UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

VINICIUS IBIAPINA MASCARENHAS

CARACTERIZACAO DAS ALTERACOES TECIDUAIS EM DOIS MODELOS
DE INDUCAO DE DOENCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL EM
CAMUNDONGOS

Araraquara
2014



UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“JULIO DE MESQUITA FILHO”
FACULDADE DE ODONTOLOGIA DE ARARAQUARA

VINICIUS IBIAPINA MASCARENHAS

CARACTERIZACAO DAS ALTERACOES TECIDUAIS EM DOIS MODELOS
DE INDUCAO DE DOENCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL EM
CAMUNDONGOS

Dissertacdo apresentada ao Programa de Pos-
Graduagcdo em Odontologia — Area de
Periodontia da Faculdade de Odontologia de
Araraquara, da Universidade Estadual
Paulista, para o titulo de Mestre em

Odontologia.

Orientador: Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli

Araraquara
2014



Mascarenhas, Vinicius Ibiapina
Caracterizacdo das alteragdes teciduais em dois modelos de indugéo de
doenca periodontal experimental em camundongos / Vinicius Ibiapina
Mascarenhas. - Araraquara: [s.n.], 2014.
70 f.; 30 cm.

Dissertacdo (Mestrado) - Universidade Estadual Paulista,
Faculdade de Odontologia
Orientador: Prof. Dr. Joni Augusto Cirelli

1.Doencas periodontais 2. Porphyromonas gingivalis 3. Ligadura
I.Titulo

Ficha catalografica elaborada pela Bibliotecria Disleide Silvia Valério Gounella CRB-8/5629
Servigo Técnico de Biblioteca e Documentagédo da Faculdade de Odontologia de Araraquara / UNESP



VINICIUS IBIAPINA MASCARENHAS

CARACTERIZACAO DAS ALTERACOES TECIDUAIS EM DOIS MODELOS
DE INDUCAO DE DOENCA PERIODONTAL EXPERIMENTAL EM

CAMUNDONGOS

COMISSAO JULGADORA

DISSERTACAO PARA A OBTENCAO DO GRAU DE MESTRE

Presidente e Orientador: Joni Augusto Cirelli
2° Examinador: Daniela Leal Zandim-Barcelos

3° Examinador: Rafael Silveira Faeda

Araraquara, 17 de Marco de 2014.



DADOS CURRICULARES

VINICIUS IBIAPINA MASCARENHAS

NASCIMENTO: 25/08/1988
FILIACAO: RISOLEIDA IBIAPINA MASCARENHAS

ROBERT COSTA MASCARENHAS

2006/2011 — Curso de Graduacdo em Odontologia pela Universidade Federal
do Piaui — UFPI

2010/2011 — Aperfeicoamento em Cirurgia Oral Menor pela Associagédo
Brasileira de Cirurgides Dentistas — ABCD/PI

2011/2013 — Curso de Especializagdo em Implantodontia pela Fundagéo
Araraquarense de Ensino e Pesquisa em Odontologia — FAEPO

2012/2014 — Curso de Pés-Graduagio em Odontologia, Area de Periodontia,
Nivel Mestrado, pela Faculdade de Odontologia de Araraquara
da Universidade Estadual Paulista — FOAr / UNESP

2013/2014 - Atualizacdo em Dentistica Estetica Integrada pela Fundagéo
Araraquarense de Ensino e Pesquisa em Odontologia - FAEPO

2013/2015 — Curso de Especializacdo em Periodontia pela Faculdade Herrero

Unidade Avangada FAEPO.



DEDICATORIA

Dedico este trabalho a todos os animais que contribuiram para o melhor
entendimento das patologias e, consequentemente, pela busca constante por melhores
tratamentos e melhoria da nossa saude.

"A compaixdo para com 0s animais € uma das mais nobres virtudes da

natureza humana". - Charles Darwin.



AGRADECIMENTOS

Agradeco ao meu orientador, Joni Augusto Cirelli, pela paciéncia, pelos
conhecimentos passados em relacdo a pesquisa cientifica, pela compreencdo nos
momentos que precisei e por me chamar atengdo nos momentos que eu faltei. Muito
obrigado por ser sempre solicito, por fazer realmente seu papel de orientador, por
sempre disponibilizar de tempo para me atender e me orientar na pesquisa, iSSo Sim
faz de vocé um excelente orientador. Peco desculpas se em algum momento deixei a
desejar como orientado mas saiba que sempre procurei melhorar e sempre valorizei
seus ensinamentos.

Agradeco a todos o0s participantes dessa pesquisa, que direta ou
indiretamente contribuiram para o enriquecimento deste trabalho e sem divida para
o fortalecimento da Odontologia baseada em evidéncias cientificas. Obrigado pelos
ensinamentos, conselhos, dicas, incentivos de todos vocés. Obrigado pela educacéo,
disposicao e por dedicar seu tempo a desenvolver esse projeto, sem a ajuda de cada
um de vocés ndo seria possivel a realizacdo desse trabalho. Sem ddvida, com vocés
adquiri conhecimentos que levarei para sempre fazendo o que cada dia me sinto mais
feliz em fazer, pesquisar, buscando sempre a satde bucal (e geral) de todos.

Livia Finotti, Andressa, Erica, Claudinha, Leandro, Daniela Zandim-Barcelos,
Morgana, Guilherme... obrigado a todos pela sua contribuicéo.

Muito obrigado a Coordenacdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel
Superior (CAPES) pelo apoio financeiro que me ajudou a desenvolver esse trabalho.

Muito obrigado a Faculdade de Odontologia de Araraquara e a Universidade

Estadual Paulista, pelo apoio financeiro, pela estrutura fisica oferecida. Obrigado a



todos os funcionarios desta faculdade e obrigado a todos os professores que
contribuiram para meu crescimento como pessoa e como profissional.

Agradeco a Banca Avaliadora, que tem o importante papel de poder enxergar
0 que ndo enxergamos e de nos ajudar a melhorar ainda mais nosso trabalho, muito

obrigado pela sua contribuicao.

AGRADECIMENTO ESPECIAL

Agradeco especialmente ao Rafael Scaf de Molon.

Sem seu empenho e dedicacdo ndo seria possivel realizar esse trabalho da
maneira que foi realizado. Obrigado pelos conselhos, pelo incentivo em pesquisar,
pelo estimulo em escrever, pelos ensinamentos tanto na parte laboratorial quanto na
parte cientifica. Terei vocé como referéncia e exemplo em profissionalismo,
dedicacdo e vontade. Vocé foi mais que um participante ativo da pesquisa foi um

verdadeiro Co-Orientador e tem todo 0 meu respeito e minha admiragé&o.



"Mesmo desacreditado e ignorado por todos, ndo posso
desistir, pois para mim, vencer é nunca desistir."

Albert Einstein



Mascarenhas VI. Caracterizacdo das alteracOes teciduais em dois modelos de
inducdo de doenca periodontal experimental em camundongos [Dissertacdo de

Mestrado]. Araraquara: Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP; 2014.

RESUMO

A periodontite ¢ uma doenca infecciosa caracterizada por um processo
inflamatdrio crénico do periodonto mediada e modulada pelo hospedeiro. Esta
patologia resulta na destrui¢do do tecido conjuntivo gengival e dos tecidos de suporte
dos dentes. De modo a avaliar tanto a patogénese da doenca periodontal quanto as
diversas modalidades de tratamento, diferentes modelos animais de periodontite
experimental tém sido propostos e utilizados. O beneficio do uso destes modelos
resulta no fato de que eles permitem uma avaliagdo da doenca de uma forma
longitudinal, com caracteristicas de inicio e progressdo semelhantes em diversos
animais. O objetivo deste estudo foi caracterizar e avaliar comparativamente as
alteragdes teciduais provocadas por dois modelos de doenca periodontal experimental
em camundongos: ligadura e gavagem oral. Para isto, foram utilizados 48
camundongos C57/BL6 wild type (WT), divididos em 4 grupos: Grupo C - Controle
negativo, Grupo L — Ligadura (inducdo da doenca periodontal por meio de ligaduras),
Grupo G-Pg - Gavagem de Porphyromonas gingivalis (inducdo por meio de
inoculacbes de Pg) e Grupo G-PgFn — Gavagem de Porphyromonas gingivalis +
Fusobacterium nucleatum. Os animais foram sacrificados em dois periodos
experimentais: 45 e 60 dias ap0s o inicio da inducdo da doenca periodontal.
Observou-se perda 6ssea alveolar significativa apenas no grupo L, por meio de anélise
estereométrica, microtomografia computadorizada(uCT) e imunohistoquimica. A

colonizacao bacteriana nos grupos de gavagem foi confirmada por meio de PCR em



tempo real. Concluimos que o modelo de ligadura foi efetivo em induzir a doenca
periodontal nos pardmetros utilizados ao contrario da gavagem oral.

Palavras-chave: Doengas Periodontais, Porphyromonas gingivalis, Ligadura.



Mascarenhas VI. Characterization of tissue changes in two models of
experimental induction of periodontal disease in mice [Dissertagdo de Mestrado].

Araraquara: Faculdade de Odontologia de Araraquara, UNESP; 2014.

