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RESUMO

A doenca periodontal (DP) pode ser caracterizada como uma doenca
inflamatoria crénica na qual ha destruicdo dos tecidos de suporte do dente. Em
sua patogénese, a presenca de um biofilme desencadeia uma resposta imuno-
inflamatdria local, com a producéo de mediadores pro-inflamatorios e ativacdo
celular, consequentemente reabsorcao 0ssea e degradacao do colageno. Sobre
a terapéutica da DP, constantes estudos académicos tém sido realizados na
busca por alternativas de tratamento. Neste contexto, o ranelato de estroncio
(RE), farmaco atualmente empregado na terapéutica da osteoporose, representa
um alvo de estudo, uma vez que possui propriedades bioldgicas sobre o tecido
0sseo, tais como diminuicao efetiva da reabsor¢cdo e aumento da neoformacédo
O0ssea. Assim, o0 objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito do RE sobre a perda
0ssea alveolar induzida pelo método da ligadura em ratos. Em acréscimo, o perfil
de seguranca cardiovascular do RE foi assegurado pela avaliacdo da pressao
arterial, frequéncia cardiaca e reatividade vascular. Para estas finalidades, 30
ratos (Wistar / 200 - 300g) foram divididos em trés grupos (n=10 animais/grupo):
G1) Grupo Controle — Sem ligadura / Sem tratamento (placebo, NaCl 0,9%, via
gavagem); G2) Grupo Ligadura — Com ligadura / Sem tratamento (placebo, NaCl
0,9%, via gavagem); G3) Grupo Ligadura + Ranelato de Estroncio - Com ligadura
/ Com tratamento (RE, 625mg/kg/dia, via gavagem). A perda 0ssea alveolar foi
induzida pelo método da ligadura e o tempo experimental foi de 15 dias. Ap6s
este periodo, os animais foram submetidos a: (1) Quantificacdo morfométrica da
perda Ossea alveolar; (2) Mensuracao histolégica (picrosirius) de colageno
tecidual; (3) Dosagem sérica de Fosfatase alcalina total e éssea e (4) Avaliacéo
de parametros cardiovasculares (Pressdo arterial, frequéncia cardiaca e
reatividade vascular). A andlise estatistica foi realizada pela comparacao das
médias entre os grupos por meio do teste paramétrico de ANOVA, seguido de
post hoc Tukey. O nivel de significancia foi de 5%. No grupo em gque 0s animais
receberam tratamento de RE (G3) houve uma diminuigcéo significativa da perda
Ossea alveolar, acompanhada de uma preservacao das fibras de colageno do
periodonto. Em acréscimo, os niveis de fosfatase alcalina total e dssea
apresentaram-se elevados no grupo G3. Nao foram observadas alteracdes nos
pardmetros cardiovasculares avaliados. Embora estudos adicionais sejam
necessarios, o resultados demonstram que o ranelato de estroncio representa
um farmaco eficaz e portanto promissor na terapéutica da DP, reduzindo a perda
0ssea alveolar e degradacgéo do colageno tecidual.

Palavras-chave: Doenca periodontal, periodontite, ranelato de estréncio.



ABSTRACT

Periodontal disease (PD) can be characterized as a chronic inflammatory disease
in which there is destruction of the supporting tissues of the tooth. In its
pathogenesis, the presence of a biofilm triggers a local immune-inflammatory
response, with the production of pro-inflammatory mediators and cellular
activation; consequently bone reabsorption and collagen degradation. Regarding
the therapy of PD constant academic studies have been conducted in the search
for alternative treatment. In this context, strontium ranelate (SR), drug currently
used in the treatment of osteoporosis, represents a study target since it has
biological properties on the bone tissue, such as effective reduction of
reabsorption and increase of bone neoformation. Thus, the objective of this study
was to evaluate the effect of SR on alveolar bone loss induced by the ligation
method in rats. In addition, the cardiovascular safety profile of SE was ensured
by the evaluation of blood pressure, heart rate and vascular reactivity. For these
purposes, 30 rats (Wistar / 200-300g) were divided into three groups (n = 10
animals / group): G1) Control Group - No ligature / No treatment (placebo, 0.9%
NaCl, via gavage); G2) Ligature group - With ligature / No treatment (placebo,
0.9% NacCl, via gavage); G3) Group Ligature + Strontium Ranelate - With ligation
/ With treatment (RE, 625mg / kg / day, via gavage). Alveolar bone loss was
induced by the ligature method and the experimental time was 15 days. After this
period, the animals were submitted to: (1) Morphometric quantification of alveolar
bone loss; (2) Histological measurement (picrosirius) of tissue collagen; (3) Total
alkaline phosphatase serum dosage and (4) Evaluation of cardiovascular
parameters (blood pressure, heart rate and vascular reactivity). Comparing the
means between groups using the parametric ANOVA test, followed by Tukey post
hoc, performed statistical analysis. The level of significance was 5%. In the group
in which the animals received SE treatment (G3) there was a significant decrease
in alveolar bone loss, accompanied by a preservation of the periodontal collagen
fibers. In addition, the alkaline phosphatase total levels were elevated in the G3
group. No changes were observed in the cardiovascular parameters evaluated.
Although, additional studies are required, the results demonstrate that strontium
ranelate represents an effective and therefore promising drug in PD therapy,
reducing alveolar bone loss and tissue collagen degradation.

Key words: Periodontal disease, periodontitis, strontium ranelate.
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1. INTRODUCAO

As doencas orais sdo um dos principais problemas de salude mundial
(BENATTI et al., 2012). Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) as
enfermidades buco-dentais mais freqlentes sdo: céarie dentaria, doencas
periodontais, cancer bucal, lesbes congénitas e traumatismos fisicos (BRASIL,
2001).

O impacto das doencas bucais € uma consideracdo importante quando
se trata de economia, cerca de 10% das despesas de saude publica nos paises
desenvolvidos estdo relacionadas a assisténcia odontolégica curativa (BENATTI
et al.,, 2012). O tratamento da DP basico dito “convencional”’, visando o
debridamento mecanico periodontal para um controle do biofilme sub e
supragengival, demonstra bons resultados na maioria dos casos. Porém em
algumas situacgdes, devido a forma agressiva da doenga ou a nao responsividade
do paciente, a terapia ndo alcanca éxito. Considerando que na patogénese da
DP pode ocorrer uma resposta imuno-inflamatoria exacerbada, atualmente
considera-se o uso de coadjuvantes terapéuticos denominados de ‘Moduladores
da Resposta Imuno-inflamatéria do Hospedeiro (MRH)” nos casos em que o
tratamento convencional ndo obtém um resultado clinico satisfatorio (COSTA et
al, 2009).

