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RESUMO 

 

O modelo de periodontite induzida por ligadura em camundongos tem sido 

amplamente utilizado para estudar o metabolismo ósseo, especialmente para avaliar 

a reabsorção óssea resultante de um processo inflamatório. Este estudo teve como 

objetivo comparar os níveis de reabsorção óssea alveolar (ROA) em diferentes 

tempos de eutanásia, utilizando fios de algodão e seda na indução de periodontite por 

ligadura em mandíbulas de camundongos fêmeas. Para isso, foram utilizados 78 

camundongos Swiss fêmeas. Após aprovação da Comissão de Ética no Uso de 

Animais (06/23), a periodontite foi induzida pela inserção de fios de algodão ou seda 

nos primeiros molares mandibulares, com eutanásia após 3, 5, 7, 11, 14 e 21 dias. Um 

grupo controle (Naïve), sem a doença induzida, foi incluído para comparação. A ROA 

foi avaliada por macroscopia, e o tecido gengival foi removido para quantificação de 

TNF-α e IL-1β via ELISA. Amostras sanguíneas foram coletadas para quantificar os 

níveis de fosfatase alcalina. O peso dos animais foi registrado antes da ligadura e da 

eutanásia. Tanto no grupo algodão quanto no grupo seda, observou-se ROA 

significante (p<0,05) a partir do 3º dia, com pico máximo no 14º dia, em comparação 

ao grupo Naïve, estabilizando no 21º dia. A comparação entre os tipos de fio revelou 

ROA mais pronunciada (p<0,05) no 7º e 11º dias no grupo seda, em relação ao grupo 

algodão. Em relação aos níveis de TNF-α, não houve diferenças significantes em 

relação ao Naïve. No entanto, os níveis de IL-1β aumentaram significantemente 

(p<0,05) no 3º e 5º dia em ambos os grupos, indicando aumento dessa citocina no 

início do processo inflamatório. Em relação à fosfatase alcalina, houve diferença 

significante (p<0,05) no grupo algodão nos dias 7, 11, 14 e 21, e no grupo seda, essa 

diferença ocorreu apenas no 11º dia. Não foram observadas alterações significantes 

na variação de massa corpórea dos animais com periodontite, em comparação aos 

animais Naïve. Conclui-se que, embora haja diferenças pontuais na ROA alcançada 

no curso da doença, em ambos os tipos de fio essa ROA alcança pico no 14º dia.   

 

Palavras-chave: Reabsorção óssea alveolar. Periodontite. Camundongos fêmeas. 



 
 

ABSTRACT 

 

The ligature-induced periodontitis model in mice has been widely used to study bone 

metabolism, particularly to evaluate bone resorption resulting from an inflammatory 

process, and is effective for studying alveolar bone resorption (ABR). This study aimed 

to compare inflammatory levels at different euthanasia times using cotton and silk 

threads for inducing periodontitis in the mandibles of female mice. A total of 78 female 

Swiss mice were used, with approval from the Ethics Committee on Animal Use 

(06/23). Periodontitis was induced by the insertion of silk or cotton threads into the 

mandibular first molars, with euthanasia performed after 3, 5, 7, 11, 14, and 21 days. 

A control (Naïve) group, without induced disease, was included for comparison. ABR 

was assessed by macroscopic analysis, and gingival tissue was collected for 

quantification of TNF-α and IL-1β via ELISA. Blood samples were also collected to 

measure serum alkaline phosphatase levels. The animals' weight was recorded before 

ligature placement and before euthanasia. Both the cotton and silk groups showed 

significant ABR (p<0.05) starting from day 3, with a peak on day 14, compared to the 

Naïve group, stabilizing on day 21. The comparison between groups revealed more 

pronounced ABR (p<0.05) on days 7 and 11 in the silk group. Regarding TNF-α levels, 

no significant differences were observed compared to the Naïve group. However, IL-

1β levels significantly increased (p<0.05) on days 3 and 5 in both groups, indicating an 

increase in this cytokine at the early stage of the inflammatory process. For alkaline 

phosphatase, significant differences (p<0.05) were observed in the cotton group on 

days 7, 11, 14, and 21, while in the silk group, this difference occurred only on day 11. 

No significant changes in body weight were observed in the periodontitis animals 

compared to the Naïve group. It can be concluded that ABR occurs in both groups, but 

it is established more rapidly with the use of cotton threads. 

 

Keywords: Alveolar bone resorption. Periodontitis. Female mice. 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ........................................................................................ 10 