ABSTRACT

Periodontitis is an infectious disease characterized by a chronic inflammatory
process of periodontal mediated and modulated by the host. This disease results in the
destruction of conective tissue and supporting tissues of the teeth. In order to evaluate
both the pathogenesis of periodontal disease and the various treatment modalities,
different animal models of experimental periodontitis have been proposed and used.
The benefit of using these models results in the fact that they allow an evaluation of a
longitudinal disease with similar characteristics of start and progression in several
animals. The aim of this study was to characterize and evaluate tissue changes caused
by two models of experimental periodontal disease in mice: ligature and oral gavage.
For this, 48 C57/BL6 mice wild type (WT) mice were divided into 4 groups: Group C
- Negative Control, Group L - Ligature (induction of periodontal disease by ligatures),
Group G-Pg - Porphyromonas gingivalis Gavage (induction by Pg inoculations) and
Group G-PgFn - Porphyromonas gingivalis + Fusobacterium nucleatum Gavage. The
animals were sacrificed at two experimental periods: 45 and 60 days after the
induction onset of periodontal disease. Significant bone loss only in the group L by
means of stereometric analysis, computed microtomography (UCT) and
immunohistochemistry was observed. The bacterial colonization in groups of gavage
was confirmed by PCR in real time. We conclude that the model of ligature was
effective in inducing periodontal disease parameters used in contrast to oral gavage.

Keywords: Periodontal Diseases, Porphyromonas gingivalis, Ligature.



6

7

SUMARIO

INTRODUCAO 13
REVISAO DE LITERATURA 15
PROPOSICAO 24
MATERIAL E METODO 25
RESULTADO 39
DISCUSSAO 52
CONCLUSAO 59
REFERENCIAS 60

ANEXOS

69




13

1 INTRODUCAO

A periodontite € uma doenca infecciosa caracterizada por um processo
inflamatdrio crénico do periodonto mediada e modulada pelo hospedeiro. Esta
patologia resulta na destrui¢do do tecido conjuntivo gengival e dos tecidos de suporte
dos dentes, sendo considerada a forma mais prevalente de patologia 0ssea nos seres
humanos (Nahid et al.**, 2011; Page et al.*?, 1997). Na periodontite, o biofilme dental
tem se mostrado como o fator etioldgico priméario no inicio da inflamag&o gengival e
subsequente destruicdo dos tecidos periodontais (Haffagee, Socrasky?!, 1994).
Patdgenos periodontais presentes no biofilme produzem enzimas tais como,
colagenases e proteases, com efeitos prejudiciais aos tecidos periodontais. Estas
enzimas destroem o coladgeno da matriz extracelular, as membranas das células do
hospedeiro e produzem nutrientes para seu crescimento e posterior invaséo tecidual
(Kirkwood et al.*, 2007; Kinane et al.*°, 2005).

A permanéncia de um foco infeccioso em intima associagcdo aos tecidos
periodontais leva a ativacdo e manutencdo de uma resposta imune-inflamatdria com
carater cronico local. Tal resposta resulta na destruicdo tecidual por meio de
mecanismos que incluem a producgéo de citocinas, quimiocinas e enzimas envolvidas
na degradacdo de tecido conjuntivo e da expressdo de fatores de diferenciacdo e
ativacdo de osteoclastogénese. De modo a avaliar tanto a patogénese da doenca
periodontal quanto as diversas modalidades de tratamento, diferentes modelos
animais de periodontite experimental tém sido propostos e utilizados (Graves et al.?,
2008). O beneficio do uso destes modelos resulta no fato de que eles permitem uma
avaliacdo da doenca de uma forma longitudinal, com caracteristicas de inicio e
progressdo semelhantes em diversos animais, além de permitir analises da

composicao celular e molecular dos tecidos envolvidos (Graves et al.**, 2008).
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Entre as desvantagens de modelos de animais de pequeno porte esta o fato de
ndo apresentarem a mesma microbiota oral humana, algumas linhagens serem
naturalmente resistentes a periodontite e a dificuldade na realizacdo de determinados
experimentos e até mesmo a disponibilidade de tecidos para analise, devido ao
tamanho reduzido do animal. Embora alguns animais de grande porte como cées ou
primatas ndo-humanos apresentem cacteristicas de dentes e flora bucal similares aos
humanos, esses modelos experimentais possuem restricbes éticas, menor
disponibilidade de animais e custos elevados das pesquisas, dificultando ou mesmo
inviabilizando alguns estudos (Oz, Puleo™, 2011).

A variabilidade de modelos encontrada na literatura impede, muitas vezes, uma
comparacao direta entre os resultados e conclusfes dos diferentes estudos. Portanto,
trabalhos que avaliem comparativamente a progressdo e caracteristicas celulares e
moleculares dos diferentes modelos de inducdo da periodontite podem ser Uteis na
escolha do modelo a ser utilizado e na interpretacdo dos resultados encontrados na

literatura por estudos prévios.
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2 REVISAO DE LITERATURA

Microbiologia da Doenca Periodontal

Socransky et al.®®

(1998) examinaram as relagfes existentes entre as espécies
bacterianas na placa subgengival com a doenca periodontal cronica por meio do
método Checkerboard DNA-DNA Hybridization. Os autores avaliaram 13.261
amostras de placa subgengival e agruparam as espécies bacterianas em complexos:
Complexo vermelho, (P. gingivalis, T. forsythensis e T. denticola) Complexo laranja,
(F. nucleatum, F. periodonticum, P. intermedia, P. nigrescens, Micromonas micros,
Campylobacter showae, C. rectus, Campylobacter gracilis, Eubacterium nodatum e
Streptococcus  constellatus) Complexo verde, (Capnocytophaga gingivalis,
Capnocytophaga ochracea, Capnocytophaga sputigen, E. corrodens e A.
actinomycetemcomitans) Complexo amarelo, (Streptococcus - Streptococcus mitis, S.
sanguis, Streptococcus oralis, Streptococcus gordonii, Streptococcus intermedius) e
Complexo roxo, (A. odontolyticus e Veillonella parvula). Os autores deste estudo
observaram que algumas colonias de bactérias podem preceder outras; por exemplo, 0
complexo laranja antecede a colonizacdo do complexo vermelho, e isto pode explicar
a sequéncia evolutiva da doenca periodontal. Também foram observadas as relagdes
existentes entre certos complexos bacterianos e aspectos clinicos da doenca
periodontal. Os parametros de profundidade a sondagem e sangramento a sondagem,
por exemplo, mostraram relacdo direta com a presenca das especies do complexo
vermelho e, em certa extensdo, do complexo laranja.

Lopez et al.*® (2004) reportaram elevados niveis de P. gingivalis, T. forsythia,
T. denticola, ou seja, bactérias do complexo vermelho em individuos portadores de

periodontite cronica. Em concordancia, Socransky, Haffajee®® (2005) identificaram as
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bactérias Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e Tanarella forsythia
como os patdgenos periodontais comumente encontrados em biofilmes subgengivais
de individuos adultos com doenca periodontal. Aumento do numero de outras
especies de bactérias, como: Campylobacter rectus, Eubacterium nodatum, Prevotella
spp. Peptostreptococcus micros, Streptococcus intermedius e Fusobacterium
nucleatum, tem sido observado em bolsas periodontais profundas e a presenca destes
micro-organismos esta diretamente relacionada com aumento de profundidade de
sondagem e perda de insercéo (Kesavalu et al.*!, 2007).

Consideravel atencdo tem sido dada a Porphyromonas gingivalis e
Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bactérias estas, associadas com a
periodontite cronica e periodontite agressiva localizada, respectivamente (Holt,
Ebersole %, 2005). Faveri et al.'® (2009) descreveram a microbiota subgengival em
individuos portadores de periodontite agressiva localizada e compararam com a
microbiota de individuos com periodontite cronica generalizada e de individuos
periodontalmente saudaveis. As conclusdes apresentadas mostraram associacao do A.
actinomycetemcomitans com doenca periodontal agressiva e localizada, e outras
especies bacterianas, tais como P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, C. gracilis, E.
nodatum e P. intermédia representando importante papel na progressdo da doenca.
Bactérias periodontopatogénicas como P. gingivalis e A. actinomycetemcomitans
possuem mudltiplos fatores de viruléncia que estdo envolvidos na etiologia da doenga
periodontal.

Holt, Ebersole 2 (2005) dentre outros autores, consideraram a Porphyromonas
gingivalis como o micro-organismo desencadeante do processo ativo da doenca
periodontal. Contudo, evidéncias mostram que as interacfes entre diferentes espécies

bacterianas, sdo importantes fatores na patogénese da doenga periodontal (Gyorfi et
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al.?, 1994). Como exemplo, o Fusobacterium nucleatum, comumente encontrado no
biofilme subgengival de bolsas periodontais, participa das reacdes de adesdo e co-
agregacdo com outros patdégenos, como a P. gingivalis. Sinergismo patogénico entre
P. gingivalis e F. nucleatum em modelos animais foi anteriormente relatado por,
Baumgartner et al.®> (1992), Feuille et al.'” (1996) e Ebersole et al.'* (1997). Todos
estes estudos indicaram que houve maior patogenicidade do indculo misto destas
cepas bacterianas em comparagéo a inoculacgdo singular. Estas observacdes clinicas e
resultados experimentais sugerem que interacGes entre P. gingivalis e F. nucleatum
poderiam ter uma grande influéncia sobre a sobrevivéncia e patogenicidade

bacteriana.

Modelos Experimentais da Doencga Periodontal

Modelos experimentais em pesquisa podem ser definidos como a
materializacdo de uma parte da realidade. Assim, devem apresentar uma precisao
adequada, por meio de comprovacdo previa e pela demonstragdo das limitacbes em
relacdo a realidade que ir4 representar (Faveri et al.'®, 2009).

