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RESUMO 

A periodontite é uma doença infecciosa caracterizada pela destruição do tecido 

ósseo alveolar, mediada e modulada pelo hospedeiro frente aos microrganismos 

provenientes do biofilme dental.  Compreender a origem e a evolução da 

reabsorção de osso alveolar é uma das metas primordiais da pesquisa periodontal, 

sobretudo visando o estabelecimento de novas modalidades terapêuticas. O 

desenvolvimento de modelos experimentais torna-se importante e é um passo 

necessário antes de ingressar em experimentações clínicas com novas terapias de 

tratamentos. Sendo assim, o presente estudo apresenta como objetivos caracterizar 

e avaliar as alterações teciduais provocadas por diferentes modelos de doença 

periodontal experimental em camundongos. Para isto, foram utilizados 

camundongos C57/BL6 wild type (WT), fêmeas distribuídas em 5 grupos 

experimentais seguindo os períodos de sacrifício: 7, 15 e 30 dias após o início da 

indução da doença (n=6 animais/período/grupo). O Grupo C correspondeu ao 

grupo controle; no Grupo L a doença periodontal foi induzida por meio de 

ligaduras; nos Grupos G-Pg e G-PgFn foram realizadas  gavagem com 

Porphyromonas gingivalis e Porphyromonas gingivalis + Fusobacterium 

nucleatum respectivamente; no Grupo I-Pg  foi injetado Porphyromonas 

gingivalis inativada por calor na mucosa palatina entre os molares. As amostras 
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obtidas foram utilizadas para avaliação do processo imuno-inflamatório presente 

no tecido gengival, por meio de análise histológica descritiva, e RT-PCR em 

tempo real. A avaliação da perda óssea alveolar foi avaliada por microtomografia 

comutadorizada (μCT). Apenas os modelos de ligadura e de injeção de 

Porphyromonas gingivalis inativada por calor apresentaram significante perda 

óssea alveolar, no período de 30 dias, comparado ao grupo controle e os demais 

grupos. Houve aumento significante (p<0.05) na expressão gênica do mediador 

inflamatório IL-6 e na proteína RANKL envolvida no processo de 

osteoclastogenese no grupo ligadura em relação ao grupo controle. Os modelos de 

ligadura e de injeção de Porphyromonas gingivalis inativada por calor foram os 

mais representativos da doença periodontal em humanos, enquanto que os 

modelos de gavagem não foram efetivos em induzir doença, nas condições 

estudadas. 

 

Palavras-chave: doença periodontal; Porphyromonas gingivalis; citocinas. 
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ABSTRACT 

Periodontitis is an infectious disease characterized by the destruction of alveolar 

bone tissue, mediated and modulated by the host response against the 

microorganisms from the biofilm. Understanding the origin and evolution of the 

alveolar bone resorption is one of the primary goals of periodontal research, 

especially to stop the disease progression and improve future treatments. For this, 

the development of experimental models is important and a necessary step before 

entering into clinical trials with new treatment therapies. Therefore, the aim of this 

study was to characterize and evaluate tissue changes caused by different 

experimental models of periodontal disease in mice.  We used C57/BL6 wild type 

mice (WT), females, distributed into 5 experimental groups and sacrificed at 7, 15 

and 30 days after periodontal disease induction (n=6 animals/period/group). 

Group C was the control group; Group L periodontal disease was induced by 

ligature; in Groups G-Pg and G-PgFn oral gavage with Porphyromonas gingivalis 

and Fusobacterium nucleatum + Porphyromonas gingivalis were performed, 

respectively; in Group I-Pg heat killed Porphyromonas gingivalis was injected in 

the palatal mucosa between the molars. The samples were used for analysis of the 

immune-inflammatory process in the gingival tissue by histological descriptive 

analysis and real time RT-PCR analyses. The alveolar bone loss was evaluated by 
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micro-computerized tomography (μCT). Only ligature and injection of 

Porphyromonas gingivalis heat-killed models showed significant alveolar bone 

loss in 30 day period compared to the control and the others groups. There were a 

significant increase (p <0.05) in gene expression of inflammatory mediator IL-6 

and proteins involved in osteoclastogenesis RANKL in ligature group compared 

with the control group. The ligature and injection of heat-killed Porphyromonas 

gingivalis models were the most representative of periodontal disease in humans, 

while oral gavage models were not effective to induce the disease, in the studied 

conditions. 

 

Key Words:  Periodontal disease; Porphyromonas gingivalis; cytokines.  
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INTRODUÇÃO 

A periodontite é uma doença infecciosa caracterizada por um processo 

inflamatório crônico do periodonto mediada e modulada pelo hospedeiro. Esta 

patologia resulta na destruição do tecido conjuntivo gengival e dos tecidos de 

suporte dos dentes, sendo considerada a forma mais prevalente de patologia óssea 

nos seres humanos63. Na periodontite, o biofilme dental tem se mostrado como o 

fator etiológico primário no início da inflamação gengival e subsequente 

destruição dos tecidos periodontais38. Patógenos periodontais presentes no 

biofilme produzem enzimas tais como, colagenases e proteases, com efeitos 

prejudiciais aos tecidos periodontais. Estas enzimas destroem o colágeno da 

matriz extracelular, as membranas das células do hospedeiro e produzem 

nutrientes para seu crescimento e posterior invasão tecidual49-50. 

A permanência de um foco infeccioso em íntima associação aos tecidos 

periodontais leva à ativação e manutenção de uma resposta imune-inflamatória 

com caráter crônico local. Tal resposta resulta na destruição tecidual por meio de 

mecanismos que incluem a produção de citocinas, quimiocinas e enzimas 

envolvidas na degradação de tecido conjuntivo e da expressão de fatores de 

diferenciação e ativação de osteoclastogênese. De modo a avaliar tanto a 

patogênese da doença periodontal quanto as diversas modalidades de tratamento, 

diferentes modelos animais de periodontite experimental têm sido propostos e 

utilizados34. O benefício do uso destes modelos resulta no fato de que eles 

permitem uma avaliação da doença de uma forma longitudinal, com 
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características de início e progressão semelhantes em diversos animais, além de 

permitir análises da composição celular e molecular dos tecidos envolvidos34. 

Por outro lado, a variabilidade de modelos encontrada na literatura impede, 

muitas vezes, uma comparação direta entre os resultados e conclusões dos 

estudos. Portanto, trabalhos que avaliem comparativamente a progressão e 

características celulares e moleculares dos diferentes modelos de indução da 

periodontite podem ser úteis na escolha do modelo a ser utilizado e na 

interpretação dos resultados encontrados na literatura por estudos prévios. 
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REVISÃO DA LITERATURA 

Microbiologia da Doença Periodontal 

Socransky et al.80 (1998) examinaram as relações existentes entre as 

espécies bacterianas na placa subgengival com a doença periodontal crônica 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 colônias de bactérias podem preceder outras; por exemplo, o complexo 

laranja antecede a colonização do complexo vermelho, e isto pode explicar a 

seqüência evolutiva da doença periodontal. Também foram observadas as relações 

existentes entre certos complexos bacterianos e aspectos clínicos da doença 

periodontal. Os parâmetros de profundidade à sondagem e sangramento à 

sondagem, por exemplo, mostraram relação direta com a presença das espécies do 

complexo vermelho e, em certa extensão, do complexo laranja.  
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Lopez et al.62 (2004) reportaram elevados níveis de P. gingivalis, T. 

forsythia, T. denticola, ou seja, bactérias do complexo vermelho em indivíduos 

portadores de periodontite crônica. Em concordância, Socransky e Haffjee 

(2005)81 identificaram as Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e 

Tanarella forsythia como os patógenos periodontais comumente encontrados em 

biofilmes subgengivais de indivíduos adultos com doença periodontal. Aumento 

do número de outras espécies 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 presença destes micro-organismos está diretamente 

relacionada com aumento de profundidade de sondagem e perda de inserção47.  

Considerável atenção tem sido dada à Porphyromonas gingivalis e 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, bactérias estas, associadas com a 

periodontite crônica e periodontite agressiva localizada, respectivamente42. Faveri 

et al.21 (2009) descreveram a microbiota subgengival em indivíduos portadores de 

periodontite agressiva localizada e compararam com a microbiota de indivíduos 

com periodontite crônica generalizada e de indivíduos periodontalmente 

saudáveis. As conclusões apresentadas mostraram associação do A. 

actinomycetemcomitans com doença periodontal agressiva e localizada, e outras 

espécies bacterianas, tais como: P. gingivalis, T. forsythia, T. denticola, C. 

gracilis, E. nodatum e P. intermédia representando importante papel na 

progressão da doença. Bactérias periodontopatogênicas como P. gingivalis e A. 

actinomycetemcomitans possuem múltiplos fatores de virulência que estão 
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envolvidos na etiologia da doença. Essas bactérias gram-negativas apresentam 

moléculas de lipopolissacarídeo (LPS) nas paredes celulares que atuam como 

endotoxinas responsáveis por desencadear a resposta imune do hospedeiro, 

resultando em reação inflamatória.  

Holt, Ebersole42 (2005) dentre outros autores, consideraram a 

Porphyromonas gingivalis como o micro-organismo desencadeante do processo 

ativo da doença periodontal. Contudo, evidências mostram que as interações entre 

diferentes espécies bacterianas, são importantes fatores na patogênese da doença 

periodontal37. Como exemplo, o Fusobacterium nucleatum, comumente 

encontrado no biofilme subgengival de bolsas periodontais, participa das reações 

de adesão e co-agregação com outros patógenos, como a P. gingivalis. Sinergismo 

patogênico entre P. gingivalis e F. nucleatum em modelos animais foi 

anteriormente relatado por, Baumgartner et al. 8 (1992), Feuille et al.23 (1996) e 

Ebersole et al.18 (1997). Todos estes estudos indicaram que houve maior 

patogenicidade do inoculo misto destas cepas bacterianas em comparação à 

inoculação singular. Estas observações clínicas e resultados experimentais 

sugerem que interações entre P. gingivalis e F. nucleatum poderiam ter uma 

grande influência sobre a sobrevivência e patogenicidade bacteriana. 
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Participação da Resposta Imune-Inflamatória do Hospedeiro na Doença 

Periodontal 

Embora a exposição dos tecidos gengivais aos periodontopatógenos seja 

um pré-requisito para a inflamação e destruição tecidual, apenas a sua presença 

não é suficiente para explicar o início e a progressão da doença. Uma vez iniciado 

os processos inflamatórios e imunes, várias moléculas como: metaloproteinases, 

citocinas, prostaglandinas e outras enzimas do hospedeiro são liberadas pelos 

leucócitos, fibroblastos e outras células residentes33. Embora estas reações 

teciduais supostamente protejam o hospedeiro da invasão microbiana, a relativa 

inacessibilidade dos leucócitos e de fatores antimicrobianos aos micro-organismos 

no sulco gengival, somada a sua organização na forma de biofilme, inviabiliza a 

eliminação dos agentes infecciosos75,78. Assim, há uma perpetuação do processo 

imuno-inflamatório que leva à destruição dos próprios tecidos do hospedeiro. 