2 REVISÃO DE LITERATURA .................................................................. 13 

2.1 Reabsorção óssea inflamatória ........................................................... 13 

2.2 Modelos de estudo de reabsorção óssea inflamatória ..................... 15 

2.3 Periodontite ........................................................................................... 18 

3 JUSTIFICATIVA ...................................................................................... 20 

4 HIPÓTESE .............................................................................................. 21 

5 OBJETIVO .............................................................................................. 22 

5.1 Objetivo geral ........................................................................................ 22 

5.2 Objetivos específicos ........................................................................... 22 

6 METODOLOGIA ..................................................................................... 23 

6.1 Delineamento do estudo e aspectos éticos ....................................... 23 

6.2 Seleção dos animais ............................................................................. 23 

6.3 Periodontite induzida por ligadura ...................................................... 24 

6.4 Análise macroscópica da reabsorção óssea alveolar ....................... 25 

6.5 ELISA para TNF-α e IL-1β      ................................................................ 26 

6.6 Dosagem sérica da fosfatase alcalina ................................................ 27 

6.7 Variação da massa corpórea ............................................................... 28 

6.8 Análise estatística ................................................................................. 28 

7 RESULTADOS ........................................................................................ 29 

7.1 Reabsorção óssea alveolar (ROA) ...................................................... 29 

7.2 Dosagem de citocinas inflamatórias .................................................... 33 

7.2.1 Fator de necrose tumoral α (TNF-α) ..................................................... 33 

7.2.2 Interleucina 1β (IL-1β) ........................................................................... 35 

7.3 Dosagem sérica de fosfatase alcalina (FAL) ...................................... 37 

7.4 Variação de massa corpórea ............................................................... 39 

8 DISCUSSÃO ........................................................................................... 42 

9 CONCLUSÃO ......................................................................................... 45 

 REFERÊNCIAS ...................................................................................... 46 

 ANEXO A – DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DO PROJETO DE 

PESQUISA PELO CEUA SOB PROTOCOLO 06/23 .............................. 53 



10 

 

1 INTRODUÇÃO 

O osso é um tecido calcificado composto por água, hidroxiapatita e 

componentes orgânicos (Ciosek et al., 2021). Esse tecido é formado por diversas 

células, como osteoblastos, osteócitos e osteoclastos, que desempenham funções na 

manutenção e reparação óssea durante a homeostase e após lesões (Salhotra et al., 

2020). Os osteoblastos são responsáveis pela formação dos componentes orgânicos 

do osso e sua mineralização, enquanto os osteoclastos facilitam a remodelação óssea 

através da osteólise (Ciosek; Kot; Rotter, 2023).  

A remodelação óssea é um processo pelo qual o osso é constantemente 

removido e substituído por osso novo (Omi; Mishina, 2022). Esse processo é 

fundamental para a manutenção da integridade óssea e é rigidamente regulado por 

um equilíbrio preciso entre a formação e a reabsorção ósseas, sob o controle de 

fatores locais e sistêmicos, como citocinas inflamatórias, hormônios e estímulos 

mecânicos (Ciosek; Kot; Rotter, 2023). O equilíbrio entre os processos de reabsorção 

e formação óssea é essencial para a manutenção da homeostase tecidual (Kim et al., 

2020). 

A homeostasia óssea depende de uma atividade equilibrada entre 

osteoblastos e osteoclastos. Assim, quando há uma atividade excessiva dos 

osteoclastos, ocorre a desencadeamento de uma reabsorção óssea patológica (Lin et 

al., 2021). O mecanismo inflamatório que estimula a reabsorção óssea patológica 

resulta de interações complexas entre monócitos, macrófagos e células da linhagem 

osteoclástica. Durante a reação inflamatória, os macrófagos passam por um processo 

de polarização, no qual os macrófagos M1 liberam citocinas pró-inflamatórias que 

favorecem a diferenciação de pré-osteoclastos em osteoclastos maduros, o que, por 

sua vez, leva à perda óssea (Chen et al., 2023). 

Os osteoclastos originam-se de células mononucleares da linhagem 

hematopoiética, que, após diferenciação e ativação, formam células gigantes 

multinucleadas responsáveis pela reabsorção óssea (Daponte; Henke; Drissi, 2024). 

A reabsorção óssea osteoclástica é regulada por vários mediadores, como o ligante 

do receptor ativador do fator nuclear kappa B (RANKL) e a osteoprotegerina (OPG) 

(Omi; Mishina, 2022). Os osteoblastos liberam RANKL, que se liga ao receptor do 

ativador do fator nuclear kappa B (RANK) na superfície dos osteoclastos, promovendo 

o aumento da atividade reabsortiva dessas células no tecido ósseo (Choi et al., 2021). 

O RANK, o RANKL e a OPG pertencem à família do fator de necrose tumoral (TNF), 
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funcionando como reguladores essenciais da osteoclastogênese e da reabsorção 

óssea (Jiao et al., 2022). O RANKL é a principal citocina responsável pela 

diferenciação dos osteoclastos e desempenha um papel crucial na reabsorção óssea 

(Kittaka et al., 2023). A sinalização RANKL-RANK ativa a diferenciação e as funções 

dos osteoclastos, além de inibir a morte celular programada desses osteoclastos. 

Como resultado, esse processo induz a reabsorção óssea. Por outro lado, a OPG, 

funciona como um chamariz de RANKL, impedindo a ligação RANK-RANKL (Kitaura 

et al., 2020). 

A perda óssea inflamatória refere-se ao aumento da reabsorção óssea e à 

diminuição da formação óssea, resultantes da interação entre citocinas inflamatórias 

e células ósseas, na qual a inflamação se torna o principal fator responsável pela 

perda óssea. A inflamação crônica pode causar danos ao osso, como erosão, 

reabsorção e inibição adicional da formação óssea, levando, assim, à perda óssea 

inflamatória. Essa condição é frequentemente observada em doenças inflamatórias 

crônicas, como artrite reumatoide e periodontite (Chen et al., 2023). 