O desenvolvimento de modelos experimentais torna-se importante na medida
em que estes auxiliam na compreensdo da origem e da evolucdo da patologia nos
seres humanos. Nas ciéncias médicas, permitem o melhor conhecimento da fisiologia,
da etiopatogenia das doencas, da acdo de medicamentos ou dos efeitos das
intervencdes cirdrgicas (Tonetti et al.”°, 2005). A maior importancia dos modelos
experimentais esta relacionada ao respeito a barreira ética de ndo intervencdo primaria
experimental em humanos. Deste modo, o uso de modelos animais em pesquisa
periodontal € um passo necessario antes de ingressar em experimentacOes clinicas

com novas terapias de tratamentos. Neste sentido, 0 modelo experimental deve ser
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funcionalmente o mais semelhante possivel ao que se objetiva estudar (Hochman et
al.?®, 2005).

Estudos longitudinais de doencas periodontais em humanos possuem
dificuldades na avaliagdo dos mecanismos da doenca, uma vez que existem muitas
variaveis de dificil controle entre os pacientes como nivel de atividade,
susceptibilidade, progressdo e o tempo da presenca da doenca (Dumitrescu et al.™®,
2004). Por conseguinte, estudos em humanos séo limitados pela dificuldade em
estabelecer relages causais entre os diversos fatores e a destruicdo periodontal na
presenca da doenca.

Os modelos animais devem, obrigatoriamente, permitir a avaliagdo de
fendmenos bioldgicos naturais, induzidos ou comportamentais, que possam ser
comparados aos fendmenos humanos em questdo (Ferreira, Ferreira'®, 2003).
Contudo, encontrar um modelo animal de doencga periodontal, que reproduza todos 0s
aspectos da doenca humana é uma meta impossivel (Genco et al.?°, 2005).

A selecdo de um modelo experimental é determinada pelo objetivo da
pesquisa cientifica. O uso de grandes animais como macacos e cdes devem ser
reservados para a Ultima fase de validacdo de novos tratamentos, antes da utilizagao
em humanos. Na maioria dos casos sdo utilizados modelos experimentais com
pequenos animais, como ratos e camundongos (Struillou et al.**, 2010).

Os camundongos apresentam algumas caracteristicas comparaveis a doenca
humana como a incidéncia da doenca periodontal e a suscetibilidade a inducao
experimental de doenca periodontal (Wiebe et al.®’, 2001). Ao mesmo tempo, 0s
camundongos apresentam custo relativamente baixo, sdo de facil manejo, 0s
processos inflamatorios e imunologicos sdo extensamente estudados e bem

conhecidos e as caracteristicas genéticas sdo prontamente manipulaveis.
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A inducdo da doenca periodontal em ratos e/ou camundongos tem sido
realizada por varios métodos, com destaque para a colocacao de ligadura que vai atuar
como um nicho para colonizacio bacteriana (Klausen et al.*®, 1991), introducéo de
micro-organismos patogénicos por meio de gavagem (Fiehn et al.’®; 1992) e por meio
de injecdes de bactérias inativadas (Bezerra et al.”, 2002) ou LPS bacteriano (Klausen
et al.*, 1991). Muitos destes modelos de doenca periodontal experimental n&o foram
totalmente caracterizados em termos de sua evolucdo temporal da inflamacéo, das
alteragdes macroscopicas e das caracteristicas histologicas. Também, estudos que

comparem os diferentes modelos nestes diferentes aspectos sdo escassos.

Modelos Experimentais
Ligadura

A doenga periodontal induzida por ligadura em ratos foi descrita em 1966
(Rovin et al.*®, 1966) e é atualmente considerada um dos modelos mais utilizados em
pesquisas periodontais. Um fio de algoddo, seda ou nylon é colocado na area cervical
dos molares maxilares ou mandibulares de ratos para induzir grande acumulo de placa
e ulceragdo do epitélio do sulco. A placa aderida sobre o fio facilita a invaséo para o
tecido conjuntivo e leva a alteragdes no tecido periodontal similares as observadas em
periodontites humanas, como ruptura e migracao apical do epitélio juncional, influxo
de células inflamatdrias e perda das fibras do ligamento periodontal e destrui¢do dssea
(Klausen et al.*®, 1991).

Em ratos, a perda dos tecidos de insercéo e perda 0ssea ocorre previsivelmente
em um periodo de 7 dias (Bezerra et al.”, 2002). Assim como na periodontite em
humanos, a perda 0ssea alveolar nos modelos de ligadura € dependente da presenca de

bactérias. A composicdo de biofilmes acumulados ao redor da ligadura foi avaliada
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em ratos e apo6s 42 dias, foi observada a presenca de varias espéecies bacterianas
comumente encontradas em humanos, como a Fusobacterium nucleatum e
Porphyromonas gingivalis (Duarte et al.*, 2010).

Em ratos livres de microrganismos (gnotobioticos), a colocacdo de ligaduras
ndo induz a uma significante inflamagdo gengival ou perda 6ssea (Rovin et al.*,
1966), igualmente como a utilizacdo de antimicrobianos reduz a perda de insercdo e a
reabsorcdo dssea, confirmando o papel das bactérias no inicio e na progressao da
destruicdo tecidual nestes modelos (Kenworthy, Baverel®®, 1981). Seguindo este
raciocinio, porém visando uma inducdo mais rapida e evidente da doenca periodontal,
alguns pesquisadores optam pela colocacdo de ligaduras embebidas em bactérias
periodontopatogénicas (Li, Amar*, 2007; Kimura et al.**, 2000; Yuan et al.”®, 2011).
A destruicdo tecidual que ocorre em modelos de ligadura, assim como na doenca
periodontal em humanos, € associada a resposta do hospedeiro, que € expressa com a
formacdo de um infiltrado inflamatorio na gengiva antes da reabsorcdo 0ssea (Gyorfi
et al., 1940).

A relevancia do modelo de ligaduras em ratos tem sido questionada com a
justificativa de que a lesdo mecanica do segmento poderia agravar a destruicao
periodontal. Além disso, a perda 0ssea causada pela remodelacéo dssea fisiologica em
ratos tem sido considerada como outra desvantagem de modelos de periodontite
induzida experimentalmente para os modelos de ligadura (Hoffman, Schour®”, 1940;
Kuhr et al.*’, 2004).

Modelos de ligadura sdo considerados modelos que desencadeiam doenca
periodontal aguda ja que a destruicdo dOssea € rapida e severa e, tipicamente mostra

perda de inser¢do acima de 50%, em um periodo entre uma a duas semanas



21

(Karimbux et al.®®, 1998). Apds este periodo, é esperado uma diminuicdo na

intensidade da destruicdo tornando-se uma reagéo cronica.

Gavagem Oral

A introducéo de cepas de bactérias humanas por gavagem oral e o subsequente
impacto sobre o periodonto tém sido estudados em varios modelos de roedores
(Klausen et al.®, 1991). A gavagem oral é utilizada para estabelecer o
desenvolvimento de vacinas e para analisar o impacto dos diferentes componentes das
respostas do hospedeiro.

Vérios foram os investigadores que utilizaram este modelo para tentar
reproduzir a perda Ossea em doenca periodontal. Um modelo experimental de
periodontite foi desenvolvido com a introducdo de cepas de P. gingivalis em ratos
para induzir a perda 6ssea alveolar (Baker et al., 1999; Lalla et al.*®, 1998).
Posteriormente, este modelo foi replicado utilizando outros patogenos, incluindo A.
actinomycetemcomitans (Garlet et al.', 2006), Tannerella forsythia e Porphyromonas
gulae, um periodontopatdgeno encontrado em animais equivalente a P. gingivalis em
humanos (Hardham et al.”®, 2005). A perda éssea substancial, normalmente, demora
mais de quatro semanas e é mensurado histologicamente por analise morfometrica ou
por tomografia computadorizada (Garlet et al.*, 2006; Wilensky et al.®®, 2005).

Dada a confirmagdo da patogenicidade, em camundongos, de grande
quantidade de micro-organismos da microbiota oral humana, algumas das bactérias
periodontopatogénicas que podem ser utilizadas na inducdo experimental da doenca
periodontal sdo Porphyromonas gingivalis, Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Prevotella intermidia e Fusobacterium nucleatum (Klausen et al.*, 1991). Um

modelo de indugdo foi desenvolvido para examinar doenga periodontal
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polimicrobiana utilizando as bactérias P. gingivalis, T. forsythia, e T. denticola. Além
disso, a colonizacéo, as caracteristicas da infeccdo causada por esses organismos e as
interacdes sinérgicas foram avaliadas (Kesavalu et al*!, 2007). Os autores concluiram
que a infeccdo polimicrobiana apresentou significante aumento nos niveis de
anticorpo 1gG e maior quantidade de perda Ossea com ou sem a presenca do F.
nucleatum e que essas bacterias exibem sinergismo entre si resultando em aumento na
viruléncia e na reabsorcao 6ssea imuno-inflamatoria. O efeito da infeccdo oral com P.
gingivalis, F. nucleatum ou ambas foi determinado em tecidos periodontais e a
infeccdo mista (P. gingivalis, F. nucleatum) apresentou caracteristicas mais
destrutivas que a mono infeccéo (Polak et al.>*, 2009).

Contudo, devido a complexidade deste modelo, ha casos em que os resultados
devem ser interpretados com cautela visto que as diferencas genéticas de
camundongos poderiam afetar diversos parametros incluindo colonizagédo, invaséo,
eventos destrutivos e reparacéo tecidual (Tonetti et al.®®, 2005).