Além disso, fatores de riscos ambientais e adquiridos como: diabetes mellitus, 

tabaco, estresse, e traços genéticos como os polimorfismos da IL-1, podem 

agravar a resposta inflamatória do hospedeiro frente ao desafio bacteriano e 

favorecer o avanço da doença54. 

Dentre as proteases envolvidas na degradação e remodelação de proteínas 

da matriz extracelular, estão as metaloproteases da matriz (MMPs). Estas 

desempenham papel tanto em processos fisiológicos como patológicos e 

constituem uma família de proteases neutras cuja atividade é dependente de íons 

metálicos cálcio e zinco87. A principal função das MMPs é catalisar a quebra de 

proteínas na membrana plasmática das células ou da matriz extracelular71. Células 
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dos tecidos periodontais, incluindo os fibroblastos, queratinócitos, neutrófilos, 

macrófagos, e as células endoteliais, constituem a fonte primária de MMPs. 

Estudos experimentais indicam que a ativação das MMPs desempenha um 

importante papel na degradação da matriz extracelular durante a destruição dos 

tecidos periodontais12. A ativação das MMPs é regulada por um grupo de 

proteínas endógenas, chamadas de inibidores teciduais de metaloproteases 

(TIMPs), capazes de inibir praticamente todos os membros da família das MMPs3. 

Em condições fisiológicas, os TIMPs estão em balanço com as MMPs sendo a 

matriz extracelular remodelada de forma extremamente controlada. Em tecidos 

periodontais inflamados, há um desequilíbrio entre as MMPs e TIMPs com 

elevação dos níveis de MMPs sem o concomitante aumento na expressão dos 

TIMPs. Este desequilíbrio acelera a destruição dos componentes da matriz 

extracelular provocando perda de inserção clínica e perda óssea alveolar68.  

Além da destruição do tecido conjuntivo, a reabsorção óssea alveolar é um 

evento chave nas doenças periodontais. A descoberta de uma nova proteína 

chamada osteoprotegerina (OPG) revelou a chave dos mecanismos regulatórios na 

atividade e na diferenciação dos osteoclastos77.  A integridade do tecido ósseo 

depende da manutenção de um equilíbrio entre a reabsorção óssea pelos 

osteoclastos e a formação óssea pelos osteoblastos. A proteína RANKL (ligante 

do receptor de ativação do fator nuclear κB), o respectivo receptor RANK 

(receptor de ativação do fator nuclear κB), e a osteoprotegerina (OPG), 

constituem os componentes moleculares do sistema de remodelação óssea. A 

ligação RANKL a RANK, expresso nos precursores de osteoclastos, é o principal 
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evento estimulatório para sua diferenciação e posterior ativação. Os efeitos de 

RANKL são regulados pela OPG que, por sua vez, inibe a reabsorção óssea 

impedindo a interação entre RANK e RANKL45. Alterações no balanço entre a 

expressão das proteínas RANKL e OPG definem a patogênese de diversas 

patologias ósseas77. Na condição de doença periodontal, elevados níveis de 

RANKL podem ser encontrados no fluido gengival e no tecido periodontal 

justificando a reabsorção do osso alveolar26. Estas enzimas e proteínas são 

reguladas pela produção de citocinas pró e anti-inflamatórias nos tecidos 

periodontais que, por sua vez, determinam o curso e/ou severidade da doença.  

As citocinas são pequenos polipeptídeos, com um amplo espectro de 

propriedades inflamatórias, metabólicas e imunomoduladoras e são produzidas 

por uma variedade de células, incluindo os macrófagos/monócitos, as células 

dendríticas, linfócitos, neutrófilos, células endoteliais e fibroblastos11. Na 

presença de microrganismos ou outros antígenos, estas células secretam as 

citocinas e desencadeiam as reações imunes e inflamatórias. No entanto, quando 

sintetizadas em níveis elevados, as citocinas modificam o padrão de resposta 

celular, participando substancialmente no desenvolvimento de patologias de 

caráter inflamatório crônico, como é o caso das doenças periodontais24.  

Sendo o padrão de resposta inflamatória/imune regulado pelas citocinas, 

existem abundantes evidências de alterações na expressão destas moléculas 

imunorreguladoras, com elevados níveis de TNF-α (tumor necrosis factor α), IL-

1β (interleukin-1 beta), IL-6 (interleukin-6) e PGE2 (prostaglandin E2) 
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encontrados em sítios doentes em comparação aos presentes em condições de 

saúde clinica19,28. 

Os mediadores inflamatórios TNF-α e IL-1β são descritos como indutores 

ou potencializadores da produção de MMPs e da expressão de fatores de 

diferenciação e ativação de osteoclastos, com consequente degradação de tecido 

conjuntivo e reabsorção óssea13,32,72. IL-1β e TNF-α podem induzir a regulação de 

moléculas de adesão nos leucócitos e nas células endoteliais e estimular a 

produção de quimiocinas necessárias para recrutar os leucócitos circulantes e 

ativar as integrinas, envolvidas na adesão das células ao vaso. 

Essas citocinas podem induzir a expressão de novos mediadores, como as 

prostaglandinas, que ampliam ou mantém a resposta inflamatória16,67.  

Essas observações foram, também, constatadas nos estudos de Assuma et 

al.2 (1998) e Delima et al.14 (2001) que mostraram o papel das citocinas em 

modelo de primatas não-humanos. Os autores concluíram que a inibição da IL-1 e 

do TNF-α reduzia a progressão da perda óssea periodontal e da perda de inserção 

devido à inibição do recrutamento de células inflamatórias (principalmente 

monócitos e linfócitos) para o osso.  Outros autores observaram que camundongos 

com deficiência na expressão de IFN-γ, IL-6 e TNF-α apresentaram redução da 

perda óssea alveolar em modelos de gavagem7,29. Esta descoberta apoiou a 

hipótese de que as citocinas são partes integrantes no processo da doença e 

proporcionou um melhor entendimento sobre a progressão e formas de 

tratamento. 
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Outra importante citocina é a Interleucina-6 (IL-6). Esta é produzida por 

monócitos, macrófagos e fibroblastos e é um dos mais importantes mediadores da 

resposta inflamatória, com função pró ou anti-inflamatórias. Várias doenças 

inflamatórias, incluindo a periodontite, têm sido associadas com níveis elevados 

de IL-6. Estas citocinas estimulam as MMPs a destruírem os tecidos por meio da 

degradação dos componentes da matriz extracelular1. Ademais, a IL-1 e o TNF-α 

induzem a reabsorção óssea por estimulação indireta da IL-6 ou pela estimulação 

direta dos efetores associados com a osteoclastogênese, tais como RANKL27. 

 

Modelos Experimentais da Doença Periodontal  

Modelos experimentais em pesquisa podem ser definidos como a 

materialização de uma parte da realidade. Assim, devem apresentar uma precisão 

adequada, por meio de comprovação prévia e pela demonstração das limitações 

em relação à realidade que irá representar21.  

O desenvolvimento de modelos experimentais torna-se importante na 

medida em que estes auxiliam na compreensão da origem e da evolução da 

patologia nos seres humanos. Nas ciências médicas permitem o melhor 

conhecimento da fisiologia, da etiopatogenia das doenças, da ação de 

medicamentos ou dos efeitos das intervenções cirúrgicas83. A maior importância 

dos modelos experimentais está relacionada ao respeito à barreira ética de não 

intervenção primária experimental em humanos. Deste modo, o uso de modelos 

animais em pesquisa periodontal é um passo necessário antes de ingressar em 

experimentações clínicas com novas terapias de tratamentos. Neste sentido, o 
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modelo experimental deve ser funcionalmente o mais semelhante possível ao que 

se objetiva estudar40. 

Estudos longitudinais de doenças periodontais em humanos possuem 

dificuldades na avaliação dos mecanismos da doença, uma vez que existem muitas 

variáveis de difícil controle entre os pacientes como: nível de atividade, 

susceptibilidade, progressão e o tempo da presença da doença17. Por conseguinte, 

estudos em humanos são limitados pela dificuldade em estabelecer relações 

causais entre os diversos fatores e a destruição periodontal na presença da doença.  

Os modelos animais devem, obrigatoriamente, permitir a avaliação de 

fenômenos biológicos naturais, induzidos ou comportamentais, que possam ser 

comparados aos fenômenos humanos em questão22. Contudo, encontrar um 

modelo animal de doença periodontal, que reproduza todos os aspectos da doença 

humana é uma meta impossível30.  

A seleção de um modelo experimental é determinada pelo objetivo da 

pesquisa cientifica. O uso de grandes animais como macacos e cães devem ser 

reservados para a última fase de validação de novos tratamentos, antes da 

utilização em humanos. Na maioria dos casos são utilizados modelos 

experimentais com pequenos animais, como ratos e camundongos82.  

Os camundongos apresentam algumas características comparáveis à 

doença humana como a incidência da doença periodontal e a suscetibilidade à 

indução experimental de doença periodontal85. Ao mesmo tempo, os 

camundongos apresentam custo relativamente baixo, são de fácil manejo, os 
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processos inflamatórios e imunológicos são extensamente estudados e bem 

conhecidos e as características genéticas são prontamente manipuláveis. 

