFICATION

Use of brand names within the title or text is not acceptable, unless essential when the
paper is comparing two or more products. When identification of a product is needed or
helpful to explain the procedure or trial being discussed, a generic term should be used

and the brand name, manufacturer, and location (city/state/country) cited as a footnote.

REVISED MANUSCRIPTS

Revised manuscripts should be submitted online at ScholarOne Manuscripts by the same

author who submitted the original manuscript. Authors have 30 days to submit a
revision. Revisions should adhere to the same requirements as original submissions.
Additionally:

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

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

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

4. Figures and tables should be resubmitted with revised manuscripts, even if they

were not revised.

REVIEW PROCESS

Peer Review

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

Revised manuscripts are due within 30 days of receipt of the Editor's communication.

Checking the Status of a Manuscript

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

will be mailed.

MANUSCRIPT ACCEPTANCE

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

Once all forms are received by the editorial office, an unedited version of the
accepted manuscript will appear online ahead of print

at http://www.joponline.org/toc/jop/0/0. Once a manuscript is online ahead of print, it is

fully citable based on the Digital Object Identifier (DOI) assigned to the manuscript.
Manuscripts will be copyedited, published online, and printed (unless online-only) in an
issue of the Journal approximately 4 to 5 months after acceptance. Authors will be

notified about a final publication date by the Editorial Office.

Reprints

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

are also available.

Online-Only Publication

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

application.

Funding Agency Requirements

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

requirements.