Esta metodologia foi utilizada com sucesso para o estabelecimento de uma
relacdo entre a inducdo de doenca periodontal com P. gingivalis e condi¢Ges
sisttmicas. Por exemplo, infeccdo oral por P. gingivalis em camundongos
hiperlipidémicos acelera a formacéo de placas aterosclerética (Lalla et al.*®, 2003).
Além disso, a inducdo de perda dssea alveolar por P. gingivalis é aumentada em ratos
diabéticos desde que o receptor final da glicacdo avancada (RAGE) seja bloqueado
(Lalla et al.®, 1998; Lalla, et al.*, 2003). A utilizacdo de modelos de gavagem oral
para tratar uma grande variedade de hipéteses relacionadas a patogénese periodontal,
foi avaliada variando o papel da resposta do hospedeiro as caracteristicas de
viruléncia de periodontopatogenos suspeitos e a interligacdo destes fatores com 0s

parametros sistémicos (Graves et al.*, 2008).



23

N&o obstante, com esta breve revisdo, verificamos que cada modelo tem
caracteristicas proprias, havendo escassez de estudos na literatura que comparem
diferentes modelos de inducdo de doenca periodontal experimental, quanto a sua
progressao e danos causados aos tecidos periodontais. Estudos neste sentido permitem
caracterizar melhor os diferentes modelos e auxiliam na escolha do modelo a ser
empregado em experimentos pré-clinicos em modelos animais, de acordo com seu

proposito.
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3  PROPOSICAO

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar e avaliar comparativamente as
alteragdes teciduais provocadas por dois modelos de doenca periodontal experimental
em camundongos: ligadura e gavagem oral.
Obijetivos especificos:

e Auvaliar a destruicdo 6ssea alveolar produzida pelos diferentes modelos de
inducdo de doenca periodontal, por meio de analise histometrica (medidas
lineares e de éarea) e por microtomografia computadorizada (medidas
volumeétricas e lineares).

o Avaliar a intensidade do processo inflamatério provocado nos tecidos
periodontais pelos diferentes métodos de inducdo de doenca periodontal, por
meio de analise histoldgica estereométrica.

» Auvaliar e quantificar a presenca de osteoclastos no 0sso alveolar, por meio de
imunohistoquimica.

» Avaliar a ocorréncia da colonizacdo bacteriana por Porphyromonas gingivalis,

por meio da extracdo de DNA e gPCR, a partir de amostras de tecido gengival.
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4 MATERIAL E METODO

Obtencéo e Manutencao de Animais

Foram utilizados camundongos C57/BL6 wild type (WT), fémeas, com idade
aproximada de 8 semanas e com peso médio de 25¢g. Estes animais foram obtidos
junto ao biotério da Area de P6s-Graduacdo em Imunologia Bésica e Aplicada, da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, onde foram criados e posteriormente
mantidos no biotério da Faculdade de Odontologia de Araraquara — UNESP, de
acordo com o Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA)
e o Comité de FEtica em Experimentacdo Animal (CEEA) da Faculdade de
Odontologia de Araraquara — UNESP sob nimero 13/2012 (Anexo). Os animais
foram mantidos em gaiolas plasticas limpas, em temperatura controlada (22-25°C),
com ciclos de claro e escuro (12:12h), alimentados com ragdo granulada

(Labina/Purina) e agua ad libitum.

Delineamento Experimental

O numero de animais utilizados foi determinado a partir dos periodos
experimentais propostos, considerando 48 animais distribuidos em 4 grupos
experimentais seguindo os periodos de sacrificio: 45 e 60 dias ap0s o inicio da
indugdo da doenca. A escolha destes intervalos foi baseada nos estagios de
desenvolvimento da doenca periodontal, com alteracdes no perfil de citocinas e
mediadores da resposta inflamatéria/imune, de acordo com estudos prévios (de Molon
et al.*’, 2014), realizados em ratos, nos quais se empregou 0 método de inducdo da

doenga periodontal por meio de ligadura. Assim, o periodo de 45 e 60 dias foram
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considerados representativos de doenca cronica instalada, nos quais esperava-se

observar niveis variados de destrui¢do periodontal, de acordo com o0 modelo utilizado.

Os animais foram distribuidos aleatoriamente nos seguintes grupos

experimentais:

Grupo C — Controle negativo: animais nao receberam nenhum tratamento
durante todo o periodo experimental.

Grupo L — Ligadura: inducdo da doenca periodontal por meio de ligaduras,
colocadas ao redor dos primeiros molares superiores.

Grupo G-Pg — Gavagem de Porphyromonas gingivalis: inducdo da doenca
periodontal por meio de inoculagbes de Pg acrescido de 2% de
carboximetilcelulose na cavidade oral dos animais, com intervalos de 2 dias
entre elas, num total de 5 inoculacdes. (Cantley et al.?, 2011; Bendyk et al.?,
2009)

Grupo G-PgFn — Gavagem de Porphyromonas gingivalis + Fusobacterium
nucleatum: inducéo de doenca periodontal por meio de inoculagdes de Pg e Fn
acrescido de 2% de carboximetilcelulose na cavidade oral dos animais, com
intervalos de 2 dias entre elas, num total de 5 inoculagdes. (Bendyk et al.’,

2009)

Inducéo de Doenga Periodontal

Neste estudo, foram utilizados 2 modelos de inducéo de doenga periodontal,

descritos a seguir:

Ligadura: para a colocacdo da ligadura, os animais foram submetidos a

anestesia geral (0,10 mL de Ketamina e 0,05 mL de cloridrato de Xilasina por 100g

de peso corporal) e em seguida posicionados em mesa operatoria apropriada (Figura
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1), para permitir a manutencdo adequada da abertura bucal dos camundongos,
facilitando o acesso aos dentes na regido posterior da maxila. O modelo de ligadura
foi obtido com a colocacdo de um fio de sutura 6.0 de nylon ao redor dos primeiros
molares superiores bilateralmente (Figura 2). Neste modelo de inducdo de doenca
periodontal, o acimulo de micro-organismos viaveis ao redor da ligadura implica na
participacdo de diferentes antigenos ou padrdes moleculares associados a patdgenos
(PAMPs), como toxinas e produtos do metabolismo microbiano, DNA, flagelos e
peptideoglicanos. As ligaduras foram checadas periodicamente e reposicionadas, se
necessario.

Figura 1 - Mesa operatdria e animal posicionado para permitir uma manutencao
adequada da abertura bucal e de visibilidade, facilitando o acesso aos dentes da regido

posterior da maxila.

Figura 2 - Ligadura com fio de nylon 6.0 colocada ao redor dos primeiros molares
maxilares, com auxilio de instrumental adequado, para permitir a inducdo da doenga

periodontal experimental.
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Inoculacdo bacteriana: O protocolo de inoculacdo bacteriana foi utilizado nos grupos
G-Pg e G-PgFn. As bactérias Porphyromonas gingivalis (ATCC 33277) e
Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) (Nagayama et al.*®, 2001; Saito et al.*®,
2008) foram provenientes do Departamento de Patologia e Fisiologia da Faculdade de
Odontologia de Araraquara - UNESP. Resumidamente, Porphyromonas gingivalis
foi cultivada em meio agar sangue (Brain Heart Infusion - BHI — Himedia; sangue
desfibrinado de carneiro 5%) suplementado com 1ulL/mL de menadiona, 5uL/mL de
hemina, de modo a suprir as necessidades nutricionais e mantidas em camara de
anaerobiose (Don Whitley - Inglaterra) contendo 90% de N, e 10% de CO, a 37°C
por 10 dias (Kim et al.*?, 2012; Lee et al.*’, 2011; Rimondini et al.>®, 2002; Shemesh
et al.%°, 2010). A pureza das coldnias foi confirmada por meio do método de reacéo de
polimerase em cadeia (PCR). A curva de crescimento de ambos 0S micro-organismos
foi realizada para conhecer a fase log ou exponencial, determinar a densidade Optica
(600nm) e conhecer a concentracdo dos micro-organismos em UFC/ml (unidades
formadoras de colonias por mililitro). Passados 48 horas do repique em placa, 6
alcadas de colbnias foram transferidas para um tubo falcon contendo 15 ml de BHI
caldo suplementado com hemina e menadiona e mantidos em anaerobiose por 48
horas. Na sequéncia, 900ul da solucdo foram transferidos para um novo tubo falcon
contendo 8 ml de BHI caldo também suplementado com hemina e menadiona e
mantidos em anaerobiose ate 0 momento determinado pela curva de crescimento.
Nesta etapa, as células estdo plenamente adaptadas, absorvendo os nutrientes,
sintetizando os constituintes, crescendo e se duplicando. No momento que antecede a
fase estacionaria dos micro-organismos: 13 horas para o Fn e 35 horas para a Pg,
ambos na concentracdo de 1x10" UFC (unidades formadoras de coldnias), 50ul do

tubo contendo a Pg e 50ul do Fn foram transferidos para um novo tubo, conferindo
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um volume total de 100ul para os grupos de gavagem Pg + Fn e 100ul de Pg para os
grupos de gavagem apenas com Pg.

Os grupos de animais infectados foram submetidos ao protocolo que consiste
da inoculagdo oral de 10" UFC em 100 pl (Figura 3), acrescida de 2% de
carboximetilcelulose, sendo esta solugdo aplicada diretamente na cavidade oral dos
animais com o auxilio de um micropipetador onde foram feitas 5 inoculagdes nos
animais. Concomitantemente, os micro-organismos foram também plaqueados em
cultura de &gar sangue e mantidos em anaerobiose por 10 dias para confirmar a
viabilidade das bactérias utilizadas para inoculagdo. (Bendyk et al.® 2009; Cantley et

al.? 2009; Cantley et al.® 2011)

Figura 3 — Inoculacdo bacteriana pelo método de gavagem. Os animais eram
imobilizados e a solucdo contendo as bactérias era aplicada diretamente na cavidade
oral, com o auxilio de uma micropipeta. Imagem apenas ilustrativa, ndo corresponde

ao volume utilizado.
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Coleta de Material e Analises

Apos 45 e 60 dias do inicio do experimento, 6 animais de cada grupo foram
sacrificados por overdose do anestésico. Posteriormente ao sacrificio, a maxila dos
animais foi removida e separada em duas hemi-arcadas por corte na regido da sutura
palatina, totalizando 12 pecas/grupo/periodo. Seis pecas foram utilizadas para
processamento histologico e as pecas restantes utilizadas para microtomografia
computadorizada (uCT) e obtencdo de material para a analise de PCR (Polymerase
Chain Reaction) em tempo real.

