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RESUMO

A periodontite induzida em roedores tem sido amplamente utilizada para a compreensdo do
metabolismo 6sseo, particularmente para avaliar condigdes cuja reabsorcdo é decorrente da
instalacdo de um processo inflamatorio, por se caracterizar como um modelo que resulta em
reabsorcéo Ossea alveolar (ROA). Assim, objetivou-se comparar os diferentes niveis de ROA
em diferentes tempos de eutanasia utilizando fios de algod&o e seda na periodontite induzida
por ligadura em mandibula de camundongos. Foram utilizados 78 camundongos Swiss
machos, apos aprovacio na Comissdo de Etica no Uso de animais (09/20). A periodontite foi
induzida por inser¢do de fio de seda ou algoddo nos primeiros molares mandibulares, e os
animais foram eutanasiados ap6s 3, 5, 7, 11, 14 e 21 dias. A ROA foi avaliada por
macroscopia e a gengiva removida para quantificacdo dos niveis de TNF-a por ELISA.
Amostras sanguineas foram obtidas para dosagem dos niveis séricos de fosfatase alcalina
ossea (FAO). O peso dos animais foi avaliado imediatamente antes da colocacao da ligadura e
no momento anterior a eutanasia. Foi observada ROA significante (p<0,05), em relacdo ao
Naive, nos animais em que a periodontite foi induzida com fio de algodao, a partir do dia 5,
tendo pico maximo aos 11 dias. No grupo induzido com fio de seda, essa ROA foi
significante (p<0,05) a partir do dia 7, em relagdo ao Naive. Além disso, nos dias 3 e 5, a
ROA foi maior (p<0,05) nos animais com fio de algoddo, em relagdo aqueles com fio de seda,
sendo semelhante nos demais momentos de eutanasia. Em relacéo aos niveis de TNF-a, ndo
foram observadas alteragfes significantes em nenhum dos fios em relagdo ao Naive. Ademais,
houve aumento significante (p<0,05) de FAO em relacdo ao Naive, somente nos animais do
grupo algodao, aos 11 dias. Sistemicamente, ndo foram observadas alteracdes significantes na
variacdo de peso dos animais submetidos a periodontite quando comparado aos animais
Naive. Pode-se concluir, portanto, que a ROA ¢ alcancada tanto com a utilizacdo de fios de
seda e algoddo, no entanto, é mais precocemente estabelecida quando da utilizacdo do fio de
algodéo.

Palavras-chave: Reabsor¢do 6ssea alveolar; Periodontite; Camundongos; Inflamacéo.



ABSTRACT
Induced periodontitis in rodents has been widely used to understand bone metabolism,
particularly to assess conditions whose resorption is due to the installation of an inflammatory
process, as it is characterized as a model that results in alveolar bone resorption (ABR). Thus,
the objective was to compare the different levels of ABR at different times of euthanasia
using cotton and silk threads in periodontitis induced by ligation in the mandible of mice. 78
male Swiss mice were used, after approval by the Committee on Ethics in the Use of Animals
(09/20). Periodontitis was induced by inserting a silk or cotton thread in the mandibular first
molars, and the animals were euthanized after 3, 5, 7, 11, 14 and 21 days. ABR was evaluated
by macroscopy and the gingiva was removed for quantification of TNF-a levels by EILSA.
Blood samples were obtained for measurement of serum levels of bone alkaline phosphatase
(BALP). The weight of the animals was evaluated immediately before the placement of the
ligature and at the moment before euthanasia. Significant (p<0,05) ABR was observed, in
relation to Naive, in animals in which periodontitis was induced with cotton thread, from day
5, with a maximum peak at day 11. In the group induced with silk thread, this ABR was
significant (p<0,05) from day 7 onwards, compared to Naive. In addition, on days 3 and 5, the
ABR was higher (p<0,05) in animals with cotton thread, compared to those with silk thread,
being similar in the other moments of euthanasia. Regarding TNF-a levels, no significant
changes were observed in any of the threads compared to Naive. Furthermore, there was a
significant increase (p<0,05) in BALP compared to Naive, only in the cotton group, at 11
days. Systemically, no significant changes were observed in the weight variation of animals
submitted to periodontitis when compared to Naive animals. It can be concluded, therefore,
that the ABR is achieved both with the use of silk and cotton threads, however, it is

established earlier when using cotton thread.

Keywords: Alveolar bone resorption; Periodontitis; Mice; Inflammation.
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1 INTRODUCAO

O osso € um tecido notavelmente ativo, submetido a renovacao constante em resposta
a mecanica nutricional, e influéncias hormonais. Um equilibrio entre o processo de reabsorcéo
Ossea pelos osteoclastos e formacgdo Ossea pelos osteoblastos sdo necessarios em um adulto
saudavel (OATES, COCHRAN, 1996; BRUZZANITI, BARON, 2006; TEITELBAUM,
2000; TEITELBAUM, 2007). A taxa de reabsorcdo Ossea pode ser regulada ao nivel de
diferenciacdo de osteoclastos de seu conjunto de precursores hematopoiéticos ou atraves da
regulacdo de proteinas funcionais-chave que controlam as atividades de fixacao, migracao e
reabsorcdo das células maduras (WIEBE, et al., 1995; BARON, 1995; BRUZZANITI,
BARON, 2006). A homeostase 6ssea € mantida por um processo fisiolégico continuo
denominada remodelacdo. Este processo requer a atividade equilibrada de osteoblastos e
osteoclastos. A atividade excessiva dos osteoclastos leva a reabsorcdo 6ssea patologica,
incluindo a periodontite (NAKASHIMA, HAYASHI, TAKAYANAGI, 2012).

O osso alveolar é um tecido submetido & estimulacdo mecénica e passa por um ciclo
continuo de remodelacdo que se baseia principalmente nas atividades coordenadas de dois
tipos de células principais: células da linhagem dos osteoblastos, incluindo osteoblastos,
ostedcitos e células do revestimento 6sseo e células de reabsorcdo Ossea, como 0S
osteoclastos. Quando os osteoclastos sdo ativados, eles se fixam na superficie dssea e
produzem protons (H +) e proteases para degradar a matriz dssea; depois disso, 0s
osteoblastos sintetizam a matriz ostedide. Sob o regulamento de varios hormonios e citocinas,
reabsorcdo Ossea e a formacdo Ossea estdo conectadas e equilibradas, estabilizando o volume
do osso alveolar (VIGNERY, BARON, 1980).