Os MRHs auxiliam a terapéutica da DP por atuarem em vias
imunoinflamatérias ativadas durante a progressado da doenca. Atualmente, o
anico MRH aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) para uso na DP
€ a doxiciclina em doses subantimicrobiana (20mg/2x dia). Porém, apesar de um
excelente resultado como inibidor de metaloproteinase de matriz (MMPS)
reduzindo os efeitos da inflamacéo e destruicéo tecidual, seu uso tem sido alvo
de criticas por alguns autores, uma vez que pode estar relacionado ao processo
de resisténcia bacteriana (LEE et al., 2004). Neste sentido, outros farmacos se
tornaram alvos de estudo para esta finalidade, incluindo os anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES), que apesar de seu resultado eficaz sobre a COX causaram
distarbios gastrointestinais e hipersensibilidade (DROUGANIS; HIRSCH, 2001)

e os bifosfonatos (BF), que agem inibindo dos osteoclastos, diminuindo assim a
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reabsorcdo 6ssea, porém casos de osteonecrose foram associados ao seu uso
(BARBA-RECREO et al., 2014).

Devido as tentativas ndo bem sucedidas desses farmacos no tratamento
da DP, ha uma continua busca por um farmaco inovador. Atualmente uma nova
droga tem sido promissora no tratamento de mulheres com osteoporose, trata-
se do RE. Este medicamento parece promover duplo efeito sobre a remodelacao
0ssea, simultaneamente diminuindo a reabsor¢cdo e aumentando a formacao
(OLIVEIRA et al., 2012). Li e colaboradores (2012) demonstraram em um estudo
com implantes de titanio em ratas, em que foi administrado 625mg/kg/dia, o que
levou a uma concentracdo de estroncio no sangue correspondente a dose clinica
de 2 g / dia, e essa mesma dose apresentou melhoras na microarquitetura ao

redor dos implantes.

Embora o mecanismo de acdo do RE ndo esteja completamente
compreendido, autores sugerem que este farmaco pode atuar aumentando a
replicacdo de células osteoprogenitoras, consequentemente 0s osteoblastos
(FROMIGUE et al., 2009), inibindo a atividade dos osteoclastos (BUEHLER et
al., 2001) e favorecendo sua apoptose (NARDONE; D’ASTA; BRANDI, 2014).
Também parece atuar inibindo a secrecdo de citocinas proé-inflamatérias (DE
MELO NUNES et al., 2015; Ll et al., 2012).

A osteoporose e a periodontite sdo condicdes frequentes que afetam a
massa Ossea e compartiiham fatores de risco, sendo a osteoporose
caracterizada pela reducdo da massa 0ssea e destruicdo da microarquitetura
0ssea e a periodontite uma inflamacao em resposta a um biofilme e sua evolucéo
pode ocasionar a perda 6ssea alveolar (PENONI et al., 2016). Vérios estudos
clinicos associando a osteoporose pés-menopausa e a periodontite tem
encontrado correlacdo positiva em seu mecanismo de reabsorcdo (WANG;
MCCAULEY, 2016).

Considerando que o mecanismo biolégico de destruicdo Ossea
apresentada na DP se assimila ao da osteoporose, torna-se plausivel a hipotese
gue o RE poderia ser uma alternativa para a terapéutica da DP. Por esse motivo
0 presente estudo objetivou avaliar a resposta terapéutica do ranelato de

estroncio em ratos Wistar que apresentaram o quadro patolégico de perda 6éssea
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alveolar induzida. Em acréscimo, objetivou-se avaliar o perfil de seguranca

cardiovascular do RE.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Definicao

A DP de maneira geral se desenvolve a partir da presenca de
microrganismos na area subgengival formando um biofilme bacteriano,
desencadeando uma reacéao local imuno-inflamatéria no hospedeiro. A evolucéo
da doenca pode levar a destruicdo do tecido gengival, ligamento periodontal e
osso alveolar (PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

A DP pode ser classificada de duas maneiras mediante ao grau de
acometimento. A gengivite, caracterizada por uma inflamacédo aguda, onde o
epitélio gengival encontra-se edemaciado e apresentando sangramento apos o
exame de sondagem, e a periodontite caracterizada pela forma crbnica da
doenca se mostrando mais agressiva, pois devido a permanéncia do biofilme
bacteriano e a resposta inflamatoria continua do hospedeiro, pode levar a perda
de insercéo pela destruicdo do tecido conjuntivo e reabsor¢céo do osso alveolar
(ALMEIDA et al., 2006)

2.2. Patogenia da DP

A saude bucal é considerada um estado de equilibrio onde
microrganismos potencialmente patogénicos que coexistem com o ambiente
bucal do hospedeiro sem causar nenhum dano para ambos envolvidos (KINANE,
2001). Estudos ja mostraram que mais de 500 espécies aerdbicas e anaerdbicas
estdo envolvidas nesse processo, sendo as principais: Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia, Treponema denticola e Aggregatibacter
actinomycentmcomitans (PIHLSTROM; MICHALOWICZ; JOHNSON, 2005).

Em resposta a esse acumulo de microrganismos inicia-se um processo
inflamatdrio no local. Com a liberacdo de Lipopolissacarideos (LPS) presentes

nas paredes das bactérias, moléculas de adeséao celular especificas como por
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exemplo a ICAM-1 no epitélio juncional auxiliam os movimentos dos neutrofilos
para o sulco gengival, com o aumento da permeabilidade entre as células do
epitélio além da entrada de neutrofilos ocorre também a entrada de macréfagos
e linfocitos, seguidos pela formacdo de mediadores pro-inflamatorios (EX.
prostaglandina E2 — PGE2), da liberag&o de citocinas (EX. IL-1beta, TNF-alfa, IL-
6) e ativacdo enzimatica (Ex. Metaloproteinase de Matriz — MMPs). As MMPs
sdo secretadas por uma variedade de células (neutréfilos, macréfagos,
fibroblastos, células endoteliais, osteoblastos e osteoclastos) encontradas no
periodonto. Essas enzimas sdo responsaveis pela destruicdo de matriz
extracelular tecidual, com destaque ao coladgeno. A medida que a inflamacgéao
prossegue 0 processo imunoldgico € iniciado ou reativado (ROY C. PAGE,
1998). Os macroéfagos e linfécitos T presentes no processo inflamatorio estdo
diretamente envolvidos com a reabsor¢cdo Ossea, pois além expressarem
mediadores de citocinas pré-inflamatorias também expressam RankL,
responsaveis pela diferenciacdo e ativacdo de osteoclastos (RODRIGUES;
PALIOTO, 2009). Figura 1