A periodontite é uma condição inflamatória resultante da resposta imune do 

hospedeiro à infecção microbiana, que leva à destruição dos tecidos periodontais, 

podendo ocasionar a perda dentária (Lee et al., 2023). A doença é mediada pelo 

sistema imunológico, que desempenha um papel crucial na gravidade e progressão 

do quadro. No início do processo, ocorre a ativação da resposta inflamatória, com 

aumento de células polimorfonucleares. Na maioria dos pacientes, o sistema imune 

consegue controlar a progressão da doença. No entanto, em pacientes suscetíveis, 

as respostas inatas e adaptativas contribuem para o agravamento da destruição do 

tecido periodontal (Pavanelli et al., 2022). 

Modelos experimentais em animais têm sido amplamente utilizados como 

estágio pré-clínico para testar novos biomateriais regenerativos e técnicas de 

tratamento (Wichienrat et al., 2024). Diversos modelos foram empregados para 

estudar a doença periodontal em camundongos, incluindo a gavagem oral e a indução 

por ligadura. A periodontite induzida por ligadura em camundongos tem sido 

amplamente utilizada como modelo animal para o estudo da doença periodontal 

(Ribeiro et al., 2022). 

O modelo de indução de periodontite por ligadura permite investigar os 

mecanismos moleculares e celulares envolvidos na destruição óssea associada à 

periodontite. O aumento da carga bacteriana, devido ao acúmulo de bactérias 
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comensais orais dentro e ao redor do fio, é uma das principais causas da periodontite, 

levando à perda óssea alveolar (Kittaka et al., 2023). O impacto inflamatório gerado 

no periodonto resulta em diferenças nos níveis de crescimento epitelial gengival, no 

perfil de perda óssea e nos níveis de marcadores inflamatórios (Hernández-Martínez 

et al., 2023). 

Embora o modelo animal de periodontite seja amplamente utilizado na 

literatura para estudar processos reabsortivos ósseos inflamatórios, existe uma 

grande variedade de protocolos para indução da doença (Rojas et al., 2021).  Assim, 

o presente estudo visou comparar os níveis de reabsorção óssea alveolar mandibular, 

por meio de uma curva temporal de indução da doença em camundongos fêmeas, 

utilizando fios de seda e algodão na periodontite induzida por ligadura, em diferentes 

tempos de eutanásia. O objetivo é, portanto, definir o melhor tempo de eutanásia na 

periodontite experimental em camundongos fêmeas, avaliar as diferenças resultantes 

do tipo de fio utilizado e compreender o processo de instalação e progressão da 

doença. 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

2.1 Reabsorção óssea inflamatória 

O tecido ósseo é constantemente remodelado pelos processos de 

reabsorção e deposição óssea, em resposta a influências mecânicas, nutricionais e 

hormonais (Ciosek et al., 2021). Esses dois eventos distintos, a reabsorção e a 

deposição óssea, são coordenados de maneira temporal e espacial para manter a 

integridade esquelética (Omi; Mishina, 2022), preservar as funções críticas do tecido, 

prevenir o acúmulo de danos, garantir a resistência mecânica do osso e manter a 

homeostase mineral (Kim et al., 2020). Em condições fisiológicas, a remodelação 

óssea depende do equilíbrio entre os processos de reabsorção e formação óssea, 

sendo influenciado por fatores locais e orquestrado por osteócitos e células de 

revestimento ósseo (Gonçalves et al., 2022). 

O processo de remodelação do tecido ósseo depende da atividade 

coordenada dos osteoclastos e osteoblastos (Daponte; Henke; Drissi, 2024). A 

regulação do equilíbrio entre osteoclastos e osteoblastos resulta na sincronia estrita 

entre reabsorção e formação óssea, o que mantém a integridade estrutural e a 

homeostase do tecido ósseo. Em contrapartida, a desregulação da remodelação 

óssea pode levar à osteólise patológica, na qual a inflamação desempenha um papel 

crucial na promoção da destruição óssea (Li; Ling; Jiang, 2021). 

Os osteoclastos são células gigantes multinucleadas que se originam de 

células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e são responsáveis pela reabsorção óssea 

(Yahara et al., 2022). O eixo RANK/RANKL/OPG desempenha um papel fundamental 

na osteoclastogênese (Li; Ling; Jiang, 2021), pois os precursores de osteoclastos se 

diferenciam em osteoclastos multinucleados, em dependência de RANKL e do fator 

estimulante de colônias de macrófagos (M-CSF) (Wu et al., 2024). M-CSF e RANKL 

são mediadores produzidos por vários tipos celulares, como células estromais da 

medula óssea, osteoblastos, osteócitos e condrócitos, sendo cruciais para a 

remodelação óssea fisiológica (Omi; Mishina, 2022). 

No tecido ósseo, o RANKL é expresso por um grupo variado de células, 

incluindo osteoblastos, osteócitos e células do sistema imunológico, sendo a 

expressão de RANKL mais pronunciada em osteoblastos e osteócitos. O RANKL se 

liga ao seu receptor correspondente, o RANK, induzindo sinais osteoclastogênicos 

subsequentes (Ono et al., 2020). Por outro lado, a OPG, proteína solúvel que age 

como receptor para o RANKL, funciona como um inibidor da formação de osteoclastos 
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(Roldán; Giménez; Illueca, 2020). A produção excessiva de fatores pró-

osteoclastogênicos, como RANKL, interleucina (IL) 17 e TNF-α, pode levar à ativação 

exagerada dos osteoclastos e à perda óssea patológica (Andreev et al., 2020).  