Os ostedcitos sdo células da linhagem osteoblastica terminalmente diferenciadas e
estdo dentro do osso mineralizado. Os ostedcitos atuam como comandantes do metabolismo
0sseo, supervisionando as fungBes dos osteoblastos e osteoclastos. Os ostedcitos sdo
conhecidos por serem uma importante fonte de ligante do receptor ativador do fator nuclear
kappa B (RANKL) (TSUKASAKI, TAKAYANAGI, 2019).

Como os osteoclastos sdo células de reabsorcdo dssea primaria, estimulacdo local de
sua atividade é um requisito essencial para a perda 6ssea alveolar (SAFFAR, LASFARGUES,
CHERRUAU, 1997). Foi demonstrado que multiplos mediadores, como IL-1, IL-6, IL-11, IL-
17, TNF-a, TNF-beta, TGF-g, cininas e trombina podem estimular reabsorcdo O0ssea
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(SCHWARTZ, et al., 1997; TEITELBAUM, 2000; SAFFAR, LASFARGUES, CHERRUAU,
1997). A osteoclastogénese promovida patogenicamente foi apontada como uma das causas
da reabsorcdo 0ssea alveolar, um resultado patogénico caracteristico comum na periodontite.
No contexto da doenca periodontal, as respostas imunes do hospedeiro mediadas por células T
e B contra componentes bacterianos podem induzir a ativagdo de osteoclastos com base na
producdo do RANKL por linfécitos ativados (KAJIYA, et al. 2010; KAYAL, 2013).

Periodontite é iniciada pela disbiose do biofilme da placa subgengival; no entanto, sdo
as respostas imunes do hospedeiro contra componentes bacterianos invasores e bactérias que
medeiam  predominantemente a destruicdio do tecido periodontal (KINANE,
STATHOPOULOU, PAPAPANOU, 2017).
O infiltrado inflamatorio celular de células T, células B, macrofagos e neutréfilos dentro do
tecido conjuntivo gengival encontra-se aumentado, com um aumento na secrecdo de
mediadores inflamatorios (DI BENEDETTO, et al. 2013; YUCEL-LINDBERG, BAGE,
2013).

Embora 0 modelo de periodontite seja amplamente utilizado na literatura para o estudo
de processos reabsortivos 6sseos inflamatérios, existe uma grande variedade de protocolos de
inducdo da doenca. Dessa forma, 0 presente projeto de pesquisa objetiva comparar a
reabsorcdo Ossea alveolar utilizando fio de seda e algoddo na periodontite induzida em
mandibula de camundongos em uma curva temporal de inducdo da doenca. Considerando
dessa forma definir um melhor tempo de eutandsia na doenca periodontal experimental em
camundongos, bem como as diferencas alcancadas conforme o fio utilizado, para

compreender o processo de instalacdo e progressao da doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Reabsorcdo 0ssea inflamatéria

O o0sso é um tecido conjuntivo constituido por células, osteoblastos, ostedcitos e
osteoclastos e uma matriz extracelular de proteoglicanos e colageno mineralizado por
deposicdo de hidroxiapatita de calcio (TAT et al., 2009). Os osteoclastos sdo as células
envolvidas na reabsor¢do 6ssea, sendo a sua atividade essencial para a remodelacao 6ssea. A
diferenciacéo e ativacdo dessas células estéo intimamente relacionadas ao sistema do receptor
ativador do fator nuclear kB (RANK)/seu ligante (RANKL)/osteoprotegerina (OPG), e a sua
regulacao € essencial para a promocao de reabsorcao 6ssea (BURR, ALLEN, 2014; LERNER,
2004; XU, TEITELBAUM, 2013).

A ativacdo dos osteoclastos depende da interacdo entre o RANKL, presente nos
osteoblastos e linfocitos T, e 0 RANK, encontrado nos pré-osteoclastos, além de células
dendriticas, fibroblastos e linfécitos T (KOHLI, KOHLI, 2011). A ligacdo do RANKL ao seu
receptor, RANK, resulta na ativagdo do fator de transcricdo conhecido por fator nuclear de
células T ativadas, citoplasmatico 1 (NFATcl), tanto pela via NFkB/AP-1/c-fos como pela
sinalizacdo pelo célcio. Esse fator de transcricdo, por sua vez, é responsavel pela inducdo de
genes osteoclasticos especificos necessarios para ativacdo dessas células (TAKAYANAGI, et
al., 2002).

A OPG foi inicialmente descoberta por Tsuda (1997), como fator inibidor de
osteoclastos (OCIF). Esta molécula, tal como o RANK, é membro da superfamilia de
receptores do TNF, e possui uma sequéncia homéloga ao RANK. Assim, apresenta uma
elevada afinidade para o RANKL, ligando-se competitivamente a este, impedindo a sua
ligacdo ao RANK. Isto faz com que n&o ocorra a ativacdo do RANK, o que resulta na inibigéo
da diferenciacdo osteoclastica (HIENZ, PALIWAL, IVANOVSKI, 2015; LERNER, 2004;
LORENZO, et al., 2015).

A diferenciacédo dessas células também é regulada pelo fator estimulador de colonia de
macrofagos (M-CSF), que agindo sobre seu receptor (CFMS), é essencial para proliferacéo,
sobrevivéncia e fusdo de células mononucleadas precursoras de osteoclastos, assim como pelo
aumento da sobrevivéncia de osteoclastos maduros (TAKAYANAGI, 2007; PACIFICI,
2010). A literatura tem mostrado que 0 RANKL e o M-CSF séo essenciais para a renovacao
osteocléastica fisiologica, enquanto citocinas adicionais sdo responsaveis pela supra-regulacéo
de osteoclastos. De fato, tal processo envolve diversas células, citocinas e receptores,
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confirmando, portanto, sua intrinseca relagdo com o sistema imune e a resposta inflamatoria
(PACIFICI, 2010; BRAUN, SCHETT, 2012).