Adicionalmente, a medida que as camadas epiteliais vdo sendo
destruidas ocorre um novo crescimento epitelial em uma area mais apical
juntamente com a formacao de uma bolsa. Com a extensao da area contendo
infiltrado inflamatério, havera uma maior quantidade de células produzindo

citocinas e enzimas com consequente aumento na reabsorcao 6ssea.
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Figura 1: Patogénese da doenca periodontal (GUPTA; GOVILA; SAINI, 2015)

2.3. Remodelacao 0ssea na doenca periodontal

Em condi¢bes fisiolégicas normais ocorre um equilibrio entre a
reabsorcéo e a formacéo 0ssea, 0 que promove uma homeostase, incluindo a
integridade da arquitetura 6ssea. Em certas condi¢cOes 0sseas inflamatorias este
equilibrio € quebrado, podendo ocorrer um aumento predominante da formagéo
como na osteopetrose ou um aumento da reabsor¢do como a osteoporose e
periodontite (COCHRAN, 2008).
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Um grande avanco na compreensdo da reabsorcdo Ossea foi a
identificacéo de citocinas envolvidas diretamente na diferenciacéo e ativacao de
osteoclastos, denominado sistema RANKL-RANK-OPG (Proteina ativadora de
NF-kB, Receptor ativador de NF-kB e Osteoprotegerina) (KAJIYA et al., 2010).

RANK pertencente a familia do TNF, € um receptor de membrana,
expresso em células da linhagem dos mondcitos e macréfagos incluindo os

precursores dos osteoclastos, linfécitos B e T e fibroblastos (COCHRAN, 2008).

RANKL também pertencente a familia do TNF é uma proteina importante
e necessaria para a osteoclastogénese, produzida por fibroblastos (gengivais,
do ligamento periodontal e sinoviais), osteoblastos e linfocitos T. Este €
considerado como a chave reguladora da osteoclastogénese, pois a ligacao do
RANKL com RANK presentes nas células precursoras do osteoclastos leva a
diferenciacdo destes em osteoclastos, por meio da fusdo entre elas, gerando
células multinucleadas (WILLIAM J. BOYLE, W. SCOOT SIMONET, 2003)
Figura 2.

OPG, proteina soluvel expressa por osteoblastos e células do estroma
0sseo, funciona como receptor e tem propriedades antagbnicas ao RANKL
atuando como um regulador negativo da osteoclastogénese, como um falso
receptor para RANKL impedindo deste modo a ativagdo e diferenciacédo de
osteoclastos. (WILLIAM J. BOYLE, W. SCOOT SIMONET, 2003). Figura 3.
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Figura 2: Modelo ilustrativo da osteoclastogénese por ligagdo de RANKL e RANK. Com o
excesso de células no tecido inflamado ocorre uma maior producdo de RANKL, este se liga
com RANK, fazendo a ativacao dos osteoclastos com consequente reabsorcao 6ssea.
(COCHRAN, 2008).
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Figura 3: Modelo ilustrativo da inibicdo da osteoclastogénese por ligacdo de RANKL e OPG:
Com maior proporcdo de OPG ocorre sua ligagdo com RANK impedindo que RANK se ligue
com RANKL, ndo ocorrendo a ativacéo dos osteoclastos consequentemente impedindo a
reabsorcdo. (COCHRAN, 2008).
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O balanco na producdo entre RANKL/OPG € o responsavel pela
remodelacdo 6ssea. Se houver um desequilibrio deste balanco com maior
biodisponibilidade de RANKL, ocorrera uma maior ativacédo de osteoclastos com
consequente aumento da reabsorcdo O0ssea. A superregulacdo de RANKL ou
sub-regulacdo de OPG tem sido relacionada com varias doencas, incluindo
osteoporose, artrite reumatoide e periodontite (COCHRAN, 2008)

2.4. CondicGes Sistémicas relacionadas a DP

O tratamento da DP vem sendo muito discutido. Por se tratar de uma
doenca infecciosa cronica causada predominantemente por bactérias Gram-
negativas, onde as mesmas possuem uma alta capacidade invasiva e de
toxicidade consideravel, a DP pode ser a responsavel pelo surgimento ou
agravamento de varias doencas (BORGES et al., 2007).

Roy (1998) em um estudo sobre a DP, demonstrou que a area de tecido
inflamado ocupado por um portador de periodontite crénica pode chegar a 72
cm?, area equivalente a palma de uma mao aberta. Por esse motivo alguns
autores tém associado a DP com doencas sistémicas, tais como: diabetes
mellitus, doenca cardiovascular, infeccbes respiratorias, artrite reumatoide e
parto prematuro (DENTINO et al., 2013).

Essa relacéo da DP com as doencas sistémicas pode ser compreendida
por dois motivos principais, primeiro: que os patdgenos presentes no tecido
inflamado podem alcancar a corrente sanguinea e colonizar outras partes do
corpo, principalmente em pacientes com a imunidade comprometida e segundo:
pela grande quantidade de citocinas pro-inflamatorias como por exemplo: a IL-1
e TNF-a que induzem a adesao e a agregacao plaquetaria, além de conduzirem
a formacdo de células lipidicas e a deposicdo do colesterol nos vasos
sanguineos podendo ser responsaveis por um acidente vascular cerebral (AVC),
0 aumento da PGE-2 pode induzir contragdes uterinas e induzir um parto
prematuro entre outros. Fatores de risco como tabagismo, sedentarismo, dieta

inadequada, estresse, idade avancada, sexo masculino, hospedeiro
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imunodeprimido, predisposi¢cdo genética, outras doencas sistémicas e pobre
higiene oral, podem contribuir ou agravar as condi¢cdes da DP (ROY C. PAGE,
1998).