O M-CSF promove a formação de unidades formadoras de colônias de 

macrófagos a partir de HSCs, expandindo assim o reservatório de precursores 

comuns de osteoclastos e macrófagos (Li; Ling; Jiang, 2021). As atividades funcionais 

dos macrófagos influenciam a diferenciação dos osteoclastos e a remodelação óssea. 

Mediadores inflamatórios produzidos pelos macrófagos, como interferon (IFN) γ, TNF-

α e IL-6, promovem a proliferação de células pré-osteoclásticas e a diferenciação dos 

osteoclastos (Weivoda; Bradley, 2023). 

A remodelação do tecido ósseo alveolar ocorre com maior intensidade do 

que no osso esquelético. O estresse mecânico da carga mastigatória desempenha um 

papel importante na alta taxa de rotatividade dos processos de remodelação, tanto em 

condições fisiológicas quanto patológicas. A carga mecânica aumenta a expressão de 

RANKL e, consequentemente, promove a remodelação do osso alveolar. As células 

do ligamento periodontal desempenham uma função relevante na regulação da 

remodelação do osso alveolar em resposta às forças mecânicas, sendo capazes de 

produzir RANKL, TNF-α e IL-1β para estimular a remodelação do osso alveolar (Omi; 

Mishina, 2022). O TNF-α e a IL-1β regulam a formação e a atividade dos osteoclastos 

e, por consequência, desempenham papéis destrutivos na reabsorção óssea 

inflamatória (Chen et al., 2023). 

No contexto do estudo do osso e dos processos de formação e reabsorção 

ósseas, modelos experimentais em animais são benéficos e amplamente utilizados 

como um estágio pré-clínico para testar novos biomateriais regenerativos e técnicas 

de tratamento. Roedores são comumente empregados em vários modelos de 

doenças, incluindo a periodontite. As principais vantagens do modelo em roedores, 

em comparação a outros animais, são sua disponibilidade, custo relativamente baixo, 

facilidade de manuseio, capacidade de realizar modelos de estudo específicos devido 

à variedade de perfis genéticos e microbianos disponíveis e o rápido desenvolvimento 

da doença por diferentes métodos (Wichienrat et al., 2024). O modelo de periodontite 

induzida por ligadura tem sido considerado uma abordagem eficaz para induzir 

inflamação e reabsorção óssea semelhantes à periodontite humana, além de ser um 

método valioso para a exploração dos mecanismos moleculares subjacentes à doença 

(Li et al., 2023). 
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2.2 Modelos de estudo de reabsorção óssea inflamatória 

Modelos experimentais oferecem contribuições significativas para a 

compreensão e o avanço da medicina moderna (Kaplan et al., 2024). O uso de 

modelos animais de doenças humanas é fundamental para promover o entendimento 

dos mecanismos da doença, a descoberta de novos alvos terapêuticos, além de 

impulsionar o progresso na prevenção e no manejo de doenças humanas (Lange; Inal, 

2023). Esses modelos fornecem informações valiosas sobre processos biológicos 

fundamentais, doenças e respostas a lesões (Landi; Everitt; Berridge, 2021). 

A complexidade e diversidade de fatores que contribuem para a 

patogênese da periodontite, incluindo a combinação de sinergia microbiana, disbiose, 

desregulação inflamatória crônica e fatores de predisposição genética, tornam a busca 

por um modelo animal ideal de periodontite uma tarefa difícil e desafiadora (Rojas et 

al., 2021). 

Modelos animais para o estudo da periodontite podem ser estabelecidos 

em diferentes espécies, como ratos, camundongos, cães, porcos e primatas não-

humanos. Em comparação aos animais de grande porte, como cães, porcos e 

primatas não-humanos, os de pequeno porte, como ratos e camundongos, 

apresentam vantagens, entre elas: tamanho reduzido, baixo custo, forte 

adaptabilidade ambiental e alta capacidade reprodutiva. Essas características 

facilitam a realização de experimentos, reduzindo os custos e permitindo que o estudo 

seja realizado com um número relativamente grande de animais experimentais (Zhang 

et al., 2022). 

Modelos experimentais em roedores são extremamente benéficos e 

importantes para examinar diversas hipóteses biológicas relacionadas à patogênese 

da doença, às interações hospedeiro-bactéria e às abordagens terapêuticas. Esses 

modelos são capazes de reproduzir, pelo menos em parte, os aspectos clínicos, 

moleculares e histológicos da periodontite humana. A periodontite experimental em 

camundongos pode ser induzida de diferentes maneiras, como gavagem oral, 

inoculação periodontal de bactérias associadas à doença periodontal, periodontite 

induzida quimicamente e periodontite induzida por ligadura (Rojas et al., 2021). 

Características dos diferentes modos de indução da periodontite experimental em 

camundongos estão apresentadas no Quadro 1, adaptado de Rojas et al. (2021). 
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Quadro 1: Modelos experimentais de indução de periodontite em camundongos. O quadro 

resume características de alguns modelos murinos experimentais de indução da periodontite. 

Técnica Vantagens 
Aplicação e plausibilidade 

biológica 
Limitações 

Gavagem oral 

• Permite a 

administração 

entérica precisa 

de bactérias. 

• Pode ser 

realizada sem 

anestesia. 

• Promove inflamação 

periodontal e reabsorção 

óssea alveolar progressiva 

consistente com uma forma 

crônica de periodontite. 