As pecas destinadas a analise histoldgica foram fixadas em paraformol 4% por
24h, descalcificadas em EDTA (0.5M, pH8.0) durante 4-5 semanas (com troca de
solucéo 3X por semana) e, em seguida, incluidas em parafina. Cortes seriados de 4um
de espessura foram obtidos no plano mesio-distal, montados 3 cortes sequenciais por
laminas e corados com hematoxilina e eosina (H/E). Estes cortes foram utilizados
para avaliagcdo das seguintes analises:

» Auvaliagéo do processo inflamatorio por histologia estereométrica

» Avaliagdo histométrica da perda dssea alveolar na area de furca dos primeiros
molares e area interproximal.entre o primeiro e segundo molar

» Analise imunohistoquimica para identificacdo de osteoclastos (células

multinucleadas TRAP+ presentes na superficie 0ssea)

As outras hemi-arcadas foram utilizadas para a seguinte analise:
* (PCR (PCR em tempo real): expresséo génica de Pg
» Microtomografia Computadorizada (uCT): avaliagdo volumétrica e linear da

perda dssea alveolar.
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Para estas hemi-arcadas, imediatamente ap0s o sacrificio dos animais, as pecas
tiveram o tecido gengival removido, congelado em nitrogénio liquido e armazenado
em freezer -80°C. O remanescente das pecas foi fixado em paraformol 4% por 24h, e

transferido posteriormente para frascos com alcool 70 para posterior analise por uCT.

Avaliacéo Histoldgica Estereometrica

A analise estereométrica do processo inflamatorio foi realizada com o auxilio
de um microscopio de luz Leica DMLS na magnificacdo de 200x. Um total de 3
cortes foram avaliados por peca. As areas de interesse dos cortes pré-selecionados
foram fotografadas com uma cémera digital Leica (Leica DFC300FX, Leica
Microsystem Ltd, Switzerland) e as imagens capturadas arquivadas no formato TIFF
(Tagged Image File Format).

A técnica estereométrica de contagem de pontos foi empregada nos cortes corados
com H/E para avaliacdo da propor¢do de componentes teciduais coincidentes com 0s
pontos de interseccdo das retas de uma grade de 17765 um2 de area e 50 pontos de
interseccdo, em um plano bidimensional. Este procedimento permite a avaliacdo
quantitativa do quadro inflamatorio nas proximidades da agresséo.

Com esta finalidade, foi determinada a densidade volumétrica relativa (ou
proporcdo) dos seguintes componentes teciduais: fibras colagenas, fibroblastos,
células inflamatorias e vasos sanguineos. A grade foi inserida nas imagens obtidas dos
cortes histologicos utilizando-se o software Adobe Photoshop CS6, na regido de
tecido conjuntivo supra-alveolar junto a crista dssea intrerproximal entre o primeiro e

segundo molares superiores (Figura 4).
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Os limites coronal e medial foram representados, respectivamente, pela base do
tecido epitelial e a estrutura dental, mantendo-se o padréo de area analisada para todas
as imagens.

Em seguida, realizou-se uma andlise percentual de cada componente tecidual em
relacdo ao numero total de pontos contados por periodos experimentais baseados nos
trabalhos de Liu et al.*? (2006) e de Odze et al.*® (1996), para representacdo grafica da
estereometria. Todas as analises foram realizadas 3x por um examinador cego para 0s

grupos experimentais.

Figura 4 - Imagem histologica representativa da metodologia utilizada para a anéalise
estereométrica de contagem de componentes teciduais. Observar posicionamento
supra-0sseo da grade na regido interproximal do primeiro e segundo molares. H/E.

Aumento 100x.

Avaliacdo Histométrica da Perda Ossea Alveolar
As imagens obtidas dos cortes corados com H/E foram utilizadas também para
analise histométrica — medida da extensdo linear e de area da perda 0ssea na face

interproximal (mesio-distal) entre o primeiro e segundo molar e medida da area de
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perda éssea alveolar na regido de furca do primeiro molar. Estas analises foram
realizadas por um examinador cego e calibrado.

A andlise histométrica foi feita por meio do software de imagem Image J
versdo 1.37b. (National Institutes of Health, USA, http: // rsb.info.nih.gov/ij/docs). A
medida da distancia da crista 6ssea alveolar a juncdo cemento-esmalte foi obtida, na
area interproximal entre o primeiro e segundo molares superiores (Figura 5). Ja na
regido de furca, a area delimitada foi feita de acordo com a metodologia de Duarte et
al.' (2006). A regi&o delimitada foi de 500 pum abaixo do teto da furca no espaco
inter-radicular dos primeiros molares superiores. A area total da regido inter-radicular
e a area com tecido 6sseo presente foram medidas (Figura 5), e por meio da subtracéo
destes valores obteve-se a quantidade de tecido dsseo reabsorvido. Foi feita uma

porcentagem dos valores obtidos para se ter a proporcao de perda éssea.

Figura 5 - Cortes Histologicos demonstrando a metodologia utilizada para a analise
histométrica da extensdo da area 6ssea na regido da furca do primeiro molar (500 um

sentido apical) e linear do nivel dsseo interproximal.

Imunohistoquimica
Para a imunohistoquimica, foram utilizados cortes com 4 um de espessura,

montados 3 cortes por laminas silanizadas (DAKO, Glostrup, Dinamarca).
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Inicialmente os cortes histologicos foram desparafinizados em baterias sucessivas de
xilol e solugdes alcodlicas decrescentes e posterior lavagem com agua destilada.

Para a deteccédo de osteoclastos, foi marcada a proteina TRAP com 0 anticorpo
anti-TRAP (sc-30833; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA). Para a
analise por imunohistogquimica, foi utilizado o método do complexo avidina-biotina-
peroxidase (ABC) com a utilizacdo do kit de imunohistoquimica (Santa Cruz
Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA) segundo as instru¢cbes do fabricante. A
atividade da peroxidase enddgena foi bloqueada com a incubagdo por meio da
aplicacdo de perdxido de hidrogénio a 3% e o bloqueio das ligaces inespecificas
foram realizadas com 3% de BSA (Bovine sérum albumin; BSA, Sigma, USA). A
incubacdo com o anticorpo primario (1:100, sc 30833, Santa Cruz Biotechnology,
Santa Cruz, CA, USA) para a proteina em analise foi feita overnight em camara
umida a temperatura ambiente, apds otimizacdo da diluicdo. Apos repetidas lavagens
das pecas em PBS, os cortes foram incubados com anticorpo secundario biotinilado e
pronto para uso (LSAB, DAKO, Glostrup, Dinamarca) por 30 minutos, seguido de
incubacdo por 30 minutos com o complexo Streptavidina-Biotina-Peroxidase (LSAB,
DAKO, Glostrup, Dinamarca), em camara Umida, a temperatura ambiente. Os cortes
foram novamente lavados por repetidas trocas de PBS, revelados com solugdo de
diaminobenzidina/peroxido de hidrogénio (DAB, DAKO, Glostrup, Dinamarca) e
contra-corados com Hematoxilina de Carrazi por 45 segundos. Posteriormente, as
laminas foram lavadas em agua corrente, desidratadas e montadas em Permount.

A intensidade, contagem e localizagdo da coloracdo foram registradas por um
examinador cego para 0s grupos experimentais em microscopia éptica, analisando a
regido interproximal entre os primeiros e segundos molares dos animais estudados. As

reacOes de imunohistoquimica foram acompanhadas de um controle negativo,
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omitindo a etapa de incubag¢do com o anticorpo primario e substituindo por solucéo de

PBS/BSA 1%.

Extracido de DNA Total e PCR em Tempo Real

Para a confirmacgdo da colonizacdo bucal pelo periodontopatdégeno inoculado,
Porphyromonas gingivalis, amostras de tecidos gengivais de todos os animais foram
coletadas no momento do sacrificio e armazenadas conforme previamente descrito
para posterior analise por PCR em Tempo Real. Os experimentos foram iniciados a
partir da extracdo do DNA, que foi feito seguindo o protocolo para extragdo de

Wizard® Genomic DNA Purification Kit (Promega, Madison, WI, USA).

Para a obtencdo da curva padrdo de Porphyromonas gingivalis, foram
construidos plasmideos recombinantes albergando uma Unica copia do gene 16SrRNA
de amostras de referéncia Porphyromonas gingivalis. Estes foram preprados no
Laboratorio de Microbiologia, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da USP, Sdo Paulo-
SP, sob a supervisdo da Profa. Dra. Marcia Mayer. Para montagem da curva padréo,
diluicdes seriadas foram feitas a partir da concentracdo dos plasmideos contendo os
insertos 16SrRNA de Porphyromonas gingivalis ap6s sua quantificagcdo em
espectrofotobmetro (GeneQuant, absorbancia= 260 nm). Para sua quantificacdo
absoluta, foi feita em cada placa uma curva padrdo com 6 concentragdes conhecidas
do DNA de Porphyromonas gingivalis (1x10%1x10%1x10° 1x10% 1x10°,1x10° e um

controle negativo (agua em lugar de DNA).