A indução da doença periodontal em ratos e/ou camundongos tem sido 

realizada por vários métodos, com destaque para a colocação de ligadura que vai 

atuar como um nicho para colonização bacteriana51, introdução de micro-

organismos patogênicos por meio de gavagem24 e por meio de injeções de 

bactérias inativadas9 ou LPS bacteriano51
.  Muitos destes modelos de doença 

periodontal experimental não foram totalmente caracterizados em termos de sua 

evolução temporal da inflamação, das alterações macroscópicas e das 

características histológicas. Também, estudos que comparem os diferentes 

modelos nestes diferentes aspectos são escassos. 

 

Modelos Experimentais 

Ligadura 

A doença periodontal induzida por ligadura em ratos foi descrita em 

196671 e é atualmente considerado um dos modelos mais utilizados em pesquisas 

periodontais. Um fio de algodão, seda ou nylon é colocado na área cervical dos 

molares maxilares ou mandibulares de ratos para induzir grande acúmulo de placa 

e ulceração do epitélio do sulco. A placa aderida sobre o fio facilita a invasão para 

o tecido conjuntivo e leva a alterações no tecido periodontal similares às 

observadas em periodontites humanas, como ruptura e migração apical do epitélio 

juncional, influxo de células inflamatórias e perda das fibras do ligamento 

periodontal e destruição óssea51. 
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Em ratos, a perda dos tecidos de inserção e perda óssea ocorre 

previsivelmente em um período de 7 dias9. Assim como na periodontite em 

humanos, a perda óssea alveolar nos modelos de ligadura é dependente da 

presença de bactérias. A composição de biofilmes acumulados ao redor da 

ligadura foi avaliada em ratos e após 42 dias, foi observada a presença de varias 

espécies bacterianas comumente encontradas em humanos, como a 

Fusobacterium nucleatum e Porphyromonas gingivalis16.  

Em ratos livres de microrganismos (gnotobióticos), a colocação de 

ligaduras não induz a uma significante inflamação gengival ou perda óssea71, 

igualmente como a utilização de antimicrobianos reduz a perda de inserção e a 

reabsorção óssea, confirmando o papel das bactérias no início e na progressão da 

destruição tecidual nestes modelos46. Seguindo este raciocínio, porém visando 

uma indução mais rápida e evidente da doença periodontal, alguns pesquisadores 

optam pela colocação de ligaduras embebidas em bactérias 

periodontopatogênicas48,60,89. A destruição tecidual que ocorre em modelos de 

ligadura, assim como na doença periodontal em humanos, é associada à resposta 

do hospedeiro, que é expressa com a formação de um infiltrado inflamatório na 

gengiva antes da reabsorção óssea37.  

A relevância do modelo de ligaduras em ratos tem sido questionada com a 

justificativa de que a lesão mecânica do segmento poderia agravar a destruição 

periodontal. Além disso, a perda óssea causada pela remodelação óssea fisiológica 

em ratos tem sido considerada como outra desvantagem de modelos de 

periodontite induzida experimentalmente para os modelos de ligadura41,56. 



 40 

Modelos de ligadura são considerados modelos que desencadeiam doença 

periodontal aguda já que a destruição óssea é rápida e severa e, tipicamente 

mostra perda de inserção acima de 50%, em um período entre uma a duas 

semanas44. Após este período é esperado uma diminuição na intensidade da 

destruição tornando-se uma reação crônica. 

 

LPS Bacteriano 

Outro modelo comumente utilizado é a injeção localizada de 

lipopolissacarideo (LPS) bacteriano. O LPS é um constituinte da parede celular 

de, praticamente, todos os organismos Gram-negativos. Estas moléculas são 

conhecidas por induzirem a infiltração de leucócitos polimorfonucleares, edema e 

dilatação vascular em tecidos periodontais inflamados65. É sabido, também, que o 

LPS pode ativar os osteoclastos por meio de um efeito direto sobre os leucócitos 

circulantes sem nenhum envolvimento dos osteoblastos43. Em diversos estudos, a 

utilização do LPS de A. actinomycetemcomitans mostra resultados eficazes no 

desenvolvimento de periodontite experimental em ratos70. 

Os lipopolissacarídeos bacterianos promovem significativa inflamação 

gengival e periodontal com aumento de expressões de citocinas inflamatórias, 

migração apical do epitélio juncional, estimulação da osteoclastogênese e perda 

óssea alveolar17,70. 

Em conclusão, a injeção localizada de LPS bacteriano pode ser um método 

mais direto e controlado de indução de doença periodontal uma vez que a doença 
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é induzida por um periodontopatógeno conhecido e o tempo de infecção é 

preciso27,70. 

 

Gavagem Oral 

A introdução de cepas de bactérias humanas por gavagem oral e o 

subsequente impacto sobre o periodonto tem sido estudados em vários modelos de 

roedores51. A gavagem oral é utilizada para estabelecer o desenvolvimento de 

vacinas e para analisar o impacto dos diferentes componentes das respostas do 

hospedeiro.  

Vários foram os investigadores que utilizaram este modelo para tentar 

reproduzir a perda óssea em doença periodontal. Um modelo experimental de 

periodontite foi desenvolvido com a introdução de cepas de P. gingivalis em ratos 

para induzir a perda óssea alveolar7,57. Posteriormente, este modelo foi replicado 

utilizando outros patógenos, incluindo A. actinomycetemcomitans28, Tannerella 

forsythia e Porphyromonas gulae, um periodontopatógeno encontrado em animais 

equivalente a P. gingivalis em humanos39. A perda óssea substancial, 

normalmente, demora mais de quatro semanas e é mensurado histologicamente 

por análise morfométrica ou por tomografia computadorizada28,86.  
Dada à confirmação da patogenicidade, em camundongos, de grande 

quantidade de micro-organismos da microbiota oral humana, algumas das 

bactérias periodontopatogênicas que podem ser utilizadas na indução 

experimental da doença periodontal são: Porphyromonas gingivalis, 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans, Prevotella intermídia e Fusobacterium 
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nucleatum51. Um modelo de indução foi desenvolvido para examinar doença 

periodontal polimicrobiana utilizando as bactérias P. gingivalis, T. forsythia, e T. 

denticola. Além disso, a colonização e as características da infecção causada por 

esses organismos e as interações sinérgicas foram avaliados47. Os autores 

concluíram que a infecção polimicrobiana apresentou significante aumento nos 

níveis de anticorpo IgG e maior quantidade de perda óssea com ou sem a presença 

do F. nucleatum e de que essas bactérias exibem sinergismo entre si resultando 

em aumento na virulência e na reabsorção óssea imuno-inflamatória O efeito da 

infecção oral com P. gingivalis, F. nucleatum ou ambas foram determinados em 

tecidos periodontais e a infecção mista (P. gingivalis, F. nucleatum) apresentou 

características mais destrutivas que a mono infecção68. 
Contudo, devido à complexidade deste modelo, há casos em que os 

resultados devem ser interpretados com cautela visto que as diferenças genéticas 

de camundongos poderiam afetar diversos parâmetros incluindo colonização, 

invasão, eventos destrutivos e reparação tecidual7. 
Esta metodologia foi utilizada com sucesso para o estabelecimento de uma 

relação entre a indução de doença periodontal com P. gingivalis e condições 

sistêmicas.  Por exemplo, infecção oral por P. gingivalis em camundongos 

hiperlipidêmicos acelera a formação de placas aterosclerótica59. Além disso, a 

indução de perda óssea alveolar por P. gingivalis é aumentada em ratos diabéticos 

desde que o receptor final da glicação avançada (RAGE) seja bloqueado57-58. A 

utilização de modelos de gavagem oral para tratar uma grande variedade de 

hipóteses relacionadas à patogênese periodontal, foi avaliado variando o papel da 
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resposta do hospedeiro às características de virulência de periodontopatógenos 

suspeitos e a interligação destes fatores com os parâmetros sistêmicos34. 

 

Injeção de bactérias inativadas por calor (heat killed) 

A introdução de bactérias inativadas por calor e o subsequente impacto 

sobre o periodonto têm sido estudados por pesquisadores, principalmente em 

estudos in vitro com células epiteliais gengivais humanas20. Como principal 

variação comparada à utilização de bactérias vivas, este método exclui os efeitos 

das proteases e de outras proteínas, que são produzidas pelo metabolismo 

bacteriano além de, obviamente, não ocorrer colonização bacteriana, o que exige 

estímulos constantes durante todo o experimento.  

Um estudo experimental in vivo foi desenvolvido para mimetizar as 

reações inflamatórias crônicas e sistêmicas ocorridas em doenças infecciosas em 

seres humanos10. Para identificar os meios imunológicos que induzem a regulação 

do receptor ζ e entender o mecanismo de regulação e danos sofridos pelas células 

T, os autores injetaram Porphyromonas gingivalis inativadas por calor no 

subcutâneo de camundongos saudáveis. Os autores demonstraram uma 

diminuição na regulação da expressão do receptor ζ nas células T, causando danos 

a estas células e uma redução da resposta imune. Tem sido sugerido que na 

presença de inflamação crônica, a persistência da diminuição da regulação do 

receptor ζ, pode impedir uma recuperação completa, ao alterar as respostas 

imunes. Assim, ao invés de resolver a situação, tal resposta pode contribuir ainda 

mais para a resposta patológica10. 
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Em um estudo com camundongos foi demonstrado, que a injeção de 

Porphyromonas gingivalis inativadas por calor estimulou a reabsorção óssea com 

a mesma intensidade dos micro-organismos vivos, sugerindo que os efeitos são 

devidos a estimulação direta dos osteoclastos pelos produtos das células 

bacterianas ou pela estimulação indireta dos osteoblastos por produtos, tais como 

as citocinas, liberados localmente pelas células do hospedeiro90. 

 Não obstante, com esta breve revisão, verificamos que cada modelo tem 

características próprias, havendo escassez de estudos na literatura que comparem 

diferentes modelos de indução de doença periodontal experimental, quanto à sua 

progressão 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-clínicos em modelos animais, de 

acordo com seu propósito. 
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PROPOSIÇÃO 

O objetivo geral deste estudo foi caracterizar e avaliar comparativamente 

as alterações teciduais provocadas por diferentes modelos de doença periodontal 

experimental em camundongos.  

 

Objetivos específicos: 

  Avaliar a destruição óssea alveolar produzida pelos diferentes modelos de 

indução de doença periodontal, por meio de microtomografia 

computadorizada - μCT  

 Avaliar a intensidade e característica do processo inflamatório provocado 

nos tecidos periodontais pelos diferentes métodos de indução de doença 

periodontal, por meio de análise histológica descritiva. 