Autores consideram que a DP e os efeitos sistémicos possuem um
relacionamento intimo, onde os produtos gerados como consequéncia da DP
podem originar ou agravar doencas sistémicas e estas quando ja instaladas no
individuo podem alterar seu sistema imunolégico gerando uma pré-disposi¢ao
para a DP (GULATI et al., 2013)

2.5. Tratamentos

Em relacdo ao tratamento da DP, o seu objetivo principal € o controle da
infeccdo. Desta forma, o tratamento basico visa o debridamento periodontal para
um controle do biofilme sub e supra gengival. A terapia periodontal ndo cirtrgica
demonstra bons resultados na maioria dos casos, porém em algumas situacoes,
devido a forma agressiva da doenca ou a ndo responsividade do paciente a
terapia convencional ndo alcanca éxito. Com base nisso, e considerando a
patogénese da doenca, o uso coadjuvante de medicamentos denominados
Moduladores da Resposta Imuno-inflamatéria do Hospedeiro (MRH) podem ser
indicados na pratica clinica (DENTINO et al., 2013).

2.6. Moduladores da resposta do hospedeiro

Os MRH sédo medicamentos envolvidos no controle da resposta
inflamatodria exacerbada observada na evolugdo da DP, restaurando assim a
homeostase do tecido. Dentre os mais conhecidos estdo os anti-inflamatorios
nao esteroidais (AINES), as tetraciclinas (Doxiciclinas) e os bifosfonatos. (Figura
4).
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Figura 4: Esquema do processo inflamatério e medicamentos (fonte: a autora).

As tetraciclinas sdo um grupo de antibiéticos de amplo espectro, eficazes
contra microrganismos aerobios e anaerdbios, Gram-negativas e Gram-
positivas. Em acréscimo a essa propriedade antimicrobiana estudos
demonstram que as tetraciclinas com destaque para a doxiciclina, sdo capazes
de inativar as MMPs, grupo enzimético que participa da destruicdo tecidual e
O0ssea, observadas na progressdo da DP. Porém em decorréncia do longo
periodo de tratamento preconizado para essa terapia (usualmente de 9 meses a
1 ano), ha a possibilidade de desenvolvimento e selecdo de resisténcia
bacteriana (FERNANDES et al., 2010). Devido a constatagéo desse efeito, foi
aprovada em 1998 pela FDA (Food and Drugs Administration) a utilizacao de
dose subantimicrobiana de doxiciclina (20mg) como um agente modulador da
resposta do hospedeiro para tratamento da doenca periodontal (LEE et al.,

2004).

Os AINEs sédo atualmente o grupo farmacolégico mais prescrito e

utilizado em todo o mundo. O mecanismo de acdo baseia-se na inibicdo
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competitiva da ciclooxigenase (COX), enzima relacionada com a clivagem do
acido araquidonico em prostanoide. Sendo a PGE2 o prostanoide mais
correlacionado com a severidade da doenca, devido ao importante papel que

exerce no processo de reabsorcéo do osso alveolar (NASSAR et al., 2003).

Os primeiros estudos desenvolvidos para tratamento da DP foram com
AINES, estes por sua vez obtiveram grande sucesso quanto a diminuicdo da
progressdo da doenca. Em um estudo feito por Drouganis e Hirsch (2001) com
uma populacéo de fumantes portadores de DP, tratados com aspirina 300mg/dia
por dois anos como terapia adjunta ao tratamento convencional, observou-se
uma diminui¢c@o da perda 6ssea alveolar satisfatoria quando do uso da aspirina.
Porém também foram observados efeitos gastrointestinais, os quais tornam o

Seu uso questionado.

Devido a impossibilidade de tratar a DP com AINES tradicionais, novos
estudos foram feitos para se avaliar os efeitos de inibidores seletivos de COX-2
sobre a progressao da doenca periodontal. Holzhausen e colaboradores (2002)
em estudo com DP induzida em ratos, previamente tratados com diferentes
doses de celecoxibe, observaram uma melhora nos parametros relacionados
com a doenca, incluindo uma reducdo da perda éssea alveolar. Porém, apesar
de sua eficacia observada, o uso prolongado destes farmacos (seletivos de COX-
2) foi associado com o surgimento de altera¢des cardiovasculares, incluindo um
aumento no risco para o infarto e AVC (VARDAR et al., 2005).

Os BF foram sintetizados no século XIX por cientistas aleméaes para
serem utilizados em patologias como mieloma multiplo, osteoporose e metastase
Ossea de tumores originados principalmente de mama, pulméao e préstata. Os
BF tém sua composi¢do quimica dois atomos de fésforo ligados a um atomo de
carbono. Esta estrutura possui uma resisténcia a hidrolise enzimatica e lhes
permite alta taxa de ligacéo a superficie de cristais de hidroxiapatita, sendo sua
principal acao a inibicdo da atividade dos osteoclastos. O fato da DP ter como
caracteristica principal a perda 6ssea alveolar, sugere que os BF seriam uma
boa escolha para o tratamento da DP (SANTOS et al., 2008).

Muitos estudos feitos até 0 momento discutem a possibilidade de uma
maior incidéncia de osteonecrose maxilar em pacientes usuarios de BF
(SANTOS et al.,, 2008; SOARES et al.,, 2012). O que mostra Lopes e
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colaboradores, (2009) em um estudo de casos de pacientes que faziam uso de
BF orais que apresentaram uma incidéncia de 0,7/100.000/pessoas/ano de
osteonecrose de mandibula. Maior incidéncia de osteonecrose também
comprovada por Santos (2008), em estudo de casos com pacientes que faziam

uso de BF orais para diversas patologias.

Devido a dificuldade de encontrar um tratamento ideal, onde 0s riscos
ndo superem os beneficios existe uma constante procura por um novo farmaco

gue atinja as expectativas.

2.7. Ranelato de Estroncio

Atualmente uma nova droga tem sido promissora no tratamento de
mulheres com osteoporose pdés menopausa, trata-se do RE. Composto por dois
atomos de estrébncio e uma molécula organica de acido ranélico este
medicamento tem chamado a atencao de pesquisadores por se tratar do Unico
medicamento com duplo efeito exclusivo sobre a remodelacdo Ossea,
simultaneamente diminuindo a reabsor¢éo e aumentando a formacéo, sendo seu
uso na prética clinica para o tratamento da osteoporose aprovado pela EMA
(European Medicines Agency) em outubro de 2004 (KIRSCHNECK et al., 2015).