Dois microlitros do produto da reacdo de DNA foram utilizados num volume
total de reacdo de PCR de 22uL. Este volume incluiu, além do produto da reacdo de
gPCR, 7,9uL agua livre de nucleases, 11uL Syber Green (Applied Biosystems) e 0,55

UL de cada Primer em uma concentracgdo de 0,1 uM na reagéo.
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As condicBes pré-otimizadas de ciclagem utilizadas foram: 50°C por 2 minutos,
95°C por 10 minutos e 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto. O
PCR em tempo real foi realizado em um equipamento Step One Plus (Applied

Biosystems).

Microtomografia computadorizada — nCT

Apbs o sacrificio dos animais, as hemimaxilas do lado direito foram
removidas (N = 6 para cada grupo, de cada periodo experimental), fixadas em
paraformol a 4% durante 24 horas e depois transferidas para uma solugédo de alcool
70% e armazenadas em temperatura ambiente. Os espécimes foram escaneados
utilizando um sistema de microtomografia computadorizada (Skyscan 1176,
Aartselaar, Bélgica).

Método de escaneamento: Os parametros utilizados da tomografia
computadorizada foram os seguintes: o tamanho da imagem em pixel foi de 2000 x
1336 (18um); a espessura dos cortes de 12um; a magnificacdo da imagem de 10x; a
voltagem do tubo de raios-X foi de 50 kV e o feixe de 496 uA e a corrente elétrica
ajustada para 0.ImA. As imagens tridimensionais foram reconstruidas utilizando um
software de reconstru¢do (NRecon 1.6.1.5 — SkyScan, Belgium). Os parametros para
reconstrucdo foram: Beam Hardening Correction 4%, Ring Artifact Correction =3,
Smoothing =1, Postalignment =1.00. (de Molon et al.*”, 2014)

Analise linear (2D): Para a realizacdo da analise linear foi utilizado um
software bidimensional (Data Viewer 1.4.3.1 - SkyScan, Bélgica) para possibilitar a
visualizagdo e a quantificacdo da perda 0ssea alveolar. Todos os cortes escaneados

foram reorientados em trés planos, frontal, coronal e transaxial, antes de cada analise
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para padronizacdo da posicdo anatdmica. A medida da perda dssea alveolar foi
determinada (em mm) a partir da juncdo cemento-esmalte (JCE) até a crista dssea
alveolar (COA) na regido distal da raiz disto-vestibular e regido mesial da raiz mesio-
vestibular do primeiro molar, na regido mesial e distal da raiz vestibular do segundo
molar, e também nas regides mesial e distal do terceiro molar. As imagens nos cortes
frontais foram reorientadas para que tanto a JCE como o apice da raiz aparecesse no
mesmo corte tomogréfico padronizando assim, todas as imagens. (de Molon et al.*,
2014)

Analise Volumétrica (3D): As mensuragdes volumétricas foram feitas
utilizando um software especifico (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium),
seguindo a selecdo de uma area de interesse (ROI — region of interest) tridimensional.
O examinador foi guiado pelas marca¢6es morfométricas durante o desenho do ROI.

Para maximizar a quantificacdo do osso, minimizar a inclusdo de dentes e
raizes e usar o0 minimo de marcacdes possiveis, 0 ROI foi delimitado no sentido
mesio-distal a partir da raiz distal do segundo molar até a raiz mesial do primeiro
molar, e no sentido cervico-apical englobando todo o teto da furca do primeiro molar
até 500 um apical a esta estrutura anatdmica. Assim, toda a area éssea da regido
interproximal e regido de furca do primeiro molar foram envolvidas no ROI.
Utilizando uma ferramenta avancada para o desenho do ROI, o contorno 2D foi
desenhado em intervalos regulares (a cada 12 planos) para minimizar o efeito da
variabilidade do contorno da raiz. Depois, um ROl 3D foi criado utilizando um
software (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium) baseado na resultante do
contorno 2D. A partir dai, os parametros de fracdo do volume d&sseo foram
determinados. As andlises foram realizadas por um examinador cego e calibrado (de

Molon et al.*”, 2014).
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Analise Estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o software GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Software Inc., San Diego, CA, USA). Foram avaliados comparativamente
os resultados obtidos para os diferentes grupos, para todos os parametros analisados,
em cada periodo. Para analise da perda Ossea (histometria e UCT) e analise
quantitativa dos componentes teciduais por estereometria, a analise estatistica foi
realizada utilizando-se o teste de analise de variancia one-way Anova seguido de
comparacdo entre 0s grupos com o teste de Tukey. Para a andlise quantitativa da
presenca de Pg nas amostras de tecido gengival por gPCR, empregou-se o teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste post-hoc de Dunn para comparagao
inter-grupos e o teste de Wilcoxon para comparagéo intra-grupo. Considerou-se nivel

de 5% de significancia como regra de decisdo por uma diferenca significativa.
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5 RESULTADO

Analise Histoldgica- Estereométrica

Com as amostras obtidas dos cortes histologicos de 6 animais/grupo (Figuras 6
e 7), dos periodos de 45 e 60 dias, de todos os grupos, foram feitas as analises para
quantificacdo de fibroblastos, células inflamatorias, matriz extracelular e namero de
vasos presentes na regido supra-0ssea interproximal (entre primeiro e segundo
molares). Os resultados foram submetidos ao teste paramétrico One-way ANOVA
complementado pelo teste de Tukey para avaliar a diferenca entre os grupos. (Figuras

8e9)

e Grupo C - Controle

Nos cortes histologicos dos molares superiores direito dos camundongos do grupo
controle, do periodo de 45 dias, ndo observou-se na regido supra-0ssea interproximal,
infiltrado inflamatorio significante. Houve um predominio de fibroblastos e matriz
extracelular na regido do tecido conjuntivo com poucos vasos sanguineos. No periodo

de 60 dias verificou-se normalidade no tecido conjuntivo acima da crista dssea.

* Grupo L - Ligadura

Os cortes histoldgicos dos camundongos submetidos a indugdo da doenca
periodontal por ligadura apresentaram evidente reacdo inflamatdria representada por
uma quantidade significativa de células inflamatorias e aumento de vasos em relagéo
ao grupo controle, tanto no periodo de 45 quanto 60 dias. A menor quantidade de
fibroblastos no tecido conjuntivo supra-6sseo em relacdo aos outros grupos,
principalmente observado no periodo de 45 dias, também é uma caracteristica

significante que evidencia a presenca da doenca periodontal ativa na regido estudada.
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* Grupo G-Pg — Gavagem de Porphyromonas gingivalis

Os animais submetidos a inducdo de doenca periodontal (DP) por meio de
gavagem por Pg ndo demonstraram, em cortes histoldgicos, um grau elevado e
significativo de reagdo inflamatoria, observado pela menor quantidade de celulas
inflamatdrias e vasos sanguineos na regido estudada. Além disso, ndo houve diferenca
estatisticamente significante também em relacdo as outras estruturas analisadas em

comparagdo com todos os demais grupos, em ambos os periodos analisados.

e Grupo G-PgFn — Gavagem de Porphyromonas gingivalis + Fusobacterium
nucleatum

Assim como o grupo G-Pg, o grupo dos animais submetidos a inducao de DP por

gavagem de Pg e Fn também ndo demonstrou, histologicamente, variagéo

significativa na quantidade de estruturas analisadas quando comparado ao demais

grupos, tanto no periodo 45 dias quanto no periodo de 60 dias.



41

Figura 6 — Fotomicrografias das areas de furca dos primeiros molares (coluna da
esquerda) e das regides interproximais entre os primeiros e segundos molares (coluna
da direita) dos animais do grupo controle (C), grupo Ligadura (L), grupo gavagem
com Porphyromonas gingivalis (G-Pg) e grupo gavagem com Porphyromonas
gingivalis e Fusobacterium nucleatum (G-PgFn) no periodo de 45 dias. H/E.

Aumento 50x.
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Figura 7 — Fotomicrografias das areas de furca dos primeiros molares (coluna da
esquerda) e das regides interproximais entre os primeiros e segundos molares (coluna
da direita) dos animais do grupo controle (C), grupo Ligadura (L), grupo gavagem
com Porphyromonas gingivalis (G-Pg) e grupo gavagem com Porphyromonas
gingivalis e Fusobacterium nucleatum (G-PgFn) no periodo de 60 dias. H/E.

Aumento 50x.
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Figura 8 — Gréaficos da quantificacdo das estruturas teciduais analisadas na
estereometria na regido supra-cristal, no periodo de 45 dias. (*) Indica diferenca

significante do grupo L em relagéo a todos os demais grupos. ANOVA (p<0.05).
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Figura 9 - Grafico da quantificacdo das estruturas teciduais analisadas na
estereometria na regido supra-cristal, no periodo de 60 dias. (*) Indica diferenca

significante do grupo L em relagéo a todos os demais grupos. ANOVA, (p<0,05).
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Analise Histométrica

A analise histométrica foi realizada através de medida linear da distancia da
jungdo cemento-esmalte até o nivel da crista 0sseal alveolar proximal (primeiro e
segundo molares) e da medida de area d6ssea da regido de furca do primeiro molar.
Observou-se que, nos periodos de 45 e 60 dias, apenas o grupo L mostrou resultado
estatisticamente diferente em relacdo a todos os demais grupos apresentando maior
perda é6ssea, demonstrada pela maior e significativa distancia da JCE ao nivel da

crista 0ssea proximal e menor area 0ssea de furca (Figuras 10 e 11).
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Figura 10 -Medida de area dssea de furca do primeiro molar e distancia linear (JCE-
Crista 0ssea) da regido entre o primeiro e segundo molares no periodo de 45 dias. (*)
Indica diferenca significante do grupo L em relacdo a todos os demais grupos.