 Avaliar a expressão gênica das citocinas inflamatórias Interleucina-6 (IL-

6), Interleucina-1 (IL-1) e Fator de Necrose Tumoral-α (TNF-α) e das 

proteínas Ligante do Receptor Ativador do Fator Nuclear Kappa B 

(RANKL) e Osteoprotegerina (OPG) por meio de RT-PCR em tempo real. 
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MATERIAL E MÉTODO 

Obtenção e Manutenção de Animais 

 Foram utilizados camundongos C57/BL6 wild type (WT), fêmeas, com 

idade aproximada de 8 semanas e com peso médio de 25g. Estes animais foram 

obtidos junto ao biotério da Área de Pós-Graduação em Imunologia Básica e 

Aplicada, da Faculdade de Medicina de Ribeirão 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 

Experimentação Animal (CONCEA) e o comitê de Ética em Experimentação 

Animal (CEEA) da Faculdade de Odontologia de Araraquara – UNESP sob 

número 12/2010 (Anexo 1). Os animais foram mantidos em gaiolas plásticas 

limpas, em temperatura controlada (22-25°C), com ciclos de claro e escuro 

(12:12h), alimentados com ração granulada (Labina/Purina) e água ad libitum.  

 

Delineamento Experimental 

 O número de animais utilizados foi determinado a partir dos períodos 

experimentais propostos, considerando 06 animais de cada grupo, por período 

experimental. Os animais foram distribuídos em 5 grupos experimentais seguindo 

os períodos de sacrifício: 7, 15 e 30 dias após o início da indução da doença. A 

escolha destes intervalos foi baseada nos estágios de desenvolvimento da doença 

periodontal, com alterações no perfil de citocinas e mediadores da resposta 

inflamatória /imune, de acordo com estudos prévios, realizados em ratos, nos 

quais se empregou o método de indução da doença periodontal por meio de 
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ligadura. Assim, o período de 7 dias correspondeu ao início da agressão ou 

período precoce do desenvolvimento da resposta imune-inflamatória nos tecidos 

periodontais. Os períodos de 15 e 30 dias foram considerados representativos da 

doença instalada, nos quais se esperava observar níveis variados de destruição 

periodontal, de acordo com o modelo utilizado.  

Os animais foram distribuídos nos seguintes grupos experimentais: 

 Grupo C – Controle negativo: animais não receberam nenhum tratamento 

durante todo o período experimental.  

 Grupo L – Ligadura: indução da doença periodontal por meio de ligaduras, 

colocadas ao redor dos primeiros molares superiores.  

 Grupo G-Pg – Gavagem de Porphyromonas gingivalis: indução da doença 

periodontal por meio de inoculações de Pg acrescido de 2% de 

carboximetilcelulose na cavidade oral dos animais, com intervalos de 2 

dias entre elas, num total de 5 inoculações nos animais do período de 15 e 

30 dias e 3 inoculações nos animais do período de 7 dias. 

 Grupo G-PgFn – Gavagem de Porphyromonas gingivalis + Fusobacterium 

nucleatum: indução de doença periodontal por meio da inoculações 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 inoculações 

nos animais dos períodos de 15 e 30 dias e 3 inoculações nos animais do 

período de 7 dias.  

 Grupo I-Pg – Injeção de Porphyromonas gingivalis inativada por calor – 

(heat killed): indução de doença periodontal por meio de injeção de Pg 
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inativada por calor na mucosa palatina ao redor dos molares superiores, 

três vezes por semana, durante todo o período do experimento. 

 

Indução de Doença Periodontal 

 Neste estudo, foram utilizados 3 modelos de indução de doença 

periodontal:, descritos a seguir: 

 Ligadura: para a colocação da ligadura, os animais foram submetidos à 

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

100g de peso corporal) e em seguida foram posicionados em mesa operatória 

apropriada (Figura 1A e B), para permitir a manutenção adequada da abertura 

bucal dos camundongos, facilitando o acesso aos dentes na região posterior da 

maxila. O modelo de ligadura foi obtido com a colocação de um fio de sutura 6.0 

de nylon ao redor dos primeiros molares superiores bilateralmente (Figura 2A e 

B). Neste modelo de indução de doença periodontal, o acúmulo de micro-

organismos viáveis ao redor da ligadura implica na participação de diferentes 

antígenos ou padrões moleculares associados à patógenos (PAMPs), como toxinas 

e produtos do metabolismo microbiano, DNA, flagelos e peptideoglicanos. As 

ligaduras foram checadas periodicamente e reposicionadas se necessário. 
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FIGURA 1 (A e B) – Mesa operatória e posicionamento do animal para permitir 

uma manutenção adequada da abertura bucal e de visibilidade, facilitando o 

acesso aos dentes da região posterior da maxila. 

 

   

 

FIGURA 2 (A e B) – Colocação de ligadura com fio de nylon 6.0 ao redor do 

primeiro molar maxilar bilateralmente, com auxilio de instrumental adequado, 

para permitir a indução da doença periodontal experimental. 
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 Inoculação bacteriana: O protocolo de inoculação bacteriana foi utilizado 

nos grupos G-Pg e G-PgFn. As bactérias Porphyromonas gingivalis (ATCC 

33277) e Fusobacterium nucleatum (ATCC 25586) foram provenientes da 

bacterioteca do Instituto de Ciências Biomédicas da Universidade de São Paulo 

(ICB-USP).  Resumidamente, Porphyromonas gingivalis foi cultivada em meio 

ágar sangue suplementado com 1μL/mL de menadiona, 5μL/mL de hemina e 

40μL/mL de kenamicina, de modo a suprir suas necessidades nutricionais e 

mantidas em jarra de anaerobiose contendo 90% de N2 e 10% de CO2 em estufa a 

37°C por 10 dias. Fusobacterium nucleatum foi cultivado em placa de ágar 

sangue (5% de sangue de ovelha desfibrinado) a 35°C sob condições de 

anaerobiose (90% de N2 e 10% de CO2). A pureza das colônias foi confirmada por 

método de Gram e por visualização em estereoscópio. Uma vez colhidos da placa, 

os micro-organismos foram transferidos para um tubo de microcentrífuga com 

100 μl de PBS. Alíquotas de 100 μl da amostra foram diluídas em água peptonada 

e semeadas em placa de petri. As diluições foram realizadas em triplicata. Após a 

incubação, as placas foram examinadas em microscópio estereoscópico para a 

caracterização morfológica e contagem do número total de unidades formadoras 

de colônias (UFC). Para a contagem dos micro-organismos foi escolhida uma 

placa que continha entre 30 e 300 UFCs. A solução foi diluída de modo a atingir a 

concentração de 109 UFC em 100 μl de PBS. Os grupos de animais infectados 

foram submetidos ao protocolo que consiste da inoculação oral de 109 UFC em 

100 μl de VMGA, acrescida de 2% de carboximetilcelulose, sendo esta solução 

aplicada diretamente na cavidade oral dos animais com o auxilio de um 
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micropipetador (Figura 3) onde foram feitas 5 inoculações nos animais dos 

períodos de 15 e 30 dias, e 3 inoculações nos animais do período de 7 dias. 

 

 

 

FIGURA 3 – Inoculação bacteriana pelo método de gavagem. Os animais eram 

imobilizados e com o auxilio de uma micropipeta, a solução contendo as 

bactérias, era aplicada diretamente na cavidade oral. 

 

Injeção bacteriana: O protocolo para injeção bacteriana consiste na injeção 

bilateral de 0,5μl de 1 × 1010 UFC/ml de Porphyromonas gingivalis (ATCC 

33277) inativada por calor (heat killed)10 na mucosa mastigatória da região 

palatina dos molares, com o auxilio de uma microseringa (HP Agilent 

Technologies) (Figura 4). Previamente, Porphyromonas gingivalis foram 

inativadas pela incubação em uma suspensão a 60°C durante 5 minutos. As 

injeções foram repetidas 03 vezes por semana, bilateralmente, durante toda a 

duração do experimento. Para isso, os animais receberam anestesia inalatória com 

isofluorano (Figura5A e B) e foram posicionados na mesa operatória.  
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FIGURA 4 – Injeção bacteriana utilizando uma microseringa na mucosa palatina, 

ao redor do primeiro e segundo molar, para indução da doença periodontal 

experimental.  
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FIGURA 5 (A e B) – Aparelho utilizado para anestesia inalatória com gás 

isofluorano. Caixa acrílica para colocação dos animais, onde era acumulado o gás 

anestésico, permitindo apropriada analgesia.  

 

Coleta de Material e Análises 

 Após 7, 15 e 30 dias do início do experimento, 6 animais de cada grupo 

foram sacrificados por overdose do anestésico. Posteriormente ao sacrifício, a 

maxila dos animais foi removida e separada em duas hemi-arcadas por corte na 

região da sutura palatina, totalizando 12 peças/grupo/período. Seis peças foram 

utilizadas para processamento histológico e as peças restantes foram utilizadas 

para obtenção de material para a análise de RT-PCR em tempo real e micro CT. 

As peças destinadas à análise histológica foram fixadas em paraformol 4% 

por 24h, descalcificadas em EDTA (0.5M, pH8.0) durante 4-5 semanas (com 

troca de solução 3X por semana) e, em seguida, foram incluídas em parafina. 
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Cortes seriados de 4μm de espessura foram obtidos no plano frontal, montados em 

laminas e corados com hematoxilina e eosina (H/E). Estes cortes foram utilizados 

para avaliação do processo inflamatório por histologia descritiva. 

  

As outras hemi-arcadas foram utilizadas para as seguintes análises: 

 RT-PCR em tempo real: expressão de mRNA de citocinas pró-

inflamatórias: Interleucina-6 (IL-6), Interleucina-1β (IL-1β) e Fator de 

Necrose Tumoral-α (TNFα) e das proteínas Ligante do Receptor Ativador 

do Fator Nuclear Kappa B (RANKL) e Osteoprotegerina (OPG). 

 Microtomografia Computadorizada (μCT): avaliação volumétrica e linear 

da perda óssea alveolar. 