Assim, processos inflamatorios podem influenciar a formacdo e ativacdo dos
osteoclastos (KOHLI, KOHLI, 2011), uma vez que mediadores inflamatdérios aumentam a
expressao de RANKL (HIENZ, PALIWAL, IVANOVSKI, 2015). A estimulacdo da
expressdo do RANKL pode ser feita através de uma grande variedade desses mediadores
inflamatdrios, como a interleucina (IL)-1, IL-6, IL-7, IL-11, IL-17, o fator de necrose tumoral
(TNF)-a, fator inibidor de leucemia (LIF), a oncostatina M (OSM) e a bradicinina
(COCHRAN, 2008; HAJISHENGALLIS, 2014; HIENZ, PALIWAL, IVANOVSKI, 2015;
LERNER, 2004; NEWMAN, et al., 2012). Também existem mediadores que diminuem os
niveis de RANKL e inibem a osteoclastogénese, tais como a calcitonina, o interferon gama
(IFN- v), o fator de transformacdo de crescimento (TGF)- B, as IL-10 e IL-13, entre outros
(HAJISHENGALLIS, 2014; HIENZ, PALIWAL, IVANOVSKI, 2015).

Diversos modelos experimentais séo utilizados a fim de uma melhor compreensao
sobre o tecido 0sseo e 0s processos de reabsor¢do e formacdo Ossea, assim como para
avaliacdo da atividade de farmacos ou biomateriais em tais processos. A periodontite induzida
em roedores tem sido amplamente utilizada para esse objetivo, particularmente para avaliar
condicBes cuja reabsorcdo € decorrente da instalagdo de um processo inflamatério, por se
caracterizar como um modelo que resulta em reabsor¢do dssea alveolar significante (LIMA, et
al., 2000; LIMA, et al., 2004, BEZERRA, et al., 2000).

2.2 Doenca periodontal

A doenca periodontal é considerada a doenca dentéria localizada e inflamatdria mais
comum (TARIQ, et al.,, 2012), iniciada por comunidades bacterianas disbiéticas nas
superficies dentarias subgengivais (DARVEAU, 2010; HAJISHENGALLIS, LAMONT,
2012) e caracterizada por destruicdo inflamatdria do osso alveolar e tecidos conjuntivos que
circundam e sustentam os dentes (PIHLSTROM, MICHALOWICZ, JOHNSON, 2005). A
periodontite representa um distdrbio osteoimune tipico caracterizado por inflamacdo do
periodonto e destruicdo do 0sso alveolar que é uma das principais causas da perda dentaria em
adultos (TSUKASAKI, TAKAYANAGI, 2019).

A periodontite é uma das doencas cronicas mais comuns no mundo, chegando a afetar
750 milhdes de pessoas. Apresenta uma prevaléncia de 50% nos adultos, no entanto este valor

aumenta com o avango da idade, chegando a atingir valores entre 70-90% em individuos com
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idades compreendidas entre 60-74 anos. Embora seja registrada mais frequentemente em
adultos e idosos, também pode ocorrer em criancas e adolescentes como consequéncia do
acumulo cronico de placa bacteriana e calculo (NEWMAN, et al., 2012; WANG, 2015). A
periodontite severa afeta 10-15% dos adultos na maioria das populagdes e variou de 1% (entre
20 e 29 anos) a 39% (entre individuos com 65 anos ou mais), enquanto a periodontite
moderada afeta 40-60% dos adultos em todas as popula¢des (CHUNG, et al., 2016).

A etiologia da doenca periodontal € multifatorial, em que a presenca de um biofilme
dishiético em intimo contato com a margem gengival inicia a resposta imune inflamatoria
(HAJISHENGALLIS, CHAVAKIS, LAMBRIS, 2000; DE MOLON, et al., 2022). O biofilme
associado inicia a periodontite, mas ndo é totalmente suficiente para induzir a doenca, pois a
resposta imune do hospedeiro € critica para o inicio e a progressao da doenca (TSUKASAKI,
et al., 2018). A relacdo do microbioma para o desenvolvimento da periodontite € complexo.
De acordo com anélises microbiolégicas de amostras de biofilme, sabe-se que as bactérias
associadas ao inicio da doenca sdo em grande parte comensais e 0S patdgenos que Sao
associados a doenca em um estagio posterior sdo componentes muito menores do biofilme
(KIRST, et al., 2015). Nesta hipOtese, o ambiente subgengival exerce pressdo seletiva
alterando a composicdo microbiana especifica e impulsionando a mudanca de satde para
doenca (DYKE, BARTOLD, REYNOLDS, 2020).

Substancias desse biofilme dental, como lipopolissacarideos e toxinas, ativam uma
resposta imune do hospedeiro levando a liberacdo de varios mediadores inflamatérios, como
prostaglandina E;, ILs e TNF-a, bem como enzimas proteoliticas, incluindo metaloproteinases
de matriz (MMPs) (PAGE, KORNMAN, 1997; DARVEAU, 2010; YUCEL-LINDBERG,
BAGE, 2013). Niveis elevados desses mediadores foram encontrados no fluido crevicular
gengival (GCF) e saliva (FUJITA, et al., 2012; ERTUGRUL, et al., 2013; RATHNAYAKE,
et al., 2013) em casos de periodontite, e numerosos estudos foram realizados para investigar
sua utilidade como potencial marcador bioldgico para periodontite (BUDUNELI, KINANE,
2011; DE LIMA, et al., 2016).

O estresse oxidativo pode desencadear morte celular, respostas inflamatdrias e
perturbacio da homeostase tecidual (POUROVA, et al., 2010; LIU, et al., 2017). De fato,
evidéncias acumuladas indicam que o estresse oxidativo desempenha um papel central no
tecido periodontal e na destruicdo do osso alveolar (KURITA-OCHIAL, et al., 2015).
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De forma semelhante ao que ocorre em outras doencas inflamatorias reabsortivas, um
mecanismo importante que influencia o desenvolvimento da doencga periodontal envolve o
eixo RANK/RANKL/OPG (CHEN, et al., 2014). Estudos pré-clinicos tém demonstrado a
relacdo do RANKL produzido por células T ativadas na reabsorcdo 6ssea em modelos de
periodontite (TENG, et al., 2000; TENG, 2002). Além disso, clinicamente, ha relatos de que
os niveis de RANKL sdo mais elevados em pacientes com doenca periodontal (CROTTI, et
al., 2003; WARA-ASWAPATI, et al., 2007), associado a reducdo dos niveis de OPG
(CROTTI, et al., 2003). Apesar de ndo existir um consenso entre autores, acredita-se que sao
trés as citocinas pré-inflamatorias mais relevantes na estimulacdo da reabsorcdo Ossea
osteoclastica mediada por RANKL na periodontite, IL-1, IL-6 e TNF (ANTONINI, et al.,
2013; HIENZ, PALIWAL, IVANOVSKI, 2015).