ANOVA, (p<0,05).

Figura 11 - Medida de area dssea de furca do primeiro molar e distancia linear (JCE-
Crista 0ssea) da regido entre o primeiro e segundo molares no periodo de 60 dias. (*)
Indica diferenca significante do grupo L em relacdo a todos os demais grupos.

ANOVA, (p<0.05).
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PCR em Tempo Real

Com as amostras de tecido gingival obtidas dos animais de cada grupo do
periodo de 45 e 60 dias, foi feita a quantificacdo de DNA e analisada quanto a
presenca de Pg, buscando-se confirmar ou ndo a colonizagédo bacteriana dos animais.
Observou-se uma quantidade significativamente maior do gene de Pg nos grupos G-L
e G-Pg quando comparados ao grupo controle dos respectivos periodos, néo
constatando-se 0 mesmo no grupo G-PgFn (Figura 12). Ndo houve diferenca

estatistamente significante intragrupos nos dois periodos estudados (Figura 13).

Figura 12 — Quantificacdo do gene 16srRNA de Pg nas amostras de tecido gengival
dos animais, nos diferentes grupos experimentais, nos periodos de 45 e 60 dias; (*=
p<0,05, Kruskal-Wallis test) *Indica diferenca estatisticamente significante em
relacdo ao grupo C.
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Figura 13 — Comparacéo intragrupo da quantificacdo do gene 16srRNA de Pg nas
amostras de tecido gengival dos animais, nos diferentes grupos experimentais, nos

periodos de 45 e 60 dias; ( p<0,05, Wilcoxon teste)

Anélise Imunohistoquimica
A andlise da presenca de osteoclastos pelo método de imumohistoquimica de
TRAP revelou apenas a presenca de células isoladas na regido de interesse de algumas

amostras analisadas, ndo permitindo uma anélise estatistica (Figura 14).
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Figura 14 - Imagem ilustrativa de teste imunohistoquimico para deteccdo de TRAP,

confirmando a efetividade da técnica.

Microtomografia Computadorizada -pCT

Imagens tridimensionais geradas a partir dos cortes tomograficos revelaram
uma reducdo do osso alveolar no grupo L (ligadura) na area interproximal entre o
primeiro e o segundo molar nos periodos de 45 e 60 dias (ex-vivo), comparados com

0s demais grupos.

Analise Linear

A anélise linear mostrou que no grupo L houve um aumento na perda 0ssea
alveolar em altura (distancia da juncdo cemento-esmalte até a crista 0ssea alveolar
proximal) quando comparado aos demais grupos, tanto no periodo de 45 dias quanto
no de 60 dias, ndo havendo diferenca estatisticamente significante entre 0s outros

grupos (p < 0,05) (Figura 15).
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Figura 15 — Medida linear do defeito 6sseo nos diferentes grupos experimentais do
periodo de 45 e 60 dias (UCT). (*) Indica diferenga estatisticamente significante em

relacdo a todos os demais grupos. ANOVA, (p<0.05)
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Analise Tridimensional Volumétrica

Os resultados da analise volumétrica (Figuras 17 e 18) demonstraram que, em
todos o0s periodos estudados, a instalagdo da ligadura resultou em reducéo
estatisticamente significante do volume 0sseo presente na regido de interesse (ROI),

comparado com os demais grupos (p < 0.05).

Figura 16 — Percentual de volume 0sseo alveolar na regido de interesse, analisado por
microtomografia computadorizada, nos periodos indicados.* Indica diferenca

estatisticamente significante em relacdo a todos os demais grupos. ANOVA, (p<0.05)
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Figura 17 — Fotomicrografia bidimensional histologica (coluna da esquerda),
microtomografica (coluna central) e reconstrugéo tridimensional volumétrica (coluna
da direita) dos trés molares superiores, em todos 0s grupos, no periodo de 45 dias. E
possivel notar evidente perda Ossea na regido interproximal entre o primeiro e 0

segundo molar do grupo L.



51

Figura 18 - Fotomicrografia bidimensionalhistoldgica (coluna da esquerda),
microtomografica (coluna central) e reconstrugéo tridimensional volumétrica (coluna
da direita) dos trés molares superiores em todos 0s grupos no periodo de 60 dias. E
possivel notar evidente perda Ossea na regido interproximal entre o primeiro e 0

segundo molar do grupo L.
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6 DISCUSSAO

A periodontite ¢ uma doenca infecciosa de carater cronico inflamatorio que
promove a destruicdo dos tecidos periodontais. E, causada por diversos fatores,
destacando-se a presenca e acéo de alguns tipos de bactérias do biofilme dental e seus
produtos, levando a alteracGes patologicas no equilibrio do metabolismo 0sseo e,
consequentemente, & progressao da doenca periodontal (Madeira et al.**, 2013; Sloan
et al.®*, 2013). O estudo da doenca periodontal em humanos tem sido beneficiado
com o uso de modelos animais em pesquisas, buscando facilitar o entendimento dos
mecanismos que envolvem a relacdo hospedeiro-patdgeno no estabelecimento e
progressdo da doenca (Hardham et al.®, 2005). Vrios modelos de animais tém sido
propostos para reproduzir a doenca periodontal em humanos, buscando entender a
complexa interacdo entre comunidades de microorganismos e seu hospedeiro além de
uma melhoria no potencial dos componentes terapéuticos (Darveu et al.”°, 2012).
Entre esses modelos destacam-se: gavagem oral por meio de inoculagdo de cepas de
bactérias vivas na cavidade oral e colocacdo de ligadura na cervical dos dentes dos
animais.

O método de inducdo por meio de ligadura, descrito inicialmente em 1966
(Rovin et al.®, 1966), é um dos modelos mais usados atualmente na pesquisa
periodontal, favorecendo o inicio da doenca periodontal e levando a uma sequéncia de
eventos que irdo culminar na reabsorcdo Ossea de forma répida, em ratos e
camundongos. O procedimento facilita 0 acimulo de bactérias na regido, aumentando
a resposta inflamatdria aos produtos bacterianos e, consequentemente, a reabsor¢édo
6ssea (Abe et al.l, 2013). Graves et al.” (2012) afirmaram que a utilizagdo de ligadura

para induzir a doenca periodontal em ratos ja ocorre no periodo de 7 dias apds sua
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instalagdo. Hoffman, Schour?’ (1940) afirmaram que a erupgdo continua dos dentes
associada a aposi¢édo de cemento radicular aumenta em 0,8 mm a distancia da juncgéo
cemento-esmalte a crista-0ssea, sendo assim uma reabsorcéao fisioldgica. No entanto,
Kuhr et al.¥" (2004), observaram que ap6s 60 dias de ligadura nos animais, medidas
lineares de reabsor¢do 0ssea foram significativamente maiores em relacao aos animais
que ndo receberam as ligaduras, constatando-se ndo somente uma alteracédo
fisioldgica, mas também patolégica. Embora observados em ratos, esses achados
corroboram com os dados deste trabalho, onde observou-se significativa reabsor¢édo
0ssea nos grupos com ligadura de 45 e 60 dias tanto nas analises histométricas
(Figuras 10 e 11) quanto por uCT (Figura 16), quando comparadas ao grupo controle.

Assim como em nosso estudo, outros trabalhos (Abe et al.’, 2013; Meulman et
al.”®, 2011; de Molon et al.*’, 2014) também observaram reabsorcao 6ssea significante
quando utilizado o método de ligadura em ratos ou camundongos, confirmando ser

um método eficaz na inducdo da doenca periodontal. Molon et al.*’

(2014), avaliaram
4 diferentes tipos de métodos de inducdo de doenca periodontal em camundongos
C57BL/6 wild type e observou que o grupo que foi submetido a ligadura apresentou
uma acentuada destruicdo 6ssea principalmente na area interproximal entre o primeiro
e o segundo molares além de um elevado e significativo escore de tecidual
inflamatorio na regido analisada. Esses dados estdo em acordo com nossos resultados
onde observamos maior numero de células inflamatdrias nos grupos submetidos a
ligadura, comprovados pela analise estereometrica (Figuras 8 e 9). Por outro lado,
embora em nosso trabalho tenha sido utilizado periodos maiores (45 e 60 dias), a

perda dssea ocorreu de forma similar ao trabalho realizado por Molon et al.*’ (2014)

que avaliaram a perda Ossea em menores periodos de tempo (7, 15 e 30 dias)
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evidenciando a caracteristica cronica da doenca apds os periodos iniciais de doenca
aguda (7-15 dias).

Entre as desvantagens do método de ligadura, tem sido (Graves et al.?*, 2008;
Kuhr et al.*”, 2004) destacado o trauma mecanico causado pelo fio instalado no molar
e a reducdo da resposta inflamatdria em periodos mais longos. Em animais de grande
porte a ligadura pode ndo representar um trauma aos tecidos e em alguns casos nao
sdo capazes de provocar grande inflamagdo; porém, em pequenos animais como
camundongos, ndo se pode excluir a possibilidade de trauma mecénico (Abe et al.’,
2013; Graves et al.?!, 2008). No entanto, em nosso estudo, as ligaduras foram
instaladas cuidadosamente evitando-se grandes traumas. Além disso, os resultados
obtidos por nosso grupo também devem-se ao fato do modelo de periodontite
induzido por ligadura estar diretamente associado ao acimulo de microorganismos
bacterianos ao redor da ligadura, que sdo os principais causadores da resposta
inflamatéria com evidente migracdo apical do epitélio juncional, inflamacéo e
reabsorcdo dssea (Figuras 6 e 7) (Kenworthy, Baverel®®, 1981; Kimura et al.**, 2000;
Rovin et al.*®, 1966; Sallay™, 1982).