 

Para estas hemi-arcadas, imediatamente após o sacrifício dos animais, os 

tecidos gengivais ao redor dos dentes envolvidos foram coletados, congelados em 

nitrogênio líquido, colocados em tubos individuais e transferidos para freezer -

80°C, para posterior extração de RNA. Em seguida as mesmas peças contendo os 

dentes e processos alveolares foram fixadas em formol 4% por 24h, e transferidas 

posteriormente para frascos com álcool 70 para posterior análise por μCT. 

 

Avaliação Histológica Descritiva 

Os cortes corados com H/E foram utilizados para análise histológica 

descritiva.  Estas análises foram realizadas por um examinador cego e calibrado, 

com o auxílio de um microscópio de luz Leica DMLS na magnificação de 100 
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e/ou 200x. As áreas de interesse dos cortes pré-selecionados foram fotografadas 

com uma câmera digital Leica DFC 300 FX e as imagens capturadas arquivadas 

no formato TIFF (Tagged Image File Format). 

A análise histológica descritiva englobou a área correspondente aos 

tecidos periodontais das raízes palatinas do primeiro molar superior, uma vez que 

as injeções eram realizadas nesta mesma região. Os aspectos observados foram: 

presença e caracterização de infiltrado inflamatório nas regiões sub-epitelial, 

próxima ao sulco gengival/bolsa periodontal, e supracrestal, acima da crista óssea 

alveolar classificada em grau leve (1), moderado (2) ou intenso (3). Também foi 

verificada a intensidade da presença de vasos sanguíneos e a presença de alguma 

outra alteração morfológica nos tecidos.  

 

Extração de RNA Total, Transcrição Reversa e PCR em Tempo Real  

 

Extração de RNA total 

 O RNA total dos tecidos coletados foi extraído com o kit RNAqueous-

4PCR, segundo o protocolo do fabricante (Ambion, Inc). 

 O tecido gengival coletado foi macerado em 100μL de tampão de lise em 

tubo de 1,5mL com auxilio de pilão plástico fornecido com o kit. O mesmo 

volume (100μL) de etanol 64% foi adicionado ao tecido lisado e misturado 

cuidadosamente. Essa mistura foi transferida para um filtro e centrifugada a 

15000g por 1 minuto. O filtrado foi descartado e o cartucho do filtro foi utilizado 

nos passos seguintes. Após 3 etapas de lavagem, o filtro foi transferido para um 



 58 

novo tubo coletor e a solução de eluição (previamente aquecida a 70°C) pipetada 

no centro do filtro. Essa primeira alíquota foi de 40 μL. A solução obtida foi 

centrifugada por 30 segundos a 15000g, em temperatura ambiente. Uma segunda 

alíquota de 10 μL foi pipetada no centro do filtro e a solução novamente 

centrifugada por 30 segundos (essa segunda alíquota foi coletada no mesmo tubo 

da primeira). 

 A solução obtida foi misturada cuidadosamente e tratada com 1μL de 

DNase para cada amostra,  incubada por 30 min a 37ºC.  

A DNAse foi removida da preparação adicionando-se 5,6μL reagente de 

inativação da Dnase (quantidade igual a 10% do volume total da solução). O tubo 

foi agitado com cuidado (para dispersar o reagente) e incubado por 2min, sendo 

que, durante este tempo, foi agitado mais uma vez. Cada amostra foi centrifugada 

a 10000g por 1min para formar um pellet do reagente de inativação da DNase.    

  A quantidade e pureza do RNA foram determinadas em espectrofotômetro 

de luz UV (Biomate 3 - Thermo Electron Corporation) por meio da avaliação das 

absorbâncias a 260nm e da relação entre as absorbâncias a 260/280nm, 

respectivamente.  

 

RT – Transcrição Reversa (síntese de cDNA) 

A síntese de cDNA foi realizada subsequentemente em termociclador 

(MyCycler - Bio-Rad), utilizando o kit TaqMan Reverse Transcription Reagents. 

Foram utilizados 400ng de RNA total por amostra na presença de água livre de 

nucleases, Oligo-dT, dNTPs, MgCl2, inibidor de RNAse e enzima de transcriptase 
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reversa, de acordo com o protocolo do fabricante (Applied Biosystems) nas 

seguintes condições de ciclagem: 250C por 10 minutos, 480C por 30 minutos e 

950C por 5 minuto. 

 

PCR em tempo real 

 Um microlitro do produto da reação de RT foi utilizado num volume total 

de reação de PCR de 20μL. Este volume incluiu, além do produto da reação de 

RT, 8μL água livre de nucleases, 10μL TaqMan gene expression master mix e 

1μL TaqMan gene expression assays (Applied Biosystems) para os genes alvo do 

camundongo (Tabela 1). 

 
Tabela 1 - Primers e sondas inventoriadas TaqMan (TaqMan Gene Expression 
Assays, Applied Biosystems) 

 
 

Target Gene Assay ID Acession # Amplicon Lenth 
(bp) 

    
GAPDH Mm 99999915 gl NM_008084.2 107 

    
IL -1 β Mm 01336189_ml NM_008361.3 63 

    
TNF – α Mm 00445258_ml    NM_013693.2  81 

 
IL-6  Mm 00446190_ml    NM_031168.1  78 

 
RANKL Mm 00441906_ml    NM_011613.3  66 

 
OPG  Mm01205928_ml    NM_008764.3  75 

 
 

Os ensaios de expressão gênica incluem um par de “primers” para PCR 

não marcado e uma sonda marcada com fluoróforo (FAM-labelled), que deve 

anelar ao molde do amplicon dos “primers” específicos; todos estes ensaios são 
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pré-desenhados e otimizados pelo fabricante (Applied Biosystems) para detecção 

e quantificação de sequências de cDNA específicas dos genes-alvo. As condições 

pré-otimizadas de ciclagem utilizadas foram: 500C por 2 minutos, 950C por 10 

minutos e 40 ciclos de 950C por 15 segundos e 600C por 1 minuto. O PCR em 

tempo real foi realizado em um equipamento Step One Plus (Applied 

Biosystems). Os níveis relativos da expressão dos genes foram calculados de 

acordo com as instruções da Applied Biosystems, utilizando a GAPDH como 

gene normalizador. 

Os dados foram expressos usando o método de Ciclo limite (Ct ou Cycle 

treshold), ou seja, o número de ciclos no qual a curva logarítmica de PCR cruza 

uma linha de corte arbitrariamente calculada. Os valores foram normalizados 

subtraindo-se o Ct obtido da amplificação específica do gene alvo pelo Ct do gene 

normalizador (ΔCt).  

 

Microtomografia computadorizada – μCT 

Após o sacrifício dos animais, as hemimaxilas do lado direito foram removidas (N 

= 6 para cada grupo de 30 dias), fixadas em formol a 10% durante 24 horas e 

depois foram transferidas para uma solução de álcool 70% e armazenadas em 

temperatura ambiente. Os espécimes foram escaneados utilizando um sistema de 

microtomografia computadorizada (Skyscan 1174, Aartselaar, Belgium).  

  

Método de escaneamento: Os parâmetros utilizados da tomografia 

computadorizada foram os seguintes: o tamanho da imagem em pixel foi de 2000 
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x 1336 (18μm); a espessura dos cortes foi de 12μm; a magnificação da imagem 

foi de 10x; a voltagem do tubo de raios-X foi de 50 kV e o feixe foi de 496 uA e a 

corrente elétrica foi ajustada para 0.1mA. As imagens tridimensionais foram 

reconstruídas utilizando um software de reconstrução (NRecon 1.6.1.5 – SkyScan 

N. V. Belgium). Os parâmetros para reconstrução foram: Beam Hardening 

Correction 4%, Ring Artifact Correction =3, Smoothing =1, Postalignment =1.00.  

 

Análise linear (2D): Para a realização da análise linear foi utilizado um 

software bidimensional (Data Viewer 1.4.3.1 - SkyScan, Belgium) para 

possibilitar a visualização e a quantificação da perda óssea alveolar em um 

computador. Todos os cortes escaneados foram reorientados em três planos, 

frontal, coronal e transaxial, antes de cada análise para alinhar uniformemente a 

posição anatômica, ou seja, mesial-distal, vestibular-palatina e medial e lateral 

(Figura 6). A medida da perda óssea alveolar foi determinada (em mm) a partir da 

junção cemento-esmalte (JEC) até a crista óssea alveolar (COA) na região distal 

da raiz disto-palatina do primeiro molar e na região mesial da raiz palatina do 

segundo molar (Figura 7A e B). As imagens nos cortes frontais foram 

reorientadas para que tanto a JCE como o ápice da raiz aparecesse no mesmo 

corte tomográfico padronizando assim, todas as imagens. 
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FIGURA 6 – Representação nos três planos (Frontal, Coronal e Transaxial) para 

padronização das medições antes de cada análise linear e volumétrica. 

 

  

FIGURA 7 (A e B) – Representação esquemática da mensuração linear na face 

palatina das raízes distal do primeiro molar e mesial do segundo molar, para 

avaliação da distância da junção cemento-esmalte até a crista óssea alveolar. 

 

Análise Volumétrica (3D): As mensurações volumétricas foram feitas 

utilizando um software especifico (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium), 

seguindo a seleção de uma área de interesse (ROI – region of interest) 

tridimensional. O examinador foi guiado pelas marcações morfométricas durante 
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o desenho do ROI. No caso dos defeitos periodontais resultados da doença 

periodontal experimental, a maior perda óssea alveolar foi notada na região 

interproximal entre o primeiro e segundo molar e na região palatina desses dentes 

em função dos métodos de indução (ligadura e injeção bacteriana). 

Para maximizar a quantificação do osso, minimizar a inclusão de dentes e 

raízes e usar o mínimo de marcações possíveis, o 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 μm apical a esta estrututura anatômica. Assim, toda a área óssea da 

região interproximal e região de furca do segundo molar foi envolvida no ROI 

(Figura 8). Esta região foi escolhida por ser mais consistente entre os espécimes e 

pelo fato de que a colocação da ligadura e as injeções foram feitas nessa região. 

Utilizando uma ferramenta avançada 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 ROI 3D foi criado utilizando um 

software (CT Analyser 1.10.1.0 - SkyScan, Belgium) baseado na resultante do 

contorno 2D. A partir daí, os parâmetros de fração do volume ósseo foram 

determinados. As análises foram realizadas por um examinador cego e calibrado. 
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FIGURA 8 – Representação em um corte transaxial da área de interesse (ROI) 

delimitado a partir da raiz distal do segundo molar até a raiz mesial do primeiro 

molar, englobando o tecido ósseo da região interproximal e região de furca do 

segundo molar. 