A diminuicdo da perda Ossea alveolar € um dos maiores desafios clinicos no
tratamento da periodontite. Visto que a reabsorcdo 0ssea estd intimamente relacionada com a
regulacdao do sistema RANKL/RANK/OPG, a investigacdo e realizacdo de estudos sobre 0s
processos bioldgicos envolvidos neste sistema sdo de méxima importancia na aquisicdo de
maior conhecimento e de novas perspectivas sobre a doenca, com 0 objetivo de fornecer
informacBes para o desenvolvimento de novas modalidades de diagndstico e terapéuticas
(COCHRAN, 2008; HIENZ, PALIWAL, IVANOVSKI, 2015).

2.3 Modelos de inducéo da periodontite

A inducdo da periodontite tem sido bastante mencionada na literatura em busca de
conhecer a progressao da doenca e buscar métodos terapéuticos, bem como tem sido avaliada
em diferentes espécies animais, como roedores, cdes e coelhos e utilizando métodos de
indugdo de formas variadas, sendo uma das mais utilizadas nos Gltimos anos, a periodontite
induzida por ligadura (LIU, et al., 2019).

A periodontite ¢ uma doenga inflamatoria prevalente em humanos e cées, afetando
20% a 50% da populacdo humana global e até 84% nos cées (NAZIR, 2017). Vérios
biomarcadores para periodontite foram identificados na saliva e no fluido crevicular gengival,
incluindo S100A8 e S100A9. (TENG, SODEK, MCCULLOCH, 1992; HAIGH, et al., 2010). O
estudo de Liu, et al., 2019 teve como objetivo monitorar alteragdes nos niveis de S100A8 e
S100A9 na saliva, durante o desenvolvimento e tratamento da periodontite e avaliar sua

capacidade de identificar a periodontite em um modelo de periodontite canina induzida por
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ligadura. Um total de 15 cées beagle (seis fémeas e nove machos) com idade 12 meses de
idade foram entdo aleatoriamente divididos em grupo controle (sem ligadura), grupo 1
(ligadura em seis dentes), e grupo 2 (ligadura em 12 dentes). Os cdes do grupo 1 receberam
ligaduras no segundo, terceiro e quarto pré-molares esquerdo e direito da maxila. Os cées do
grupo 2 receberam ligaduras nos terceiros e quartos pré-molares e primeiros molares nos
lados esquerdo e direito da mandibula usando fio seda 2-0 (LI1U, et al., 2019). A periodontite
em cdes foi associada a niveis aumentados de S100A8, S100A9, S100A8/A9 e MMP-9 na

saliva.

A doenca periodontal pode ocorrer naturalmente em um numero reduzido de espécies,
como cdes ou primatas ndo humanos, mas a maioria dos estudos foi conduzida em modelos
animais, especialmente em roedores, onde doenga foi induzida experimentalmente (OZ,
PULEO, 2011).

Os coelhos tém sido menos utilizados do que roedores em pesquisas periodontais, mas
eles sdo frequentemente preferidos para pesquisas cardiovasculares devido as semelhancgas no
metabolismo das lipoproteinas entre coelhos e humanos e porque a sensibilidade de coelhos
ao colesterol dietético leva a um rapido desenvolvimento de hipercolesterolemia grave com

aterosclerose proeminente (FAN, et al., 2014).

Nas ultimas décadas, uma variedade de modelos de periodontite em camundongos
foram estabelecidos e efetivamente aplicados a exploracdo do mecanismo da periodontite e a
eficacia de novos tratamentos (GRAVES, et al., 2008; MARCHESAN, et al., 2018).

O estudo de Abe, et al., em 2013 publicou a imagem e a descri¢cdo detalhada do
método da inducdo de periodontite por ligadura em camundongos, dessa forma facilitando a

técnica entre pesquisadores e sendo mais amplamente utilizada.

Nos ultimos anos, alguns pesquisadores tém usado fios de nylon, seda e algodao para
ligadura em camundongos e ratos (DE MOLON, et al., 2014; FINE, et al., 2021; OHNISHI,
et al., 2010). De fato, a administracdo oral de bactérias e injecdo local de lipopolissacarideo
(LPS) ou Porphyromonas gingivalis também sdo métodos comumente usados para estabelecer
a periodontite em camundongos (ROJAS, et al., 2021).

Além disso, a administracdo bacteriana adicional em camundongos com periodontite
induzida por ligadura mostrou um aumento na gravidade da periodontite (AKKAQUI, et al.,
2021; Ql, et al., 2019).
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Outros estudos associaram a indugdo da periodontite por ligadura, com outros metodos
como ligadura + lipossacarideos, ligadura + P gengivalis, ligadura com inje¢do de nicotina
(AKKAOQUI, et al., 2021; CAO, et al., 2021; KUBOTA, et al.,, 2016). Entre os varios
métodos empregados para mimetizar a periodontite em animais, 0 modelo mais utilizado € a
inducgéo por ligadura (DE MOLON et al., 2013; DE MOLON, et al., 2014, DE MOLON, et
al., 2016; PIRIH, et al., 2015).
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3. JUSTIFICATIVA

Atualmente, na literatura existem diferentes protocolos para a inducdo da periodontite
em camundongos e em outras espécies animais, variando tanto no procedimento cirdrgico,
materiais utilizados e tempo de eutanasia. Buscando investigar o processo de instalacdo e
progressdo da periodontite experimental, considerou-se importante comparar protocolos
utilizando fios de seda e algoddo em mandibulas de camundongos em diferentes tempos de
eutandsia, j& que tem sido um dos modelos animais que tem apresentado uma reabsorcao
Ossea significante, com melhor manejo e menos custos financeiros. Assim, esperou-se
encontrar 0 momento em que a doenca é estabelecida, bem como o pico de reabsorcéo,
investigando se ha diferenca conforme o material da ligadura. A pesquisa é importante, uma
vez que a melhor compreensdo do modelo permite o delineamento de estudos que
investiguem abordagens farmacoldgicas em doencas Osseas inflamatdrias, por meio da

periodontite experimental em camundongos.