• Permite a invasão bacteriana 

dos tecidos orais de 

camundongos e bacteremia 

durante um período de tempo 

relativamente longo (4-8 

semanas). 

• O desafio microbiano 

sistêmico sustentado e a 

inflamação sistêmica de 

baixo grau se assemelham à 

cronicidade da periodontite. 

• Não é totalmente eficaz 

para induzir lesões 

periodontais. 

• Gera menor perda óssea 

alveolar em comparação 

com outros modelos. 

• Múltiplas inoculações em 

um longo período de 

tempo (4-8 semanas) são 

necessárias até o 

desenvolvimento da 

doença. 

• Aumento do estresse 

animal e risco de lesões 

esofágicas. 

• A eficácia depende da 

estirpe bacteriana 

utilizada e da sua 

virulência. 

Inoculação 
periodontal de 

bactérias 
associadas à 
periodontite 

• Administração 

local 

semiprecisa de 

bactérias. 

• Promove inflamação 

periodontal e reabsorção 

óssea alveolar consistente 

com uma forma crônica de 

periodontite. 

• Possibilita o estudo de 

interações periodontais 

específicas hospedeiro-

bactéria associadas à 

infecção. 

• Útil para o estudo da 

virulência/diferenças 

imunogênicas/patogênicas 

entre bactérias associadas à 

periodontite. 

• Não é totalmente eficaz 

para induzir lesões 

periodontais.  

• Gera menos perda óssea 

alveolar e resposta 

inflamatória em 

comparação com outros 

modelos, como a ligadura. 

• Regime de injeção 

repetitiva (2-3 por 

semana) e período 

experimental médio-longo 

até o desenvolvimento da 

doença (20-45 dias). 

Periodontite 
induzida 

quimicamente 

• Não necessita 

de anestesia 

nem cultura 

bacteriana. 

• Compatível com 

cepas de 

camundongos 

imunocomprome

tidos. 

• Promove inflamação 

periodontal e reabsorção 

óssea alveolar progressiva 

consistente com uma forma 

crônica de periodontite. 

• Permite o estudo da 

associação entre a 

inflamação da mucosa 

intestinal e da mucosa oral. 

• Não emula a interação 

bactéria-hospedeiro, 

essencial na periodontite. 

• Não é totalmente eficaz 

para induzir lesões 

periodontais.  

• Gera menor perda óssea 

alveolar em comparação 

com outros modelos, 

como a ligadura. 
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Periodontite 
induzida por 

ligadura 

• Compatível com 

camundongos 

imunocomprome

tidos. 

• Trauma mínimo 

na mucosa do 

camundongo. 

• Permite a coleta 

de fluido 

crevicular 

gengival de 

camundongo. 

• Promove inflamação 

periodontal aguda e rápida 

reabsorção óssea alveolar, 

assemelhando-se a uma 

forma aguda/agressiva de 

periodontite. 

• Compatível com o atual 

paradigma da patogênese da 

periodontite associada à 

disbiose oral. 

• Induz inflamação sistêmica 

de baixo grau, também 

compatível com a definição 

de periodontite. 

• Permite o estudo da resposta 

imune local contra o desafio 

bacteriano inespecífico e a 

regeneração óssea alveolar 

após a remoção da ligadura. 

• Quando combinado com 

gavagem oral ou inoculação 

periodontal, pode ser útil para 

o estudo da 

virulência/diferenças 

imunogênicas/patogênicas 

entre bactérias associadas à 

periodontite. 

• Risco de trauma mecânico 

se não realizado por 

operador calibrado. 

• Os animais precisam ser 

constantemente 

verificados quanto à 

posição da ligadura. 

• Nenhuma perda óssea 

sustentada após períodos 

prolongados de tempo, a 

menos que combinada 

com inoculação de 

bactérias ou 

gavagem; assim, não se 

assemelhando à 

cronicidade da 

periodontite. 

Fonte: Adaptado de Rojas et al. (2021). 
 

O modelo animal murino utilizando ligadura é a forma mais comum de 

induzir a periodontite em animais (Zhang et al., 2022). Durante a indução experimental 

da periodontite por ligadura em camundongos, a placa bacteriana se acumula ao redor 

da ligadura, e sua colocação provoca uma infiltração inflamatória contínua, o que leva 

à destruição do tecido periodontal. O modelo de indução da periodontite por ligadura 

revela a reabsorção óssea alveolar aguda e a inflamação do tecido mole no período 

inicial, e o processo de cicatrização da doença pode ser estudado após a remoção da 

ligadura (Lin et al., 2021). 

O modelo de periodontite induzida em roedores parece ser a melhor opção, 

considerando tempo, custo, resultados e número de animais eutanasiados para 

estudos de curto prazo (Tomina et al., 2022). Uma importante vantagem desse modelo 

é que a doença pode ser iniciada em um momento específico, com uma sequência 

previsível de eventos, culminando em perda óssea alveolar (Abe; Hajishengallis, 

2013). 
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2.3 Periodontite 

A periodontite é uma doença inflamatória que afeta as estruturas de suporte 

dos dentes, levando à destruição do tecido e à perda dentária (Wang et al., 2023). A 

etiopatologia da doença é multifatorial e está relacionada a uma sequência de 

interações complexas entre microrganismos em biofilmes dentários e a resposta 

imunoinflamatória do hospedeiro (Tomina et al., 2022). 