 

Análise Estatística 

 A análise estatística 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 

parâmetros analisados, em cada período. Para análise da perda óssea, análise 

quantitativa dos componentes teciduais por estereometria e PCR em tempo real a 

análise estatística foi realizada utilizando-se o teste de análise de variância one-

way Anova seguido de post-test de comparação múltipla Tukey´s test. 
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RESULTADO 

Análise histológica descritiva 

Grupo 1 – Controle negativo  

 Os cortes histológicos da raiz palatina do primeiro molar superior esquerdo 

dos camundongos do grupo controle, do período de 7 dias, apresentavam na 

região  sub-epitelial, um infiltrado inflamatório leve com predomínio de linfócitos 

(80% dos casos) e neutrófilos e macrófagos (20% dos casos), vasos em grau leve 

(40% dos casos) ou moderado (60% dos casos). Na mucosa palatina observou-se 

epitélio sem alterações e sem infiltrado inflamatório em 80% dos casos. No 

conjuntivo supra- ósseo verificamos vasos normais sem infiltrado inflamatório. 

Nos animais controle negativo do período de 30 dias, observamos infiltrado 

inflamatório misto (80%) ou crônico (20%) com predomínio variado de células, 

por vezes linfócitos (20%), neutrófilos (20%), neutrófilos e macrófagos (20%) ou 

macrófagos (20%) e a presença de vasos foi classificada como leve. Na região de 

mucosa o quadro variou de normalidade, inflamação crônica a acantose com 

inflamação mista com predomínio de macrófagos ou linfócitos. No conjuntivo 

supra-ósseo verificamos normalidade (Figura 9A a D). 
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FIGURA 9 (A a D) – Fotomicrografia da região do primeiro molar superior 

esquerdo dos animais do grupo controle, dos períodos de 7 (A) e 30 dias (C). 

H&E. Aumento de 50x (B) e 100x D) 
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Grupo 2 – Ligadura 

 Os cortes histológicos do primeiro molar superior esquerdo dos 

camundongos submetidos à indução da doença periodontal no período de 7 dias, 

apresentavam-se com infiltrado inflamatório misto moderado com predomínio 

variado de células, por vezes neutrófilos (33%), neutrófilos e macrófagos (33%), 

linfócitos e macrófagos (33%) e vasos variando de leve (50%) a moderado (50%) 

na região sub-epitelial. Na mucosa palatina o quadro também variou, sendo 

observados acantose com infiltrado crônico (33%) ou misto (16%), apenas 

inflamação crônica com predomínio de neutrófilos e linfócitos ou macrófagos ou 

mesmo normalidade (16%). No conjuntivo supra-ósseo verificamos vasos normais 

sem infiltrado inflamatório (66%) ou infiltrado inflamatório crônico ou misto com 

predomínio de macrófagos ou mesmo macrófagos e neutrófilos.  Os animais do 

período de 30 dias apresentaram-se com predomínio de células inflamatórias, 

neutrófilos e macrófagos, na região sub-epitelial. No tecido conjuntivo 

verificamos inflamação crônica moderada com predomínio de linfócitos e 

ausência de vasos (Figura 10A a D). 
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FIGURA 10 (A a D) – Fotomicrografia da região do primeiro molar superior 

esquerdo dos animais do grupo ligadura, dos períodos de 7(A) e 30(C) dias. H&E. 

Aumento de 50x (B) e 100x (D) 

 

 

 

 

 

 

 

 



 70 

Grupo 3- Inoculação de Porphyromonas gingivalis 

 Os animais submetidos à indução de doença periodontal pelo método de 

inoculação bacteriana no período de 7 dias, apresentaram na região sub-epitelial, 

infiltrado inflamatório leve ou moderado, misto ou crônico com predomínio de 

neutrófilos (50%), macrófagos (25%) e neutrófilos e macrófagos (25%) e vasos 

classificados como grau leve. Na mucosa palatina observamos epitélio sem 

alterações (40%) ou acantose com infiltrado inflamatório com predomínio de 

linfócitos e macrófagos (60%). No conjuntivo observamos normalidade. No 

período de 30 dias, a região sub-epitelial apresentou-se com infiltrado 

inflamatório misto em grau moderado (80%) com predomínio de células 

inflamatórias: neutrófilos e linfócitos (80%). Na mucosa palatina observamos 

infiltrado inflamatório misto com acantose em 60% dos casos com predomínio de 

macrófagos e linfócitos e acantose isolada em 40% dos casos. No tecido 

conjuntivo, inflamação crônica moderada a intenso com macrófagos e linfócitos 

(Figura 11A a D). 
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FIGURA 11 (A a D) – Fotomicrografia da região do primeiro molar superior 

esquerdo dos animais do grupo inoculação bacteriana, dos períodos de 7(A) e 

30(C)  dias. H&E. Aumento de 50x(B) e 100x(D) 
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Grupo 4 - Inoculação de Porphyromonas gingivalis + Fusobacterium nucleatum 

 Os animais submetidos à indução de doença periodontal pelo método de 

inoculação bacteriana no período de 7 dias, apresentaram na região subepitelial, 

infiltrado inflamatório misto (75%) ou crônico que demonstrou predomínio de  

neutrófilos (50%), neutrófilos e macrófagos (25%) ou somente macrófagos (25%). 

A formação de vasos foi classificada como leve. Na mucosa o quadro variou de 

ausência de alterações, apenas acantose e acantose e processo inflamatório crônico 

com predomínio de macrófagos em nível leve ou moderado. No conjuntivo o 

quadro foi de normalidade. No período de 30 dias os animais apresentaram-se 

com as mesmas características (Figura 12A a D). 
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FIGURA 12 (A a D) – Fotomicrografia da região do primeiro molar superior 

esquerdo dos animais do grupo inoculação bacteriana, dos períodos de 7(A) e 

30(C) dias. H&E. Aumento de 50x (B) e 100x (D) 
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Grupo 5 - Injeção de Porphyromonas gingivalis inativada por calor 

 Os animais submetidos à indução de doença periodontal pelo método de 

inoculação bacteriana no período de 7 dias, apresentaram na região sub-epitelial 

infiltrado inflamatório misto de leve (60%) a moderado (40%) com predomínio de 

neutrófilos associados a macrófagos ou linfócitos e vasos em grau leve (40%) ou 

moderado (60%). Na mucosa palatina observamos epitélio com acantose ou 

atrofia do epitélio com infiltrado inflamatório crônico leve e predomínio de 

macrófagos (40%) ou linfócitos (60%). No conjuntivo verificamos infiltrado 

inflamatório crônico de moderado (40%) a forte (60%) com predomínio de 

macrófagos. No período de 30 dias houve um agravamento do quadro, com 

infiltrado inflamatório intenso no tecido conjuntivo com predomínio de 

macrófagos e linfócitos (Figura 13A a D). 
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FIGURA 13 (A a D) – Fotomicrografia da região do primeiro molar superior 

esquerdo dos animais do grupo injeção de Porphyromonas gingivalis inativadas 

por calor , dos períodos de 7(A) e 30(C) dias. H&E. Aumento de 50x(B) e 

100x(D) 
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A partir das análises histopatológicas realizadas, podemos identificar que 

na região de epitélio de sulco, nenhum grupo apresentou infiltrado inflamatório 

intenso e somente o grupo “ligadura” demonstrou infiltrado inflamatório 

moderado. Outro aspecto interessante foi à observação de que apenas o controle 

negativo apresentou infiltrado inflamatório predominantemente crônico. 

Adicionalmente, verificamos que todos os grupos demonstraram-se semelhantes 

em relação à distribuição de vasos nesta região, exceto o grupo gavagem de 

“Porphyromonas gingivalis + Fusobacterium nucleatum” que demonstraram 

nível leve. 

Na análise da mucosa lingual observamos normalidade no grupo controle, 

mas atrofia e acantose no grupo injeção de Porphyromonas gingivalis inativadas 

por calor e no grupo ligadura e infiltrado inflamatório crônico. Já os grupos de 

gavagem demonstraram padrão variável com 40% dos casos de normalidade e 

60% demonstrando infiltrado inflamatório crônico com evidente acantose do 

epitélio.  

O tecido conjuntivo justaposto ao osso da região palatina foi analisado em 

separado e foi possível observar que o grupo Porphyromonas gingivalis inativadas 

por calor demonstrou infiltrado inflamatório crônico em grau moderado a forte 

com evidente predomínio de macrófagos. Este mesmo grupo apresentou maiores 

quantidades de vasos nesta região. 
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Análise histológica descritiva 

 Com as amostras obtidas dos cortes histológicos de 6 animais, dos 

períodos de 7 e 30 dias, de todos os grupos, foram feitas as análises para 

quantificação do processo inflamatório e do número de vasos presentes, e estão 

representados nas Figuras 14 e 15 abaixo. Os resultados foram submetidos ao 

teste paramétrico One-way ANOVA complementado pelo teste de Tukey para 

avaliar a diferença entre os grupos, nos períodos de 7 e 30 dias de indução da 

doença periodontal. 

 

FIGURA 14 - *Indica diferença estatisticamente significante com relação ao 

grupo C. ANOVA (p<0.05) 
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FIGURA 15 - *Indica diferença estatisticamente significante com relação ao 

grupo C. ANOVA (p<0.05) 

 

 

Microtomografia Computadorizada - μCT 

 Imagens tridimensionais geradas a partir dos cortes tomográficos, 

revelaram uma clara redução do osso alveolar no grupo 2 (ligadura) e no grupo 5 

(injeção de  Porphyromonas gingivalis), na área interproximal ente o primeiro e o 

segundo molar no período de 30 dias, comparados com os demais grupos. 