Estudos afirmam que existem cinco fatores envolvidos na incorporacao
do estroncio: dose, niveis plasmaticos de RE, duragdo do tratamento, sexo e
localizagéo esquelética. Apds a administracdo oral do RE os ions de estroncio
séo liberados do seu transportador organico no intestino e sao absorvidos no

gastrointestinal por mecanismos semelhantes ao calcio (OLIVEIRA et al., 2012).

Embora o mecanismo de agéo pelo qual o RE atua sobre o metabolismo
0sseo nao esteja completamente compreendido, hipéteses sugerem que 0 seu
efeito pode estar relacionado com a interacdo do mesmo com canais de Ca? (ER
et al., 2008). Relata-se que o estroncio pode atuar em parte ativando o receptor
extracelular de célcio (CaSR), um membro da familia de receptores acoplados a
proteina G que responde ao calcio extracelular e outros cations com afinidade
diferente. Um analogo dos CaSR € expresso em células 0sseas e portanto pode

desempenhar um papel em osteoblastos. Em varios tipos de células, a ativacao
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do CaSR pelo calcio ativa a via de sinalizacdo ERK1 / 2 (Extracellular signal-

regulated kinases) conduzindo a uma maior replicacéo e diferenciacdo celular.
Isto aumenta a possibilidade de que o estroncio, um agonista de CaSR, possa
melhorar a replicacdo dos osteoblastos através da ativacdo da CaSR e da via de
sinalizagcdo ERK1 / 2. A sobrevivéncia dos osteoblastos € outro mecanismo
importante que controla osteoblastogénese e formacéo 0ssea. Considerando
que a apoptose dos osteoblastos tem sido implicado na osteoporose,
medicamentos com caracteristicas de replicacdo de osteoblastos é apontada
como uma terapia significativa para o tratamento da doenca (FROMIGUE et al.,
2009; MARIE, 2007).

Adicionalmente a esses mecanismos o RE também parece atuar sobre
o0 metabolismo 6sseo regulando o balanco RANK-RANKL-OPG. A razdo RANKL
| OPG é, portanto, um equilibrio essencial que controla osteoclastogénese e
reabsorcdo 6ssea. Notavelmente, o aumento de RANKL / OPG induzido pela
deficiéncia de estrogénio resulta na aceleracao da reabsorcéo Gssea e da perda
O0ssea em mulheres pds-menopausa. Assim, moléculas que modulam a razéo
RANKL / OPG podem corrigir distarbios na osteoclastogénese. Curiosamente,
dados in vitro recentes indicam que o ranelato de estroncio regula a expressao
de RANKL e aumenta a expressédo de OPG em células osteoblasticas humanas
primarias in vitro, diminuindo assim a razdo RANKL / OPG. Portanto, esses
dados sugerem que o ranelato de estréncio poderia reduzir osteoclastogénese e
reabsorgéo 0ssea modulando a razdo RANKL / OPG (MARIE, 2007).

Ainda sobre o balanco RANK-RANKL-OPG, em um estudo feito com
modelos de artrite induzida em ratas e tratadas com RE, verificou-se que os
animais que receberam tratamento com RE apresentaram uma diminui¢cdo nas
quantidades de MMP, IL-1 e TNF-a, citocinas diretamente envolvidas no
processo de reabsorcdo Ossea, podendo sugerir que o efeito do RE na
reabsorcdo Ossea esta relacionado com a diminuigdo dos niveis de citocinas
inflamatoérias (DE MELO NUNES et al., 2015).

O mecanismos citados acima podem ser observados na figura 5 abaixo.
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Figura 5: Mecanismo de ag&o do ranelato de estréncio sobre as células dsseas. RE estimula a
replicac@o de osteoblastos por ativagao de canais de célcio. Em contraste com a formagéo o
RE pode inibir a atividade dos osteoclastos por aumentar o nimero de OPG, impedindo a
ligacdo de RANK com RANKL, nédo ocorrendo entéo a diferenciacdo dos osteoclastos

impedindo a reabsorcao 6ssea (MARIE, 2007).

Embora o RE seja um medicamento promissor no tratamento da
osteoporose, em 2012 com a criagdo do EMA (Committe at the Europen
Medicines Agency), para avaliar relatorios de seguranga regularmente e através
destes observou um sinal de aumento da incidéncia de infarto do miocéardio. Esta
analise de dados cardiovasculares levou a EMA a recomendar uma mudanga na
indicacdo de ranelato de estréncio, que agora esté restrito a pacientes com
osteoporose grave para 0s quais o tratamento com outros medicamentos néo é
possivel. Uma nova contraindicacdo foi também adicionada em pacientes com
hipertensdo ndo controlada e aqueles com historico estabelecido, atual ou
passado de cardiopatia (REGINSTER, 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 Geral

Avaliar o efeito do RE sobre a perda 6ssea alveolar induzida pelo método

da ligadura em ratos

3.2. Especifico

e Avaliar o efeito do RE na POA através da analise morfométrica.

e Avaliar o efeito do RE sobre as fibras colagenas através da andlise de
colageno com coloracao de picrosirius red 19.

e Avaliar o efeito do RE sobre a formacao 6ssea através da analise dos niveis
de FAO e FAT.

e Avaliar a influéncia do RE sobre parametros de vasodilatacdo, pressao

arterial e frequéncia cardiaca.



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Animais e consideracdes éticas

28

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus albinus, Wistar, machos),

provenientes do biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG)

(Ponta Grossa/Parana-Brasil), com idade de 7 semanas e peso de 200 a 300

gramas. O protocolo do estudo foi submetido ao Comité de Etica na

Experimentacao animal da UEPG N° 07552 e seu inicio se deu somente apos a

aprovacao do mesmo. A manipulag&o dos animais seguiu as recomendagdes do

COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal) e a lei 11794, de 8 de

outubro de 2008. O delineamento experimental seguiu a diretriz Arrive
Guidelines(KILKENNY et al., 2010).