20

4. HIPOTESE

A periodontite induzida por fios de algoddo e seda resultam em diferentes picos de

reabsorcao Gssea alveolar em camundongos.
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5.OBJETIVOS

5.1 Objetivo geral
Comparar os diferentes niveis de reabsorcdo 6ssea alveolar nos diferentes tempos de
eutanasia utilizando fio de algod&o e seda na periodontite induzida por ligadura em mandibula

de camundongos.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar diferentes protocolos de inducdo da periodontite por ligadura em
camundongos, em relacédo ao tipo de fio e tempo de eutanésia.

Avaliar a perda 0ssea alveolar através de analises macroscopica do 0sso alveolar de
camundongos submetidos a periodontite.

Avaliar a inflamacéo através da analise do tecido gengival por ELISA para TNF-a.

Avaliar indiretamente a atividade osteoblastica atraves da dosagem seérica de fosfatase
alcalina 6ssea em camundongos submetidos a periodontite.

Avaliar o efeito sistémico através de variacdo de massa corpérea de camundongos

submetidos a periodontite.
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METODOLOGIA

6.1 Desenho do estudo e aspectos éticos

Este foi um estudo prospectivo, randomizado, controlado e cego, utilizando modelos
animais. Os pesquisadores envolvidos envidaram todos os esfor¢os para reduzir ao minimo o
numero de animais e o sofrimento destes, de acordo com os principios éticos para uso de
animais de laboratorio. O projeto foi iniciado somente apds aceito pela Comissdo de Etica no
Uso de Animais (09/20). Todo o processo de eutandsia dos animais foi realizado sob anestesia
prévia por xilazina (10 mg/kg-im) e cetamina (90 mg/kg-im), seguida por superdosagem com

as mesmas solucdes que determinara parada cardiorrespiratdria imediata.
6.2 Selegéo de animais

Foram utilizados 78 camundongos Swiss machos, com massa corporea entre 20 e 30
gramas. Esses animais foram procedentes do Biotério Central do Campus do Pici — UFC e
mantidos em gaiolas apropriadas, em nimero de 6 animais em cada uma delas. Os animais
receberam racdo comercial balanceada adequada e &gua a vontade, e permaneceram nas
mesmas condi¢es ambientais de ciclos claros/escuros de 12 h e temperatura de 22 °C durante

todo o experimento.

6.3 Modelo de periodontite induzida por ligadura em camundongos

A periodontite foi induzida pela inser¢do de uma ligadura (4.0) em torno dos primeiros
molares inferiores esquerdos. Os animais foram anestesiados, por via intraperitoneal, com 90
mg/kg de cloridrato de cetamina associado a 10 mg/kg de cloridrato de xilazina e foram
colocados em decubito ventral em uma mesa para roedores, com afastadores orais apoiados
nos dentes incisivos. Para insercdo do fio, foram utilizados espacadores digitais endodonticos
C, a fim de criar um espaco entre o primeiro e o segundo molar. A ligadura foi posicionada
cuidadosamente no sulco gengival e 0 nd posicionado mesialmente. Os animais foram
eutanasiados apos 3, 5, 7, 11, 14 e 21 dias da indugdo da periodontite para definir o tempo
ideal correspondente ao pico de reabsorcdo Ossea alveolar (BONATO, et al.,, 2012,
OLIVEIRA, et al. 2019; PEREIRA, et al., 2019; ABE, HAJISHENGALLIS, 2013). Dessa

forma, os animais foram divididos nos grupos conforme o quadro 1.
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Quadro 1: Grupos experimentais

Arcada Inducdo da | Tipo de | Tempos de | Quantidade de animal
periodontite | fio eutanasia
Mandibula | Sim Seda4.0 |[3,5 7,11, 14 e | 36 (6 para cada tempo de
21 dias eutanasia)

Mandibula | Sim Algoddo |3, 5,7, 11, 14 e | 36 (6 para cada tempo de
4.0 21 dias eutanasia)

Mandibula | Ndo (Naive) | Ndo  se | 21 dias 6
aplica

6.3.1 Andlise macroscépica da reabsorcéo 6ssea alveolar

Ap0s a eutanasia dos animais, suas mandibulas foram removidas e fixadas em formol
tamponado a 10%, durante 24 horas. A seguir, as arcadas foram separadas em duas
hemiarcadas. A hemiarcada esquerda foi dissecada e corada com azul de metileno a 1%, com
0 objetivo de discriminar 0 0sso dos dentes, 0s quais se coram em menor intensidade (LIMA,
et al., 2000; LIMA, et al., 2004). Para a quantificacdo da reabsorcéo 6ssea, a hemiarcada foi
acomodada com massa de modelar em Iaminas para posterior fotografia em camera digital
Nikon™ (Nikon D40, Melville, NY, USA), com magnificagdo em lupa. As imagens foram,
entdo, avaliadas junto ao programa de computador Image J (ImageJ 1.44p, National Institute
of Health; EUA), considerando demarcacao desde a juncdo cemento-esmalte até a borda dssea
remanescente. Essa area foi comparada a outra previamente conhecida (5 x 5 mm?) (KUHR,
et al., 2004).

6.3.2 ELISA para TNF-«a

Para o ELISA, foram coletados tecidos gengivais das hemiarcadas direitas e esquerda
e congelados em -80 °C de 6 animais por grupo, para que fosse possivel a realizagdo das
andlises.

Os niveis gengivais de TNF-o foram, entdo, dosados nas referidas amostras. Para isso,
os tecidos coletados foram homogeneizados e processados como descrito por Safieh-
Garabedian, et al., (1995). A deteccdo da proteina TNF-a foi determinada por ELISA, como
descrito previamente (CUNHA, et al., 1993). Resumidamente, placas para ELISA foram
incubadas por 12 h a 4 °C com anticorpos de captura anti- TNF-a (2 pg/ml). Apos o bloqueio
das placas, as amostras e a curva padrdo foram adicionadas em duplicata em varias diluicdes e

incubadas por 2 h a 4 °C. As placas foram lavadas trés vezes com solugéo tampéo e incubadas
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com anticorpo de deteccdo durante 2 h. Ap6s o periodo de incubacgéo, as placas foram lavadas
e 50 pL do complexo HRP-avidina diluido 1:200 foram adicionados. O reagente de cor o-
fenilenodiamina (OPD, 50 ul) foi adicionado 15 min depois e as placas foram incubadas no
escuro a 37 °C por 15 a 20 min. A reacdo enzimatica foi parada com H,SO4; 2N e a

absorbancia medida em 450 nm. O resultado foi expresso em pg/ml.