 

Análise Linear 

 A análise linear mostrou que no grupo 2 e no grupo 5 houve um aumento 

na perda óssea alveolar em altura (distância da junção cemento-esmalte até a 

crista óssea alveolar), nas faces distal da raiz disto-palatina do primeiro molar e na 

região mesial da raiz palatina do segundo molar. Análises intergrupos revelou 
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que, comparado com os grupos controle e inoculação (Grupos 1, 3 e 4) a 

colocação de ligadura e a injeção de Porphyromonas gingivalis na região palatina, 

resultou em aumento da perda óssea alveolar no período de 30 dias (p < 0.05) 

(Figura 16)  

 

 

 

FIGURA 16 – Medida linear do defeito ósseo nos diferentes grupos experimentais 

do período de 30 dias.  

* Indica diferença estatisticamente significante em relação aos grupos C, G-Pg e 

G-PgFn. ANOVA, (p<0.05) 

 & Indica diferença estatisticamente significante em relação aos grupos C, G-Pg, e 

G-PgFn. ANOVA (p<0.05) 

 

Análise Tridimensional Volumétrica 

 Os resultados da análise volumétrica demonstraram que a instalação da 

ligadura e a injeção de bactérias na região de mucosa palatina na região 
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interproximal, resultaram em redução estatisticamente significante do volume 

ósseo presente na região de interesse (ROI), comparado com os demais grupos e 

representados por fotomicrografia e reconstrução tridimensional (p < 0.05) 

(Figuras 17 a 23). 

 

 

FIGURA 17 – Volume do defeito ósseo entre os diferentes grupos experimentais 

do período de 30 dias. As barras nos gráficos indicam as médias e as linhas 

verticais os desvios-padrão de 6 amostras de todos os grupos. 

* Indica diferença estatisticamente significante em relação aos grupos C, G-Pg, e 

G-PgFn. ANOVA, (p<0.05) & Indica diferença estatisticamente significante em 

relação aos grupos C, G-PgFn. ANOVA, (p<0.05). 
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FIGURA 18 – Fotomicrografia das raízes palatinas do primeiro e segundo molar 

superior no grupo injeção bacteriana. É possível notar (seta) evidente perda óssea 

na região interproximal, estatisticamente significante com relação ao grupo 

controle. 

 

 

 

 

FIGURA 19 - Fotomicrografia do grupo ligadura evidenciando (seta) aumento da 

perda óssea alveolar na região interproximal, entre o primeiro e o segundo molar, 

estatisticamente significante em relação aos demais grupos. 
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FIGURA 20 – Fotomicrografia do grupo 
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FIGURAS 21 a 23 - Reconstrução tridimensional volumétrica dos grupos L (A), 

I-Pg (B) e C (C), respectivamente, na região palatina. 
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RT-PCR em Tempo Real 

 Com as amostras obtidas de 6 animais de cada grupo do período de 7 e 15 

dias, foi feita a quantificação da expressão de RNAm dos mediadores envolvidos 

na osteoclastogênese RANKL e OPG, e das citocinas inflamatórias TNF-α, IL-6 e 

IL-1 durante a evolução da doença periodontal induzida experimentalmente pelos 

métodos de ligadura, gavagem e injeção bacteriana utilizando PCR em tempo real. 

Os dados obtidos das médias das duplicatas de cada amostra foram normalizadas 

para níveis de expressão de GAPDH e expressos como “fold-change” em relação 

aos níveis nos animais sem indução da doença (controles). Os resultados foram 

submetidos ao teste paramétrico One-way ANOVA complementados pelo teste de 

Tukey e estão apresentados nas figuras abaixo (Figuras 24 a 28). 
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FIGURA 24 - Fold-change (Média e desvio-padrão) da expressão de TNF- α, nos 

diferentes grupos de tratamento nos períodos de 7 e 15 dias. *Indica diferença 

estatisticamente significante com relação aos grupos G-Pg, G-PgFn e I-Pg.  

&Indica diferença estatisticamente significante em relação aos grupos G-Pg, G-

PgFn e I-Pg ANOVA e Tukey´s test (p<0.05). 

 
 
 
 

 

 

FIGURA 25 - Fold-change (Média e desvio-padrão) da expressão de IL-1β, nos 

diferentes grupos de tratamento nos períodos de 7 e 15 dias. *Indica diferença 

estatisticamente significante com relação aos grupos L, G-Pg, G-PgFn e I-Pg.  

&Indica diferença estatisticamente significante em relação ao grupo G-Pg e I-Pg 

ANOVA e Tukey´s test (p<0.05). 
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FIGURA 26 - Fold-change (Média e desvio-padrão) da expressão de IL-6, nos 

diferentes grupos de tratamento nos períodos de 7 e 15 dias. *Indica diferença 

estatisticamente significante com relação aos grupos C, G-Pg, G-PgFn e I-Pg.   

&Indica diferença estatisticamente significante em relação ao grupo G-Pg, G-PgFn 

ANOVA e Tukey´s test (p<0.05). 

 

 

FIGURA 27 - Fold-change (Média e desvio-padrão) da expressão de OPG, nos 

diferentes grupos de tratamento nos períodos de 7 e 15 dias. *Indica diferença 

estatisticamente significante com relação aos grupos G-Pg, G-PgFn e I-Pg. 
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&Indica diferença estatisticamente significante em relação aos grupos G-Pg, G-

PgFn e I-Pg ANOVA e Tukey´s test (p<0.05). 

 

 

FIGURA 28 -Fold-change (Média e desvio-padrão) da expressão de RANKL, nos 

diferentes grupos de tratamento nos períodos de 7 e 15 dias. *Indica diferença 

estatisticamente significante com relação aos grupos C, G-Pg, G-PgFn e I-Pg. 

ANOVA e Tukey´s test (p<0.05). 
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DISCUSSÃO 

Modelos animais de indução de doença periodontal experimental têm 

contribuído para novos conhecimentos dentro da ciência biológica. Estes 

permitem a reprodução das complexas respostas do hospedeiro que ocorrem 

durante a patogênese da doença periodontal64. Embora os modelos animais não 

reproduzam tudo o que ocorre nos humanos, eles permitem avaliar a doença 

longitudinalmente e a um nível celular e molecular. Portanto, a utilização de 

modelos animais para investigação sobre a resposta do hospedeiro torna-se 

criticamente importante no estudo da doença periodontal e para o 

desenvolvimento de novos tratamentos. Vários são os modelos descritos na 

literatura, dentre os mais utilizados destacam-se: gavagem oral por meio de 

inoculação de cepas de bactérias vivas na cavidade oral, colocação de ligadura e 

injeção bacteriana. 

O modelo de gavagem oral tem sido avaliado em diferentes linhagens e 

espécies de animais, principalmente em camundongos e ratos, e têm sido 

utilizadas diversas cepas bacterianas. O periodonto é um conjunto de tecidos que 

fica exposto à cavidade oral. Aproximadamente 700 espécies bacterianas estão 

presentes em amostras de placa subgengival e estão associadas ao início e 

progressão da doença periodontal. Contudo, ainda há controvérsias sobre qual 

bactéria inicia os eventos que levam à ruptura irreversível dos tecidos 

periodontais. Considerada atenção tem sido dada a Porphyromonas gingivalis, 

anaeróbico gram negativo, membro do complexo vermelho80. P. gingivalis 

expressa uma variedade de fatores de virulência que incluem fímbrias, adesinas, 
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polissacarídeo capsular, lipopolissacarídeo e várias enzimas proteolíticas 

responsáveis por causarem a inflamação crônica do periodonto42. Embora estes 

fatores de virulência sejam importantes para o crescimento e sobrevivência da P. 

gingivalis, alguns destes também auxiliam na patogênese de outros 

microrganismos orais. Este microrganismo é conhecido como sendo um dos mais 

periodontopatogênicos, visto que possui a capacidade de co-agregar com 

colonizadores pioneiros, tais como Streptococcus mitis e Streptococcus oralis e 

com colonizadores intermediários, como Fusobacterium nucleatum53. O F. 

nucleatum é conhecido por promover, inicialmente, a adesão aos primeiros 

colonizadores, incluindo cocos gram-positivos, e aumentar a aderência de 

bactérias periodontopatogênicas como a P. gingivalis e T. denticola em lesões 

periodontais52. No estudo de Saito et al.73 (2008), os autores mostraram o forte 

efeito sinérgico entre P. gingivalis e F. nucleatum, e observaram maior 

crescimento da primeira na presença da segunda. Em um estudo recente utilizando 

modelo de gavagem oral induzido pela inoculação de P. gingivalis associado com 

F. nucleatum, em camundongos BALB/c os autores mostraram que a infecção 

mista foi mais destrutiva do que a infecção utilizando somente uma destas cepas 

bacterianas. Os animais infectados com P. gingivalis ou com F. nucleatum 

isoladamente, não apresentaram perda óssea alveolar significante, se portando de 

maneira similar aos animais do grupo controle68. Por outro lado, Kesavalu et al.47 

(2007), realizou um estudo em ratos Sprague-Dawley, utilizando este mesmo 

modelo, e observou que apesar de a infecção mista com P. gingivalis, T. forsythia, 

T. denticola e F. nucleatum, induzir grande perda óssea alveolar, quando 
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comparados com mono-infecções, na exclusão do F. nucleatum, não houve 

diferença significativa na destruição óssea avaliada47. Este resultado sugere que a 

cepa utilizada influencia diretamente na presença ou ausência de sinergismo entre 

estes microrganismos. Nossas constatações estão de acordo com o trabalho acima 

onde a presença do F. nucleatum não agravou a perda óssea alveolar quando 

associado a P. gingivalis. A limitada perda óssea observada nos grupos P. 

gingivalis ou P. gingivalis + F. nucleatum foram muito semelhantes com o grupo 

controle, ou seja, não houve diferença estatisticamente significante entre esses 

grupos, identificados por meio de análise histológica e uCT. O efeito comensal 

entre ambos os microrganismos e a relação direta com a periodontite justifica a 

utilização da P. gingivalis e F. nucleatum em nossa pesquisa. 

Ao mesmo tempo em que não houve diferença entre os grupos na presença 

do F. nucleatum, o modelo de gavagem oral, da forma como foi realizado, não foi 

efetivo para induzir a doença periodontal. Estes resultados negativos podem ser 

justificados pela baixa concentração dos microrganismos, linhagem dos 

camundongos, período experimental e a cepa utilizada. Embora a P. gingivalis 

tenha sido indicada como indutora da doença periodontal em modelos 

experimentais, a cepa utilizada (ATCC 52977, 381 e W50) nos estudos prévios4,86, 

são mais agressivas do que a utilizada em nosso estudo (ATCC 33277), além 

disso, a concentração bacteriana utilizada nos estudos de Baker et al.4 (1994) e 

Wilensk et al.86 (2005), foi dez vezes superior a utilizada no estudo em questão. 