4.2. Divisédo dos Grupos

Os animais foram divididos de forma aleatéria conforme o quadro 1

abaixo:

Grupo Ligadura Tratamento
RE (625mg/kg)
Controle N&o N&o
Ligadura Sim N&o
Ligadura + RE Sim Sim

Tabela 1:

Divisédo aleatéria dos animais (fonte

: a autora).
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4.3. Inducéo da DP

Para induzir a perda Ossea alveolar, os ratos foram primeiramente
anestesiados IM com ketamina (90 mg / kg) e xilazina (10 mg / kg). Um fio de
algodao foi colocado ao redor do primeiro molar inferior do animal (direito e
esquerdo) na regido subgengival, para facilitar o acimulo bacteriano conforme a
metodologia de Branco de Almeida (2012 (Figura 7).

Figura 6: Procedimento cirdrgico de ligadura: (A) Primeiro Molar inferior; (B) Inser¢é&o do fio de
algodao na regido interproximal entre o primeiro e segundo molar; (C) Método de ligadura

finalizado.
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4.4. Gavagem com RE

Logo apos a colocacao da ligadura os animais receberam 625 mg/kg/dia
por 15 dias a contar do dia do procedimento. Seguindo as orientacfes da bula
do medicamento Protos® 2 horas antes da administracdo do medicamento era
retirado a agua e a racao dos animais e devolvidas 2 horas apds a gavagem do
RE.

4 5. Dia do sacrificio

No dia do sacrificio os animais passaram pela avaliacdo de parametros
cardiovascular ( pressao e frequéncia cardiaca) e uma amostra de sangue foi
coletada para o exame de fosfatase alcalina total (FAT) e fosfatase alcalina
0ssea (FAO). Suas hemimanbibulas foram retiradas, a esquerda armazenadas
em formol 10% para a andlise da quantificacdo de colageno e a direita

armazenada em alcool 70% para analise morfométrica.

Os animais foram sacrificados sob anestesia geral apds 15 dias da
aplicacao da ligadura, de acordo com os protocolos de (HOLZHAUSEN et al.,
2002).

4.6.Perfil de seguranca cardiovascular

Os animais foram anestesiados com uma mistura contendo ketamina (75
mg/kg) e xilazina (15 m/kg), injetados via intramuscular. Uma vez anestesiados,
0s animais foram posicionados em decubito dorsal sobre uma mesa cirdrgica
aguecida (37° C). Para facilitar a respiracéo espontanea, todos os animais foram
submetidos a tragueostomia. Na sequéncia, a veia femoral foi localizada e foi
realizada a inser¢cdo de uma agulha acoplada a uma canula de polietileno (PE
50) e seringa. Esse acesso venoso foi usado para administragdo dos compostos
que foram utilizados neste estudo. Posteriormente a artéria carétida esquerda foi

localizada e, de forma cuidadosa e rapida, separada do nervo vago e tecidos
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adjacentes. Foi feita entdo a insercdo de um catéter de polietileno (Angiocath®,
namero 19), devidamente heparinizado, o qual foi firmemente amarrado na
artéria e conectado a um transdutor de presséo acoplado ao PowerLab 8/30 (AD
Instruments Pty Ltd., Castle Hill, Australia). Ap6s um periodo de 30 minutos de
estabilizacdo, a reatividade vascular para acetilcolina e nitroprussiato de sédio
foi avaliada através da injecdo de 3nmol/kg. Os valores de pressao arterial média
(em mmHg) e de frequéncia cardiaca (em batimentos por minuto, bpm) foram
registrados em um computador por um software de integracao (ChartPro7®). Ao
final do experimento os animais foram sacrificados por sobre dosagem

anestésica.

4.7. Dosagem de Fosfatase Alcalina Total e Ossea

Uma amostra de sangue foi coletada primeiramente para a dosagem de
FAT que compreende as isoformas entérica, hepética e 6ssea. Posteriormente
uma aliquota de 100ul foi aquecida em banho-maria a 56°C por 10 minutos para
a obtencao da atividade da fosfatase alcalina ndo 6ssea e em seguida transferida
para um banho de gelo. A atividade da fostatase ndo 6ssea (termoestavel) foi
medida em espectrofotdmetro a 30°C e absorbancia de 450 nm. A fracao 6ssea
foi determinada indiretamente pela subtracdo da FAT - fosfatase ndo 6ssea. O
método esta fundamentado na labilidade da isoforma éssea da fosfatase alcalina
frente ao calor a metodologia seguiu as orientacdes do laboratorio fabricante
(LABTEST ®).

4.8. Analise morfométrica da perda éssea alveolar

As hemimandibulas foram retiradas do alcool 70%, fervidas por
aproximadamente 30 minutos e deixadas mergulhadas overnight solucdo de
H202 10 volumes. ApOs estarem secas foram submergidas por
aproximadamente 3 minutos em solucdo de azul de metileno 1% (para
identificacdo da juncdo amelo-cementaria). As pecas foram posicionadas sobre

uma lamina de vidro com cera utilidade, com a face lingual para cima,
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objetivando-se o maior paralelismo possivel entre as cuspides e entre as raizes
linguais e vestibulares. A imagem foi captada com o emprego de uma lupa
estereoscopica em aumento de 20X, digitalizada e realizada a mensuracao da
distancia da juncdo amelo-cementaria e crista 6ssea alveolar (pelo longo eixo
das raizes mesial e mésio-lingual-face lingual) dos molares pelo software Image
J 1.48.

Para cada hemimandibulas foi verificada a area de perda Ossea,

compreendida entre JAC e o reborde 0sso alveolar (Figura 7).

Figura 7: Procedimento da analise morfométrica da area dos trés molares inferiores (mm?2): (A)

Molares inferiores corados, (B) perda éssea entre JAC e o reborde 6sseo.
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4.9. Analise de Colageno Tecidual

As hemimandibulas foram removidas e submergidas em formalina
tamponada a 10%. Para o processo de descalcificacdo as mesmas foram
submergidas em acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) (trocado a cada dois
dias) por aproximadamente 60 dias e incluidas em parafina. Foram feitos 5 cortes
(4um) semi-seriadas na direcdo mesiodistal e corados com picrosirius red 19. As
imagens das secc¢fes foram obtidas por microscopia de polarizacdo copiada e

digitalizada a 500X de ampliacao.