Segundo Richards et al. (2014) a periodontite é considerada a sexta 

condição crônica mais comum em todo o mundo, com uma prevalência global 

aproximada de 11,2%, o que corresponde a cerca de 734 milhões de pessoas 

afetadas. A prevalência dessa doença tende a aumentar gradualmente com o avanço 

da idade, mostrando uma tendência particularmente acentuada entre a terceira e a 

quarta décadas de vida. Esse aumento é mais significativo na faixa etária dos 38 anos, 

que representa o pico de incidência da doença periodontal, evidenciando uma maior 

suscetibilidade à medida que as pessoas envelhecem. 

A doença resulta de uma infecção microbiana causada pela presença de 

biofilme nas superfícies dentárias. Patógenos periodontais específicos, como as 

bactérias anaeróbias gram-negativas do complexo vermelho (Porphyromonas 

gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola), encontradas em bolsas 

periodontais, estimulam a inflamação crônica nos tecidos periodontais (Kwon; 

Lamster; Levin, 2021). As bactérias patogênicas desempenham um papel inicial, 

gerando o recrutamento subsequente de células imunes e a liberação de citocinas, 

fatores de crescimento e moléculas de sinalização, os quais determinam a progressão 

e a gravidade da periodontite (Li et al., 2023). 

Fatores de risco estão associados à progressão da periodontite, incluindo 

fatores ambientais como tabagismo, patógenos e condições socioeconômicas, fatores 

sistêmicos relacionados ao histórico médico, como diabetes, outras condições 

inflamatórias, estresse e obesidade, e fatores genéticos, que desempenham papéis 

importantes. As taxas de progressão da doença podem variar entre os indivíduos, e 

acredita-se que a predisposição genética influencie o curso da periodontite, 

especialmente em formas agressivas e de rápida progressão (Brodzikowska; Górski, 

2022). 

A fase inicial da periodontite está associada à ativação da resposta 

inflamatória, caracterizada pelo aumento do fluido gengival crevicular e pelo influxo de 

células inflamatórias, especialmente os neutrófilos polimorfonucleares, que ajudam a 
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diminuir o dano causado pelo biofilme disbiótico. A ativação de leucócitos e células T 

no tecido conjuntivo leva à produção de múltiplos mediadores inflamatórios, à 

degradação de enzimas como as metaloproteinases da matriz (MMPs) e ao aumento 

da expressão do RANKL, que é o principal fator de ativação dos osteoclastos 

(Pavanelli et al., 2022). 

Os neutrófilos ativados liberam quimiocinas que mediam o recrutamento 

quimiotático de células T auxiliares, como as células TH17. As células TH17 

aumentam o recrutamento, a ativação e, portanto, a sobrevivência dos neutrófilos por 

meio da liberação de citocinas, como IFN-γ e TNF. Além das células T, as células B 

ativadas também são uma fonte de RANKL, resultando na reabsorção óssea na área 

afetada. Além disso, quando as células B são ativadas, isso resulta na proliferação, 

diferenciação e maturação das células plasmáticas. As células plasmáticas podem 

produzir citocinas como TNF-α, fator de crescimento transformador (TGF) β, IL-6 e IL-

10. O TNF-α induz a expressão de MMPs, promovendo assim a destruição do tecido 

periodontal mediada por MMPs (Sadek et al., 2023). 

TNF-α, IL-1, IL-6 e IFN-γ são as citocinas pró-inflamatórias mais ativas na 

periodontite, desempenhando papéis cruciais nas funções imunomoduladoras das 

células-tronco e na remodelação óssea subsequente (Kittaka et al., 2023). Esses 

mediadores pró-inflamatórios ativam osteoclastos e atenuam a atividade dos 

osteoblastos (Lee et al., 2023). A inflamação periodontal pode ser quantificada por um 

aumento nos níveis circulantes de IL-6 e TNF-α, visto que ambas as citocinas 

demonstram atividade na patogênese da periodontite. Os níveis de IL-6 dentro do 

tecido periodontal aumentam com o início da doença e contribuem para a destruição 

dos tecidos circundantes por meio da ativação de MMPs e osteoclastos. Os níveis de 

TNF-α no periodonto aumentam durante a doença periodontal e seus níveis 

sistêmicos demonstraram estar associados ao aumento da gravidade da doença 

periodontal (Bertolini; Clark, 2024). 
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3 JUSTIFICATIVA 

Modelos animais experimentais são ferramentas importantes na 

investigação dos mecanismos de patogênese da periodontite e no teste de novas 

abordagens terapêuticas. O modelo de periodontite induzida por ligadura tem sido 

frequentemente utilizado em animais para avaliar a resposta do hospedeiro e seus 

efeitos nos tecidos de suporte do dente sob condições bem controladas (Abe; 

Hajishengallis, 2013). 

O modelo de periodontite induzida por ligadura apresenta várias vantagens 

em comparação com outros modelos, incluindo a rápida indução da doença, perda 

óssea previsível e a capacidade de estudar o tecido periodontal e a regeneração 

óssea alveolar, uma vez que é estabelecido dentro do aparelho periodontal (Lin et al., 

2021). 