6.4. Analise sistémica
6.4.1 Dosagem sérica da fosfatase alcalina dssea

No momento da eutanasia, foram coletadas 0,5 ml de sangue por puncéo cardiaca de
todos os camundongos submetidos a periodontite e do grupo naive. A dosagem da Fosfatase
Alcalina Ossea (FAO) foi baseada na metodologia de inativacio térmica (MOSS, WHITBY,
1975), e realizada no laboratdrio de Patologia Clinica SOS PET (Sobral-CE).

6.4.2 Andlise da variacdo de massa corpdrea

Todos os animais tiveram suas massas corpdreas medidas antes da cirurgia e, no
momento anterior a eutanasia. Os valores encontrados foram expressos como a varia¢do de

massa corporea (g) em relacdo a massa inicial.

6.5 Analise estatistica

Os resultados paramétricos, de acordo com a normalidade, foram expressos como
Média + EPM. Para comparacdes entre os grupos foram utilizados: One Way Anova seguido
pelo teste de Bonferroni, ou teste t de Student ndo pareado. Em todas as situacdes, foi
adotado o nivel de significancia p<0,05. Foi utilizado o programa de estatistica GraphPad
Prism® versdo 5.0 (La Jolla-CA, EUA).
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7 RESULTADOS

7.1 Reabsorcédo 6ssea alveolar (ROA)

A reabsorcdo 6ssea alveolar (ROA) foi analisada a partir da distancia entre a juncao
cemento-esmalte e a crista 6ssea alveolar (JCE-COA), medida em mm? dos trés molares
mandibulares. Dessa forma, foi observada que a colocagdo do fio de algod&o em torno dos
primeiros molares mandibulares de camundongos induziu uma significante ROA, em relacédo
aos animais Naive, a partir do dia 5. Essa ROA apresentou uma curva ascendente no decorrer
dos dias, com pico no 11° dia, em relagdo ao sétimo dia. Ap6s esse pico, houve uma tendéncia
a reducdo na ROA aos 14 e 21 dias de ligadura, retornando aos niveis semelhantes de ROA
obtidos no 7° dia (Figura 1 A). A figura 1 B, mostra a curva de ROA em animais em que a
periodontite foi induzida pela colocacdo do fio de seda em torno dos primeiros molares
mandibulares. Diferente do observado com o fio de algodéo, o fio de seda induziu ROA
significante, em relagdo aos animais Naive, somente a partir do dia 7. Essa ROA apresentou
um pico no 11° dia. De forma semelhante ao observado com o fio de algodéo, apds esse pico,
houve uma tendéncia de reducdo na ROA nos 14° e 21° dias, retornando aos niveis de ROA
obtidos no 7° dia. O aspecto macroscépico das mandibulas pode ser visualizado na figura 3, a
saber intensa ROA, exposicdo das raizes e lesdo de furca.
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Figura 1: Reabsorcdo 6ssea (JCE-COA) na mandibula de camundongos submetidos a periodontite. A
periodontite foi induzida pela colocacdo de fio de algoddo (A) ou seda (B) no primeiro molar inferior e os
camundongos foram eutanasiados apés 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados representam a média + EPM da
reabsorco 6ssea, de 6 animais por grupo. “p<0,05 em relagdo ao Naive, *p<0,05 relacdo ao grupo 3 dias,
$p<0,05 em relagdo ao grupo 5 dias, 'p<0,05 em relagdo ao grupo 7 dias. (Anova, teste de Bonferroni).

Além das comparagdes entre os dias, para determinado tipo de fio, também foram
realizadas comparagdes entre os tipos de fio, nos diferentes tempos de eutandsia. Foi
observado que a ROA nos animais em que a periodontite foi induzida com fio de algodao foi

significantemente maior do que naqueles em que a periodontite foi induzida com fio de seda,
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nos dias 3 (Figura 2 A) e 5 (Figura 2 B). A partir do 7° até o 21° dia, essa ROA foi semelhante
para os dois tipos de fio (Figura 2 C-F).
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Figura 2: Comparagao entre reabsorcédo 6ssea (JCE-COA) na mandibula de camundongos submetidos a
periodontite com fios de algod&o ou seda. A periodontite foi induzida pela colocacéo de fio de algod&o ou seda
no primeiro molar inferior e os camundongos foram eutanasiados ap6s 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21
(F) dias. Os dados representam a média + EPM da reabsorcéo 6ssea alveolar, de 6 animais por grupo. “p<0,05
em relacdo ao grupo algodédo (Test t de Student).



28

S

11° dia seda

—— — = -
- -

11° dia algodédo
Lo I

J J-.b"-

14° dia algoddo - ‘

14° dia seda

-

21° dia algodéo 21° dia seda

Figura 3: Aspecto macroscopico das mandibulas. Mandibulas dissecadas e coradas com azul de metileno nos

grupos experimentais. Coluna A: algodéao (naive, 3°, 5°, 7°, 11°, 14° e 21° dias) e coluna B: seda (naive, 3°, 5°,
7°,11°, 14° e 21° dias).
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7.2 Dosagem de TNF-a

Na figura 4 pode-se observar que a colocagdo do fio de algoddo em torno dos
primeiros molares mandibulares de camundongos, ndo promoveu alteragdes significantes nos
niveis gengivais de TNF-0, em nenhum dos fios em relagdo ao Naive. Pontualmente, foram
observadas diferencas significantes nos niveis dessa citocina, entre 0os animais do grupo
algodao eutanasiados no 5° dia em relagdo aqueles eutanasiados no 14° dia, com niveis mais
elevados de TNF-a no 5° dia. Ademais, no 11° dia, os niveis gengivais de TNF-a foram
significantemente maiores nos animais do grupo algoddo, em relacdo ao grupo seda (Figura
5D).