Além disso, segundo Baker et al.5 (2000) esta linhagem de camundongos 

C57BL/6 jovens são mais resistentes a indução experimental da doença  
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periodontal, diferentemente dos camundongos BALB/c utilizados em estudos 

anteriores. Estes mesmos autores avaliaram a suscetibilidade genética entre 

diversas linhagens de camundongos em induzir doença periodontal experimental. 

Para isto, foi utilizado um modelo de gavagem com cepas humanas de P. 

gingivalis. Os resultados mostraram perda óssea alveolar nas linhagens dos 

camundongos AKR/J, DBA/2J e BALB/c e ausência de perda óssea nas linhagens 

A/J, A/HeJ, SJL/J e C57BL/65. Nossos resultados são semelhantes aos achados 

acima, onde a indução da doença periodontal pelo método de gavagem, por meio 

de mono-infecção (P. gingivalis) ou poli-infecção (P. gingivalis + F. nucleatum) 

em camundongos C57BL/6, não mostrou diferença estatisticamente significante 

em relação à perda óssea alveolar quando comparadas com o grupo controle, 

medidas a partir da JCE à COA.  Por outro lado, os estudos de Yoneda et al.88 

(2001), que avaliaram a suscetibilidade de varias linhagens de camundongos, 

contra a infecção por P. gingivalis (ATCC 33277) em um modelo de abscesso 

subcutâneo, demonstrou resultados inconsistentes com os achados acima. Os 

autores mostraram que as linhagens BALB/c, CD-1 e C57BL/6 foram mais 

suscetíveis quando comparados com DBA/1J, C3H/HeN e C3H/HeJ, avaliados 

pela formação de abscesso e condições gerais dos animais88. Por conseguinte, o 

período experimental de 30 dias, pode ter contribuído para ausência de perda 

óssea, uma vez que a literatura apresenta trabalhos utilizando períodos 

experimentais mais longos, para permitir uma maior proliferação dos 

microrganismos na cavidade oral dos animais47,68. Uma das limitações do nosso 

estudo foi a não realização de exames para comprovar a colonização bacteriana na 
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cavidade oral dos animais. Exames moleculares como PCR e o método 

imunoenzimático – ELISA, poderiam fornecer informações importantes como 

colonização ou não das bactérias e presença no soro, de anticorpo - IgG contra P. 

gingivalis e F. nucleatum.    

Não obstante, o modelo de ligadura foi efetivamente utilizado para induzir 

reabsorção óssea alveolar nos camundongos C57BL/6, no período de 30 dias, 

comprovado por meio de uCT. Nossos resultados mostram nos cortes 

histológicos, migração apical do epitélio juncional e inflamação. Perda dos tecidos 

de suporte, especialmente na área interproximal entre o primeiro e segundo molar, 

foram observados nos cortes histológicos e nas medidas obtidas por μCT que está 

em concordância com diversos estudos na literatura que utilizaram o mesmo 

método81,56,60,61,89. O princípio da utilização deste modelo esta baseado na 

aderência de microrganismos ao redor da ligadura, que serve como um nicho para 

a colonização bacteriana que iniciaria a lesão periodontal51.  Para isso, é colocado 

ao redor da cervical dos molares superiores, um fio de seda multifilamentado para 

facilitar o acúmulo de placa. No nosso estudo, foi utilizado um fio de nylon, 

monofilamentado, pelo fato de que os fios de seda, utilizados previamente no 

estudo piloto, não permaneceram em posição durante os 30 dias de período 

experimental. Geralmente os fios de seda acumulam mais microrganismos, e 

conseqüentemente mais inflamação, mas são menos resistentes à mastigação por 

longos períodos de tempo, principalmente quando em espessura muito fina (6-0).  

Alguns autores consideram este modelo, como sendo o mais representativo 

da periodontite em humanos81. As desvantagens do modelo de ligadura estão 
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relacionadas com o trauma mecânico causado durante a colocação da ligadura e 

com a diminuição da severidade da doença com o passar do tempo. Isso pode ser 

atribuído a uma característica protetora dos tecidos periodontais, atribuído a uma 

característica protetora dos tecidos periodontais. Frente a uma destruição do osso 

alveolar, os tecidos tendem a migrar no sentido apical em uma tentativa de 

recuperar o espaço biológico, como corroborado por nosso grupo de pesquisa1-

81,25. Para que a intensidade da indução da doença seja mantida com o passar do 

tempo, alguns autores60,89 utilizam ligadura incubadas com P. gingivalis, e 

reposicionam diariamente o fio na posição apical para manter intimo contato com 

os tecidos marginais, evitando um maior distanciamento entre os tecidos 

periodontais e o agente agressor, e com suficiente carga microbiana.  

Em nosso estudo, apesar da ligadura ter sido de nylon e de não ter sido 

reposicionada, diariamente, ao redor do dente, os resultados se apresentaram com 

evidente perda de inserção óssea, em concordância com os trabalhos descritos 

acima. Apesar do modelo de ligadura ser um modelo agudo de doença 

periodontal, onde a perda óssea ocorre primariamente nos primeiros 7 a 15 dias44, 

em nossos resultados, significativa perda óssea alveolar ocorreu no período mais 

longo de 30 dias. A característica do fio de nylon pode ter contribuído para o 

atraso da doença periodontal uma vez que dificulta a adesão de microrganismos 

sobre eles, associado ao baixo trauma mecânico durante a colocação da ligadura e 

a característica de resistência a doença da linhagem de camundongo utilizada. 

A indução de doença periodontal experimental por meio de injeções, de 

LPS bacteriano ou de bactérias inativadas, na mucosa palatina maxilar tem sido 
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amplamente utilizada para avaliação de expressão gênica e para indução de 

reabsorção óssea em modelos animais35,36,73,81,84. Diferentemente do modelo de 

ligadura que permite o acúmulo de microrganismos viáveis e naturalmente 

presentes na espécie animal, o modelo de injeção bacteriana não é iniciado pela 

resposta do hospedeiro ao biofilme subgengival. Os resultados histológicos e do 

uCT demonstram neste modelo, resultados semelhantes a periodontite humana, 

principalmente na região onde eram realizadas as injeções, na região palatina 

entre os molares, caracterizado por reabsorção óssea alveolar.  

No presente estudo, para evidenciar o caráter inflamatório, a nível 

molecular, tanto nos diferentes modelos de indução de doença periodontal quanto 

nos diferentes períodos envolvidos, foram avaliados o RNAm de diferentes 

citocinas pró-inflamatórias e de moléculas envolvidas com a osteoclastogênese. 

Os modelos de injeção bacteriana e de ligadura foram os mais representativos da 

doença periodontal experimental, caracterizado por um aumento da intensidade do 

processo inflamatório, aumento no nível de expressão dos mediadores pró-

inflamatórios e perda óssea evidenciada através de μCT.  

Em nossos resultados foi observado que no modelo de ligadura a 

expressão dos mediadores da osteoclastogênese RANKL e OPG e das citocinas 

pró-inflamatórias IL-1 e TNF-α foi mais acentuada aos 7 dias de indução da 

doença com conseqüente diminuição no período de 15 dias. Esses resultados estão 

de acordo com a literatura científica1,25,81, onde o modelo de ligadura é 

caracterizado nos períodos iniciais (7 dias), por intensa reabsorção óssea e 
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aumento da expressão de RNAm e com o passar dos dias, ocorre uma conseqüente 

diminuição da expressão de RNAm dos mediadores e da perda óssea alveolar.  

Ainda com relação à expressão de RNAm dos mediadores inflamatórios, 

no modelo de injeção de P. gingivalis inativadas por calor, é interessante observar 

que o pico de expressão de todos os mediadores analisados – RANKL , OPG, IL-

1, IL-6 e TNF-α, bem como a intensidade da inflamação, ocorreu aos 15 dias de 

indução e se mantiveram elevadas em relação ao grupo controle. Esses resultados 

podem ser justificados devido às repetidas injeções de bactérias, realizadas 3x por 

semana durante toda a duração do experimento, o que mantinham a intensidade da 

agressão no local. Da mesma forma, nos grupos de gavagem oral seja com mono-

infecção com P. gingivalis ou por poli-infecção com P. gingivalis + F. nucleatum, 

os resultados mostram, assim como no grupo de injeção bacteriana, que ocorre um 

aumento significativo da expressão desses mediadores pró-inflamatórias conforme 

aumenta o período experimental. Sendo assim, é possível que o tempo influencie, 

diretamente, o aumento da colonização, a aderência e multiplicação bacteriana 

dentro da cavidade oral dos animais. Um maior período de tempo entre as 

inoculações bacterianas e o sacrifício dos animais (45-60 dias) poderia confirmar 

a veracidade desta relação.  

Os resultados observados no presente estudo sugerem que os modelos de 

indução de doença periodontal experimental, em camundongos C57BL/6, por 

meio de ligadura e injeções bacterianas na mucosa palatina, são os modelos mais 

representativos da doença periodontal em humanos. Sendo que estes modelos 

podem fornecer bases para futuros estudos intervencionais, que contribuem para o 
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entendimento da patogênese da doença e da complexa resposta do hospedeiro 

frente ao desafio microbiano. Além disso, podem tornar possível a validação de 

hipóteses e provar a eficácia de novas terapias para o controle da doença 

periodontal em humanos. 
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CONCLUSÃO 

Modelos de indução de doença periodontal experimental em roedores são 

uteis, pois fornecem uma grande quantidade de informações sobre a patogênese da 

doença periodontal. Em nosso estudo, podemos concluir que, os modelos de 

ligadura e injeção bacteriana foram os mais representativos da doença periodontal 

em humanos, evidenciado por meio de significativa perda óssea alveolar, em 

ambos os grupos, e aumento da expressão da citocina pró-inflamatória IL-6 e do 

mediador da osteoclastogênese RANKL, no grupo ligadura, em relação aos 

demais grupos. Por outro lado, o modelo de gavagem oral, seja por uma infecção 

simples ou mista, não foi efetivo em induzir doença nas condições estudadas. 
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