Embora esse modelo animal de periodontite seja amplamente utilizado na 

literatura para estudar processos reabsortivos inflamatórios, existe uma grande 

variedade de protocolos para indução da doença. Desse modo, para investigar o 

processo de instalação e progressão da periodontite experimental nesses animais, 

tornou-se relevante comparar protocolos em modelos animais utilizando ligaduras de 

fios de seda e algodão para a indução da periodontite em mandíbulas de 

camundongos fêmeas, que foram eutanasiadas em diferentes tempos após a indução 

da doença. Assim, buscou-se encontrar o momento em que a doença foi estabelecida, 

bem como o pico de reabsorção óssea, analisando possíveis diferenças conforme o 

material da ligadura.  

Portanto, este estudo mostrou-se importante, pois permitiu uma melhor 

compreensão desse modelo animal, aprimorando o delineamento de estudos que 

investigarão abordagens farmacológicas em doenças ósseas inflamatórias, por meio 

da periodontite experimental em camundongos fêmeas. 
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4 HIPÓTESE 

A periodontite induzida por ligadura com fios de algodão e seda resulta em 

diferentes picos de reabsorção óssea alveolar em mandíbulas de camundongos 

fêmeas.  
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5 OBJETIVOS 

5.1 Objetivo geral 

Comparar os níveis de reabsorção óssea alveolar em diferentes tempos de 

eutanásia, utilizando fios de algodão e seda na indução de periodontite por ligadura 

em mandíbulas de camundongos fêmeas. 

 

5.2 Objetivos específicos 

Avaliar diferentes protocolos de indução de periodontite por ligadura em 

camundongos fêmeas, considerando o tipo de fio utilizado e o tempo de eutanásia. 

Analisar a perda óssea alveolar por meio da análise macroscópica do osso 

alveolar de camundongos fêmeas submetidos à periodontite. 

Avaliar a inflamação no tecido gengival por Enzyme Linked Immunosorbent 

Assay (ELISA) para quantificação de TNF-α e de IL-1β. 

Avaliar indiretamente a atividade osteoblástica através da dosagem sérica 

de fosfatase alcalina em camundongos fêmeas submetidos à periodontite. 

Avaliar os efeitos sistêmicos por meio da variação da massa corporal de 

camundongos fêmeas submetidos à periodontite. 
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6 METODOLOGIA 

A Figura 1 apresenta um organograma que sintetiza o processo 

metodológico do presente estudo. 

Figura 1: Delineamento experimental do estudo. Sequência metodológica adotada na pesquisa, 

ilustrando as etapas principais do estudo. 

 
Fonte: Autoria própria. 

6.1 Delineamento do estudo e aspectos éticos 

Este foi um estudo prospectivo, randomizado, controlado e cego, que 

utilizou modelos animais. Os pesquisadores envolvidos se comprometeram a adotar 

todas as medidas necessárias para minimizar o número de animais utilizados e reduzir 

ao máximo o sofrimento deles, em conformidade com os princípios éticos para o uso 

de animais em pesquisa. O projeto foi iniciado somente após a aprovação pela 

Comissão de Ética no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceará, 

campus Sobral, sob o registro de protocolo nº 06/23 (Anexo A). O processo de 

eutanásia foi realizado por meio de superdosagem dos anestésicos xilazina (30 

mg/kg-ip) e cetamina (270 mg/kg-ip), o que resultou na parada cardiorrespiratória 

imediata dos animais. 

 

6.2 Seleção dos animais 

Foram utilizados 78 camundongos fêmeas Swiss, com massa corporal 

variando entre 20 e 30 gramas. Esses animais foram provenientes do Biotério Central 

Grupo Naïve Grupos Algodão e Seda 
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do Campus do Pici – UFC e mantidos em gaiolas adequadas, com 6 animais por 

gaiola. Durante o experimento, os camundongos receberam ração comercial 

balanceada, especialmente formulada para suas necessidades nutricionais, e tiveram 

acesso livre à água, de maneira ad libitum. As condições ambientais nas quais os 

animais foram mantidos eram cuidadosamente controladas, com ciclos de luz e 

escuridão de 12 horas cada e uma temperatura constante de 22°C, o que foi mantido 

durante todo o período do experimento. 

 

6.3 Periodontite induzida por ligadura 

A periodontite foi induzida pela inserção de uma ligadura com fios de 

algodão e de seda (4.0) em torno dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo 

por um único operador. Para iniciar o procedimento, os animais foram anestesiados 

por via intraperitoneal, utilizando uma combinação de 10 mg/kg de cloridrato de 

cetamina associado a 90 mg/kg de cloridrato de xilazina. Após a anestesia, os 

camundongos fêmeas foram posicionados em decúbito ventral sobre uma mesa 

especialmente desenhada para roedores. Para facilitar o acesso à região bucal, foram 

utilizados afastadores orais, que foram colocados na área dos dentes incisivos. O fio 

de ligadura foi cuidadosamente inserido com o auxílio de espaçadores digitais 

endodônticos do tipo C, que ajudaram a criar um pequeno espaço entre o primeiro e 

o segundo molar inferior, tornando mais fácil a passagem do fio. A ligadura foi 

posicionada no sulco gengival, com seu nó colocado na região mesial dos molares. 

Após a indução da periodontite, a eutanásia dos animais ocorreu em momentos 

específicos: 3, 5, 7, 11, 14 e 21 dias após a indução da doença. O objetivo foi identificar 

o tempo mais adequado para o pico de reabsorção óssea alveolar (Abe; 

Hajishengallis, 2013; Bonato et al., 2012; Oliveira et al., 2019; Pereira et al., 2019, 

Tavares et al., 2024). Assim, os animais foram divididos nos grupos conforme o quadro 

2. 