Figura 4: Niveis gengivais de TNF-a em camundongos submetidos a periodontite. A periodontite foi
induzida pela colocagdo de fio de algoddo (A) ou seda (B) no primeiro molar inferior e os camundongos foram
eutanasiados apos 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados representam a média £ EPM dos niveis gengivais de
TNF-q, de 6 animais por grupo. °p<0,05 em relacio ao grupo 5 dias (Anova, teste de Bonferroni).
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Figura 5: Comparagédo dos niveis gengivais de TNF-a em camundongos submetidos a periodontite com
fios de algodao ou seda. A periodontite foi induzida pela colocacdo de fio de algoddo ou seda no primeiro molar
inferior e os camundongos foram eutanasiados ap6s 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados
representam a média + EPM dos niveis gengivais de TNF-a, de 6 animais por grupo. “p<0,05 em relagdo ao
grupo algoddo (Test t de Student).
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7.3 Dosagem sérica de fosfatase alcalina 6ssea (FAO)

Os niveis séricos de fosfatase alcalina dssea foram dosados no momento da eutanasia dos
animais. Nos animais em que a periodontite foi induzida com o fio de algodéo foi observado que
um aumento significante nos niveis dessa enzima, em relacdo aos valores normais (Naive), apos
11 dias de ligadura (Figura 6 A). Além disso, nos dias 7, 11 e 21 foi observado um aumento
significante da FAO em relacdo ao observado no dia 3. Por outro lado, nos animais em que a
periodontite foi induzida com o fio de seda foi observada uma reducéo significante da FAO nos
dias 14 e 21 em relacéo ao observado no dia 3 (Figura 6 B). Quando comparados os tipos fios, no
3° dia, os niveis de FAO foram significantemente maiores no grupo seda (Figura 7 A). Nos dias
11 e 21, por sua vez, esses valores foram significantemente menores nesse grupo, quando

comparado ao grupo algodao (Figura7 D e F).
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Figura 6: Niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea em camundongos submetidos a periodontite. A
periodontite foi induzida pela colocacéo de fio de algod&o ou seda no primeiro molar inferior e os camundongos
foram eutanasiados ap6s 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados representam a média +
EPM dos niveis séricos de fosfatase alcalina 6ssea, de 6 animais por grupo. “p<0,05 em relagdo ao Naive,
*p<0,05 relacdo ao grupo 3 dias (Anova, teste de Bonferroni).
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Figura 7: Comparacdo dos niveis séricos de fosfatase alcalina dssea em camundongos submetidos a
periodontite com fios de algodao ou seda. A periodontite foi induzida pela colocacéo de fio de algoddo (A) ou
seda (B) no primeiro molar inferior e os camundongos foram eutanasiados ap0ds 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os
dados representam a média £ EPM dos niveis séricos de fosfatase alcalina 0ssea, de 6 animais por grupo.
#p<0,05 em relagéo ao grupo algodao (Test t de Student).
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7.4 Variacdo de massa corporea

Os animais tiveram suas massas corpdreas medidas antes da cirurgia e, imediatamente
antes da eutanasia. Os valores encontrados foram expressos como a variagdo de massa
corporea (g) em relacdo a massa inicial (Figura 8). Nao foram observadas alteracGes
significantes na variacdo de peso dos animais submetidos a periodontite com os ambos o0s

fios, em todos 0s momentos de eutanasia, quando comparado aos animais Naive.
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Figura 8: Variacdo de massa corpdrea em camundongos submetidos a periodontite. A periodontite foi
induzida pela colocagdo de fio de algoddo (A) ou seda (B) no primeiro molar inferior e os camundongos foram
eutanasiados apés 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados representam a média £+ EPM da variacdo de massa
corporea, de 6 animais por grupo. Anova, teste de Bonferroni.
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DISCUSSAO

O estudo Global Burden of Disease (1990-2010) mostrou que as condicdes orais
continuam a ser um importante problema de salde publica; globalmente, 796 milhdes de
pessoas apresentam periodontite grave, enquanto 267 milhdes de pessoas tém edentulismo
total. Consequentemente, a periodontite € a sexta doenca mais prevalente em todo o mundo
(KASSEBAUM, et al., 2014). Diversos modelos experimentais séo utilizados a fim de uma
melhor compreensdo sobre o tecido 6sseo e 0s processos de reabsorcdo e formacdo Ossea,
assim como para avaliacdo da atividade de farmacos ou biomateriais em tais processos. A
periodontite induzida em roedores tem sido amplamente utilizada para esse objetivo, inclusive
por nosso grupo de pesquisa, particularmente para avaliar condi¢bes cuja reabsorgdo é
decorrente da instalacdo de um processo inflamatério, por se caracterizar como um modelo
que resulta em reabsorcéo dssea alveolar significante (LIMA, et al., 2000; LIMA, et al., 2004;
BEZERRA, et al., 2000).

Vaérios estudos sugeriram que o envelhecimento e o sexo afetam a periodontite
induzida por ligadura (WENNSTROM, et al, 1993; PAPANAOU, WENNSTROM, 1990;
SKUDUTYTE-RYSSTAD, et al. 2007; HUGOSON, NORDERYD, 2008; HUGOSON, et al.,
2008). Além disso, embora o modelo de periodontite seja amplamente utilizado na literatura
para o estudo de processos reabsortivos 6sseos inflamatdrios, existe uma grande variedade de
protocolos de inducdo da doenga (GARLAT, et al., 2006; KUBOTA, et al., 2016;
OLIVEIRA, et al., 2019; AKKAOUI, et al., 2021; AN, et al., 2021; TOMINA, et al., 2022).
Dessa forma, essa pesquisa objetivou comparar a reabsorcao dssea alveolar utilizando fio de
seda e algoddo na periodontite induzida em mandibula de camundongos em uma curva
temporal de indugdo da doenca. Considerando dessa forma definir um melhor tempo de
eutandsia na doenca periodontal experimental em camundongos, bem como as diferencas
alcancadas conforme o fio. Em relacdo a inducdo de periodontite na mandibula de
camundongos, foi observada reabsorcao 0ssea alveolar significante, em relacdo ao Naive, nos
animais em que a periodontite foi induzida com fio de algodao, a partir do dia 5, tendo pico
maximo aos 11 dias, enquanto nos animais em que a periodontite foi induzida com fio de
seda, essa reabsorcdo 0ssea alveolar foi significante a partir do dia 7. Além disso, nos dias 3 e
5, a reabsorcédo 6ssea alveolar foi maior nos animais com fio de algoddo, em relagdo aqueles
com fio de seda. Assim, aparentemente a doenca é mais precocemente estabelecida quando da

utilizacéo do fio de algodéo.
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De acordo com Candeo, et al. (2017), o protocolo de periodontite foi induzido por
ligadura em mandibula usando fio seda 6.0 no tempo de eutanasia de 15 dias em
camundongos machos e observou-se aumento da reabsorcdo dGssea no grupo periodontite
quando comparado ao grupo controle (CANDEO, et al., 2017). No estudo de Marchesan, et
al. (2018), a periodontite foi avaliada por ligadura em maxila usando fio seda em
camundongos fémeas e observaram que a perda Ossea alveolar ébvia é observada apenas a
partir do 6° dia. Esses autores constataram que, no geral, a ativacdo dos osteoclastos e a perda
Ossea alveolar ocorrem principalmente na fase inicial (dias 3 a 9) e é seguido por uma
diminuicdo na fase posterior 9° ao 18° dia (MARCHESAN, et al., 2018). Apesar das
diferencas de protocolo, nossos achados também mostram uma curva ascendente de ROA,

com tendéncia a reducdo a partir do dia 14.