O modelo de periodontite experimental induzido por gavagem oral de
bactérias tem sido usado por vérios estudos (Mkonyi et al.*®, 2012; Polak et al.>,
2012; Polak et al.>*, 2009; Yuan et al.”*, 2013) apresentando grande impacto no
periodonto de diferentes linhagens e espécies de animais. Diversas bactérias
periodontopatogénicas tém sido utilizadas nesses modelos, destacando-se dentre elas
a Porphyromonas gingivalis, bactéria anaerobia, gram-negativa, classificada como
membro do “Complexo Vermelho”, que indica uma forte associacdo com a doenca
periodontal. (Darveu et al.’°, 2012; Socransky et al.®®, 1998) Utilizando o modelo de

gavagem oral com Pg, alguns estudos (de Molon et al.*’, 2014; Saadi-Thiers et al.””,
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2012) n&o tiveram éxito em induzir perda 0ssea alveolar, no entanto, esses estudos
utilizaram menores periodos de avaliacdo de gavagem, variando de 7 a 30 dias.
Assim, nosso estudo buscou avaliar esse modelo de inducdo de DP em maiores
periodos de tempo, visto o carater cronico da doenca.

No entanto, embora outros estudos (Baker et al.?, 2000; Wilensky et al.®®,
2005) tenham observado reabsorcdo dssea alveolar em ratos submetidos a gavagem
oral com Pg, em nosso modelo de estudo ndo observamos reabsorgdo 0ssea alveolar
estatisticamente significante nos periodos estudados (Figuras 10, 11 e 16), assim
como ndo houve evidéncia da presenca da doenca nos dados esteriométricos
apresentados (Figuras 8 e 9). Porém, vale ressaltar que a colonizacdo bacteriana no
grupo G-Pg foi confirmada por PCR-RT, que detectou a presenca da bactéria no
tecido gengival de todos os animais do grupo Pg, mesmo no periodo mais tardio, em
proporcdes estatisticamente superiores ao grupo C (Figura 12). Esses dados podem
ser explicados pelo diferente potencial de inducdo da doenca apresentado por
diferentes cepas de P. gingivalis. Baker et al.®> (2000), buscaram analisar a
heterogeneidade de cepas de Porphyromonas gingivalis na inducdo da reabsorcao
alveolar em camundongos e observaram que entre as cepas analisadas, a Pg ATCC
33277 (mesma cepa utilizada em nosso estudo) nédo induziu perda 0ssea, indicando
que diferencas genéticas das bactérias podem influenciar diretamente no potencial de
viruléncia bacteriano e na resposta do hospedeiro. Por outro lado, assim como outros
estudos (Kesavalu et al.**, 2007; Polak et al.*®, 2012; Polak et al.>*, 2009; Wilensky et
al.®®, 2005), um estudo conduzido por Wilensky et al.*® (2009) demonstraram uma
significante destruicdo periodontal utilizando 3 diferentes tipos de cepas de P.

gingivalis, detectando perda dssea alveolar em todos os grupos analisados, incluindo o
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grupo que foi submetido a gavagem com Pg ATCC 33277, mesma cepa bacteriana
utilizada em neste estudo.

Alguns estudos (Kesavalu et al.*, 2007; Polak et al.>*, 2009) tém mostrado
que infeccBes com co-agregacédo de diferentes patdégenos sdo capazes de modular a
resposta inflamatoria afetando clinicamente o hospedeiro. A Fusobacterium
nucleatum € uma bactéria presente no biofilme subgengival de pacientes com doenca
periodontal que participa da adesdo e coagregacdo de outras bactérias como a P.
gingivalis (Haffagee, Socrasky %, 1994; Polak et al.>®, 2012; Polak et al.**, 2009;
Weiss et al.®®, 2000). Assim, interacdes microbianas podem apresentar um complexo
de interacdes que potencializam os sintomas de diversas patologias e, entre as doencas
polimicrobianas, esta a doenca periodontal.

Polak et al.>* (2009) observaram uma perda 6ssea periodontal estatisticamente
significante em camundongos infectados oralmente com uma mistura de Pg e Fn,
quando comparado ao grupo controle sem inoculagdo. Também demonstraram haver
uma relagéo de sinergismo entre as bactérias, potencializando o efeito de perda dssea
do hospedeiro, observada na comparagdo com 0s grupos com inoculagéo
monobacteriana. Esses resultados sdo contrarios aos resultados encontrados por nosso
grupo de estudos (Figuras 8 a 11) que ndo observaram evidéncias estatisticamente
significantes de doenca periodontal nos grupos infectados com associacao de Pg + Fn.

No entanto, Kesavalu et al.’!

(2006) analisaram a reabsorcdo ¢ssea alveolar em
animais induzidos com inoculacdo de Porphyromonas gigivalis, Treponema denticola
e Tannerella forsythia associados ou ndo a Fusobacterium nucleatum. O autor
observou que ndo houve diferenca estatisticamente significante nos grupos associados

a Fn comparado aos grupos sem associagdo, corroborando com os resultados

encontrados por nosso estudo (Figura 16). Esses resultados podem ser explicados pela
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heterogeneidade genética das cepas dos microorganismos e por uma possivel maior
resisténcia da linhagem de camundongos utilizadas (C57/BL6) em desenvolver a
doenca periodontal (Baker et al.#, 2000; Graves et al.?, 2008; Kesavalu et al.**, 2005).

A susceptibilidade genética de diferentes espécies a doenca periodontal pode
ser um forte componente que influencia no desenvolvimento e progressao da doenca.
Baker et al. (2000) avaliaram o desenvolvimento de doenca periodontal em
diferentes espécies de camundongos atraves de gavagem oral de Pg e observou que as
linhagens de camundongos C57BL/6J falhou em mostrar perda dssea quando
comparada aos grupos controle assim como as linhagens A/J, A/HeJ, 129/J e SJL/J
também demonstraram ser mais resistentes a perda dssea por infeccdo com Pg, ao
contrario das linhagens AKR/J, DBA/2J e BALB/cByJ que demonstraram ser mais
susceptiveis a perda 6ssea por DP.

Ainda em relacdo ao grupo G-Pg/Fn, ao analisar por PCR-RT amostras do
tecido gengival dos animais, ndo foram detectadas quantidades estatisticamente
significantes de Pg no grupo em questdo, o que também explica o fato desse grupo
ndo apresentar reabsorcao dssea evidente (Figuras 12 e 13).

Alguns autores (Kimura et al.**, 2000; Meulman et al.**, 2011) tém realizado
inoculagoes de bactérias associadas a ligadura, a fim de manter a intensidade da
resposta inflamatéria mesmo em periodos maiores de tempo. Meulman et al.* (2011)
realizaram um estudo em 40 animais (ratos wistar) associando ligadura e
Porphyromonas gingivalis, constatando que os animais submetidos a ligadura + Pg
apresentaram maior reabsorcdo Ossea (estatisticamente) em todos os periodos
estudados (15, 21 e 30 dias) quando comparados ao grupo controle e ao grupo apenas
com ligadura. J& na comparacao intragrupo, 0s autores constataram que no grupo que

foi submetido somente a ligadura houve maior reabsorcdo Ossea (estatisticamente
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significante) no periodo mais longo, de 30 dias; ja no grupo ligadura + Pg ndo houve
diferenca significante na analise comparativa dos periodos.

E esperado que em periodos maiores de tempo uma maior quantidade de
biofilme tenha se acumulado na ligadura mantendo a reposta inflamatoria, nao
havendo necessidade de associacdo com outros métodos de inoculagdo bacteriana.
Duarte et al.** (2010) buscaram avaliar a composicao do biofilme acumulado ao redor
de ligaduras instaladas em ratos Wistar através de DNA checkerboard usando
amostras de 40 espécies de bactérias da flora oral humana normalmentes associadas
com a doenca periodontal. Um total de 25 espécies foram encontradas ao redor da
ligadura instalada no primeiro molar dos ratos, algumas espéecies em maior proporgao
e outras em menor proporcdo. Embora em pequena quantidade, a Porphyromonas
gigivalis foi encontrada em 10 dos 12 animais utilizados na pesquisa, corroborando
com os resultados observados por nosso grupo de estudos na anélise de PCR-RT do
grupo com ligadura, onde foi observado a presenca de DNA de Pg (Figura 12). Além

disso, Rovin et al.>®

(1966) néo observaram o desenvolvimento de doenca periodontal
em ratos “germ-free” que foram submetidos a ligadura e Kenworthy, Baverel*® (1981)
observaram uma reducdo da progressdo da doenca periodontal em ratos que foram
submetidos a uma terapia antimicrobiana durante a presenga de ligaduras,

confirmando ainda mais a relacdo direta dos microorganismos no desenvolvimento de

DP em animais com ligadura.
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7 CONCLUSAO

Em nosso estudo, podemos concluir que, o modelo de ligadura foi eficiente e
mais representativo da doenca periodontal em humano, evidenciado por meio de
significativa perda Gssea alveolar e colonizacdo por bactéria periodontopatogena. Por
outro lado, o modelo de gavagem oral, seja por uma infeccdo simples ou mista, ndo

foi efetivo em induzir doenca nas condicdes estudadas.
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