Em primeiro lugar, as imagens das fibras de coldgeno que exibiam
tonalidade vermelha foram selecionadas utilizando um software de
processamento Photoshop CS6. As imagens selecionadas foram entdo
transferidas para outro software de imagem, Image J em que foram binarizadas,
e a porcentagem de &rea preenchida por fibras de colageno foi calculado (Figura
8).
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s

Figura 8: Andlise de Colageno Tecidual: (A) Imagem obtida pela microscopia de polarizacéo;
(B) Imagem com as fibras de coldgeno com tonalidade vermelha selecionada pelo software

Photoshop CS6; (C) Imagem binarizadas no software Image J.

4.10. Andlise Estatistica

Os resultados obtidos foram submetidos a uma analise exploratéria com
o auxilio do software GraphPad Prim 5, para determinacdo da melhor analise
estatistica dos dados. Visto que os dados seguiram um padrao de normalidade,
optou-se pelo teste paramétrico utilizando o ANOVA, seguido de Tukey para
analise estatistica. O nivel de significancia adotado foi de 5% (a=0,05).



35

5. RESULTADOS

5.1.Parametros Cardiovasculares

Foram avaliadas as respostas a agentes vasodilatadores dependentes
(ACh) e independentes (SNP) de endotélio. Nado houve diferenga entre 0os grupos
nas respostas vasodilatadoras dos agentes estudados (Figura 9).
Adicionalmente, a inducao de periodontite nos animais e a administracdo de RE

nao alterou a pressao arterial ou a frequéncia cardiaca (Figura 10).
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Figura 9: Efeitos do RE na resposta a agentes vasodilatores dependentes e independentes de
endotélio em ratos com periodontite. Nao foram apresentadas diferencas significativas entres
0s grupos quando administradas doses de ACh (painel A) e nitroprussiato (painel B) (ANOVA

p>0,05).
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Figura 10: Efeito do RE sobre a pressao arterial e freqiiéncia cardiaca em animais
com periodontite induzida. Nao foi apresentada diferenca significativa entres os grupos quanto

a pressdo arterial e frequéncia cardiaca (ANOVA p>0,05).

5.2. Fosfatase Alcalina Total e Ossea

Na avaliacdo dos efeitos do ranelato de estréncio, observou-se um
aumento significativo nos niveis séricos de FAT nos animais tratados com RE
guando comparados com os grupos Controle e Ligadura (Figura 11). A analise

de FAO também se apresentou valores aumentados para os animais tratados
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com RE quando comparados com os grupos Controle e Ligadura sugerindo que

o0 aumento de FAT era equivalente aos valores de FAO (Figura 12).

300+

200+

Ul/L

100+

Con'trole Ligadura Ligadura + RE

Figura 11: Efeito do RE sobre os niveis séricos de FAT na periodontite induzida em ratos. As
letras A e B no topo de cada coluna indicam diferenca estatistica entre elas. (A versus B
p<0,05) (ANOVA — Tukey).
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Figura 22: Efeito do RE sobre os niveis séricos de FAO na periodontite induzida em
ratos. As letras A e B representam diferenca significativa entre os grupos (A versus B, p<0,05)
(ANOVA-Tukey).
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5.3. Morfométrica

A analise morfométrica das hemimandibulas dos animais submetidos a
DP e submetidos a gavagem por 15 dias nos mostrou que o grupo que recebeu
RE e o grupo controle mantiveram uma menor reabsor¢cdo O0ssea quando

comparados com o grupo Ligadura (Figura 13).

Area mm

7/%>

Con'trole Ligadura LigaduFa + RE

Figura 33: Efeito do RE sobre a perda 6ssea na periodontite induzida em ratos. As letras Ae B
representam diferengas significativas entres as colunas (A versus B, p<0,05) (ANOVA —
Tukey).

5.4.Colageno Tecidual

A analise quantitativa das fibras de colageno na regido mesial entre o
primeiro e segundo molar dos animais nos mostrou que o grupo tratado com RE
sugeriu uma preservacao das fibras quando comparados com o grupo Ligadura

e 0 grupo controle (Figura 14).
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V/A'W

Controle Ligadura Ligadura+ RE

Figura 44: Efeito do RE na area tecidual ocupada por fibras coldgenas em animais com
periodontite induzidas em ratos. As letras A, B e C no topo de cada coluna indicam diferenca
significativa entre elas (A versus B, p<0,05; A versus C, p<0,05; B versus C, p<0,05) (ANOVA-
Tukey).
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6. DISCUSSAO

Atualmente ha mais de 2.000 artigos na area da periodontia utilizando
modelos animais (KANTARCI; HASTURK; VAN DYKE, 2015). O rato € o animal
mais utilizado para estudar a patogénese da DP, pois a estrutura tecidual da area
periodontal e suas patologias se assemelham as observadas em seres humanos
(AGUIRRE et al., 2012). Na literatura sdo reportados varios métodos para a
inducao da DP como: a insercéo de um fio de algodao ao redor do primeiro molar
(ligadura), a aplicacao local de LPS e a inoculacéo periodontopatégenos. Sendo
0 método de ligadura o mais utilizado pelos pesquisadores (ABE;
HAJISHENGALLIS, 2013).

Nosso estudo seguiu a técnica de ligadura e a dose de RE utilizada
baseou-se no estudo de Ammann e colaboradores (2004) onde realizaram dois
experimentos, o primeiro com 334 ratas divididas em trés grupos e tratadas com
RE 225 mg/kg, 450 mg/kg e 900 mg/kg respectivamente e o segundo
experimento com 30 fémeas e 20 machos e tratados com 625 mg/kg, ambos os
experimentos com duracdo de tratamento de 2 anos, observou-se que a
concentracdo sanguinea da dose de 625 mg/kg nos amimais equivalia a 2 gr/dia,
posologia utilizada no tratamento de osteoporose em adultos.

Considerando que os processos de reabsorcdo e a formacédo fazem
parte da remodelacdo 6ssea e qualquer desequilibrio para ambos os lados pode
resultar no ganho ou perda de massa 6ssea, os marcadores do metabolismo
0sseo sdo de grande importancia, podendo nos mostrar um desequilibrio de
ambas as partes (SANTOS et al., 2010), além de permitir uma melhor avaliagéo
das drogas anabdlicas e antirreabsortivas utilizadas nos tratamentos de doencas
osseas (SOUSA et al., 2010).