Em relacdo a modelos de periodontite, utilizando fio de algoddo, Dos Santos, et al.
(2022) demonstraram que inser¢do da ligadura usando fio algoddo em ratos machos e
eutanasiados com 14 dias resultou em importante perda éssea no grupo ndo tratado (DOS
SANTOS, et al., 2022). De forma semelhante, o estudo de De Almeida, et al. (2015), em que
a periodontite foi induzida por ligadura em mandibula de ratos machos usando fio algoddo n°
24 e com eutandsia nos dias 14, 22 e 37, demonstrou perda 6ssea alveolar grave no grupo

periodontite sem tratamento.

Semelhante ao protocolo utilizado em nosso estudo, fio 4.0 em mandibulas de
camundongos, Oliveira, et al. (2019) também verificaram perda &ssea significante,
especificamente na regido de furca do primeiro molar. Pereira, et al., 2019, também relataram
alto grau de perda 6ssea alveolar em mandibula em camundongos fémeas usando fio seda 5.0
e observaram acentuada perda 0ssea nos animais com periodontite, quando comparado ao
grupo controle. Através do demonstrado, esses estudos mostram protocolos de periodontite
realizados em camundongos machos e fémeas em tempos de eutanasia semelhantes ao de

nosso estudo e com perda 0ssea alveolar semelhante aos nossos achados.

As células imunes estdo envolvidas na manutencdo de um equilibrio periodontal
saudavel. Os tecidos periodontais produzem vérias citocinas pro-inflamatdrias que participam
da osteoclastogénese e degradacdo do coldgeno na periodontite; estes incluem interleucinas
(por exemplo, IL-1a, IL-1p e IL-6), fator de necrose tumoral-o, metaloproteinases e fator
estimulante de colonias de granulocitos (HAJISHENGALLIS, SAHINGUR, 2014,
KURGAN, KANTARCI, 2018). A literatura mostra que por se tratar de uma doenca
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inflamatoria, diversos mediadores inflamatdrios participam do processo de destruicdo tecidual
na periodontite, como TNF-a, IL-1pB, IL-6, IL-17, prostaglandina E, e metaloproteinases de
matriz (MMP) (YUCEL-LINDBERG, BAGE, 2013). De fato, os niveis aumentados de
interleucinas e TNF-a, observados na doenga, favorecem a reabsor¢ao Ossea por estimularem
a osteoclastogénese atraves da diferenciacdo de pré-osteclastos em osteoclastos maduros, pelo
aumento da expressao do ligante do receptor ativador do fator nuclear k-B (RANKL) e do seu
receptor (RANK), e pela reducdo da expressdo de osteoprotegerina (OPG) (YUCEL-
LINDBERG, BAGE, 2013).

Nesse contexto, considerando o papel do TNF-a na patogénese da doenca, foi
realizada a dosagem dos niveis gengivais dessa citocina em todos 0s tempos experimentais.
No estudo de Ishii et al. (2022), o tecido periodontal isolado de camundongos com
periodontite induzida por ligadura, os niveis de TNF-o, RANKL e IGF-1 foram todos
significativamente maiores em comparagdo com o grupo controle sem ligadura (ISHII, et al,
2022). Candeo, et al. (2017), relataram aumento na expressdo de IL-1pB, IL-6 e TNF-a no
grupo periodontite quando comparado a ao grupo controle. Portanto, embora estudos em
animais também relatem o aumento de TNF-a ap6s a indugio da periodontite (GUIMARAES,
et al., 2016), no nosso estudo, ndo foram observadas diferencas significantes dos niveis de
TNF-0 em animais submetidos a periodontite em relacdo aqueles em que a doenga nao foi

induzida.

Especificamente sobre o processo reabsortivo subjacente a periodontite, estudos
prévios do nosso grupo de pesquisa correlacionam reducdo dos niveis de fosfatase alcalina
0ssea, enzima importante no processo de mineralizacdo do 0sso, e a reabsorcdo 6ssea alveolar
em ratos submetidos a periodontite (GUIMARAES, et al., 2016; GOES, et al., 2019). No
entanto, essa associacdo deve ser analisada com cautela, uma vez que a literatura também
mostra 0 aumento sérico dessa enzima em doengas reabsortivas, como a osteoporose (NIZET
et al., 2020). Nossos achados indicam o aumento da FAO no 11° dia de ligadura com o fio de

algodéo, coincidindo, portanto, com o pico de reabsorcao 6ssea alveolar.

Em nosso estudo ndo foram observadas alteragdes significantes na variacdo de peso
dos animais submetidos a periodontite com os ambos os fios, em todos os momentos de
eutanasia, quando comparado aos animais Naive. Pereira, et al. (2019) relataram que o grupo
de animais com ligadura apresentou perda de peso em relacéo ao grupo controle, mas retornou

rapidamente ao peso do grupo controle (PEREIRA, et al., 2019). De acordo com Tomina, et
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al. (2022), ndo houve diferengas estatisticamente significativas em relacdo ao peso em
nenhum dos grupos experimentais ou o grupo de controle. No entanto, para o grupo controle,

0 ganho de peso foi maior.
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CONCLUSAO

Em suma, nossos resultados indicam a ROA é alcancada tanto com a utilizacdo de fios
de seda e algodéo, no entanto, é mais precocemente estabelecida quando da utilizacdo do fio
de algodéo.

A inflamacdo, avaliada unicamente pelos niveis gengivais de TNF-a, ndo refletem o
aumento da ROA.

Os niveis de FAO indicam aumento dessa enzima em processos reabsortivos.
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