Inicialmente o presente estudo avaliou a FAT e FAO mediante a analise
sanguinea. Como resultado apresentou um aumento significativo das
concentragdes de FAT acompanhada da FAO indicando atividade osteoblastica
aumentada nos animais tratados com RE na periodontite induzida quando
comparados com 0s animais controle. Estes achados estdo de acordo com
estudo realizado por Hott e colaboradores (2003) em um modelo animal de perda

0ssea induzida por imobilizacdo de membros inferiores durante 10 dias, 0s



41

animais que receberam tratamento com RE, apresentaram um aumento dos
niveis de FAT. Estes resultados também foram confirmados no estudo de Marie
(2007), com modelos de osteoporose utilizando ratas ovariectomizadas e
obtiveram concentracfes aumentadas de FAO acompanhadas da melhora da
massa 0ssea com consequente melhoria da microarquitetura, sugerindo que o

RE pode evitar fraturas espontaneas nos casos de osteoporose grave.

Também no estudo de Kirschneck et al,(2015) realizado com 48 ratos,
submetidos a uma ancoragem ortodontica por quatro semanas, 24 deles tratados
com RE e os outros 24 com placebo, resultados mostraram que os animais
tratados com RE tiveram 40% menos movimento dentario ou seja 40% menos
reabsor¢cdo O0ssea em relacdo aos outros animais, adicionalmente a esses
resultados também foi observado um aumento nos niveis de FAO, indicando que
além da diminuicdo da reabsorcéo obteve-se também uma melhora na atividade

osteoblastica.

Corroborando com os resultados Sanchez (2015), em um estudo de caso
com uma mulher pdés menopausa, apdés 3 meses de tratamento com RE
observou aumento nos niveis de FAT, osteocalcina e de densidade éssea, o que
significa que o RE consegue melhorar a arquitetura 6ssea mesmo em pouco
tempo de tratamento. O fato do RE manter a arquitetura éssea em perfeito
estado favorece a adesdo dos osteoblastos, o que ndo ocorre em outras drogas

por serem somente antirreabsortivas (SHI et al., 2016).

Por esse motivo, a EMA (European Medicines Agency) aprovou em 2004
o RE para tratamento da osteoporose sendo considerada uma droga anti-

catabolica e anabdlica diante da remodelacdo 6ssea (BONNELYE et al., 2008).

No presente estudo utilizamos a metodologia morfométrica para avaliar
a POA e como resultado os animais que receberam tratamento com RE
apresentaram uma menor POA quando comparados com 0S Outros grupos.
Nossos resultados foram semelhantes aos encontrados no estudo Li e
colaboradores (2012), com implantes de titanio aplicados no fémur de ratas
ovariectomizadas e tratadas por 12 semanas, 0s animais tratados com RE
apresentaram um aumento no numero de osteoblastos e diminuicdo dos
osteoclastos, consequentemente uma menor reabsorcdo 0ssea acompanhada

de formagéo.
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Varios estudos realizados com diferentes amostras sugeriram resultados
positivos para o tratamento com RE, como é o caso do estudo realizado em
macacos adultos para a investigacdo de remodelacdo dssea alveolar, onde
foram administrados seis meses de RE, que os resultados mostraram uma
reducdo significativa dos indices de reabsorcdo, mantendo os de formacao
Ossea alveolar (BUEHLER et al., 2001)

Corroborando com os resultados obtidos sobre a POA o presente estudo
avaliou a quantidade de fibras de colageno presentes na regido mesiodistal do
segundo molar inferior utilizando a metodologia de picrosirius. Os resultados
apresentaram uma preservacdo das fibras de coldgeno nos animais que
receberam tratamento com RE. Resultados semelhantes encontrados por
Ahmet-Camciogluet e colaboradores (2009) onde observaram que o uso de RE
favorece a prevencado da perda 6ssea tanto nivel de 0sso trabecular no corpo
vertebral quanto ao nivel cortical no fémur de ratas ovariectomizadas decorrente
da perda 6ssea induzida por diminuicdo de estrégeno. Em acréscimo, Buehler e
colaboradores (2001) avaliando a perda 6ssea alveolar em macacos
constataram que além de inibir a atividade dos osteoclastos e estimular as de
osteoblastos também apresentou resultados de que o RE pode estimular a
sintese de colageno.

Adicionalmente, Shi e colaboradores (2016) em andlise sobre a
guantidade de fraturas em ratas observou que houve uma diminui¢gdo no nimero
de fraturas e uma melhora na massa 60ssea trabecular e cortical e manteve
inalterada a quantidade fibras colagenas, considerou as fibras um determinante

da qualidade intrinseca do 0sso.

Embora o RE seja uma droga promissora no tratamento de osteoporose,
observou-se o aumento do risco de IAM em pacientes que utilizavam este
farmaco. Isto levou a Agencia de Medicamentos Europeia (EMA) a adicionar
contra indicagbes ao uso de RE em pacientes com pressao arterial
descontrolada, pacientes com historia de doenca isquémica cardiaca, doenca
arterial periférica ou doenca vascular cerebral (REGINSTER, 2014).

Vale ressaltar que os pacientes que utilizam RE geralmente sao idosos
(portanto, muitos apresentam morbidades) e utilizam este farmaco por longos

periodos de tempo para o tratamento da osteoporose (REGINSTER, 2014)
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Assim, uso deste farmaco pode estar associado ao aumento do risco de 1AM
nestas condi¢cdes. No presente estudo utilizamos ratos jovens submetidos ao
tratamento com RE por apenas 2 semanas. Entretanto, devido a importancia dos
efeitos adversos cardiovasculares, foram realizadas analises de alguns
parametros como a determinacdo da pressao arterial média, frequéncia
cardiaca, e resposta a agentes vasodilatadores dependentes e independentes
de endotélio (acetilcolina e nitroprussiato de sédio, respectivamente). Nado houve
diferenca significativa entre os grupos em nenhuma das andlises realizadas,
indicando que o RE néo parece apresentar risco cardiovascular na dose e no
tempo de tratamento avaliados. Resultados semelhantes foram encontrados no
estudo de Cooper, Fox e Borer (2014) onde n&do foram encontradas evidéncias

de risco aumentado de IAM em pacientes com osteoporose que utilizam o RE.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo conclui que o RE exerceu um efeito protetor sobre a
POA na analise morfométrica, acompanhada de uma preservacao das fibras
coldgenas, além de ter apresentado um aumento dos marcadores FAT e FAO
indicando atividade osteoblastica, podendo ser uma possivel estratégia

terapéutica no tratamento da periodontite.
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