Quadro 2: Grupos experimentais. Distribuição dos grupos experimentais utilizados na pesquisa, 

detalhando as diferentes condições e intervenções a que cada grupo foi submetido. 

Indução da 
periodontite 

Fio utilizado 
Tempos de 

eutanásia (Dias) 
Quantidade de animais 

Sim 
Seda 4.0 

(PROCARE®) 
3, 5, 7, 11, 14 e 

21 
36 (6 para cada tempo de 

eutanásia) 

Sim 
Algodão 4.0 
(BIOLINE®) 

3, 5, 7, 11, 14 e 
21 

36 (6 para cada tempo de 
eutanásia) 

Não (Naïve) Não se aplica 21 6 
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Fonte: Autoria própria. 
 

6.4 Análise macroscópica da reabsorção óssea alveolar 

Após a eutanásia dos animais, as mandíbulas foram cuidadosamente 

removidas e separadas em duas hemiarcadas distintas. Cada hemiarcada foi fixada 

em uma solução de formol tamponado a 10% por 24 horas. Após a fixação, a 

hemiarcada esquerda foi dissecada meticulosamente e, em seguida, corada com uma 

solução de azul de metileno a 1%. Essa coloração foi utilizada para proporcionar uma 

melhor diferenciação entre o osso e os dentes, uma vez que os dentes se coram de 

forma menos intensa em comparação com o osso, facilitando a visualização das 

estruturas envolvidas (Lima et al., 2004). 

Para realizar a quantificação da reabsorção óssea, a hemiarcada foi 

cuidadosamente posicionada sobre uma lâmina coberta com uma camada de massa 

de modelar, o que possibilitou uma estabilização adequada da amostra para a 

fotografia. As imagens foram capturadas utilizando um celular Apple® (Modelo iPhone 

13), equipado com a câmera de alta resolução, e ampliadas com o auxílio de uma 

lupa, proporcionando uma visualização detalhada das estruturas dento-periodontais. 

Após a captura das imagens, elas foram analisadas por meio do software Image J 

(versão ImageJ 1.44p, desenvolvido pelo National Institute of Health, EUA).  

A reabsorção óssea alveolar (ROA) foi avaliada por meio da mensuração 

da área entre a junção cemento-esmalte (JCE) e a crista óssea alveolar (COA), 

utilizando como referência os três molares mandibulares. Essa distância foi 

determinada de forma precisa, sendo medida em milímetros quadrados (mm²), com o 

objetivo de quantificar a extensão da reabsorção óssea presente nas áreas ao redor 

das raízes dos molares inferiores, assim como representado na Figura 2. A área de 

reabsorção observada foi, então, comparada com uma área de referência previamente 

estabelecida, que correspondia a um quadrado de 5 x 5 mm², conforme descrito por 

Kuhr et al. (2004). 
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Figura 2: Mensuração da área de ROA. Ilustração da medição da JCE-COA nos molares 

mandibulares, utilizada para avaliar ROA. 

 

Fonte: Autoria própria. 

6.5 ELISA para TNF-α e IL-1β 

Para a realização do ensaio imunoenzimático, o tecido gengival das 

hemiarcadas esquerda e direita foi cuidadosamente coletado de cada um dos animais 

e imediatamente congelado a uma temperatura de -80 °C, a fim de preservar a 

integridade das amostras para análise posterior. O objetivo foi avaliar a presença e 

quantificar os níveis de TNF-α e IL-1β. As amostras gengivais coletadas foram 

processadas conforme os procedimentos descritos por Safieh-Garabedian et al. 

(1995). A quantificação de TNF-α e IL-1β foi realizada utilizando o método ELISA, 

conforme descrito por Cunha et al. (1993). 

O teste ELISA foi realizado utilizando placas previamente preparadas para 

capturar TNF-α e IL-1β nas amostras. O primeiro passo do procedimento envolveu a 

incubação das placas com anticorpos de captura específicos para TNF-α e IL-1β a 

uma concentração de 2 µg/ml. Esse processo foi realizado por 12 horas, a 4 °C, com 

o objetivo de garantir que os anticorpos se ligassem de forma eficiente às superfícies 

das cavidades das placas, criando um ambiente propício para a captura de TNF-α e 

IL-1β presentes nas amostras. 

Após essa incubação inicial, as placas foram bloqueadas para evitar que 
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proteínas não específicas se ligassem nas cavidades, o que poderia interferir nos 

resultados. Em seguida, as amostras biológicas, bem como a curva padrão de TNF-α 

e de IL-1β, foram aplicadas nas cavidades das placas em duplicata, utilizando diversas 

diluições, permitindo uma análise quantitativa precisa da concentração de TNF-α e IL-

1β nas amostras. As placas foram mantidas a 4 °C durante esse processo e incubadas 

por 2 horas para permitir que o TNF-α e IL-1β nas amostras se ligassem ao anticorpo 

de captura previamente presente. 

Após a incubação das amostras, as placas foram lavadas três vezes com 

uma solução tampão adequada para remover qualquer excesso de substâncias não 

ligadas, garantindo que os resultados fossem específicos e livres de interferências. 

Em seguida, foi adicionada uma solução contendo um anticorpo de detecção, que se 

ligou ao TNF-α e IL-1β, formando um complexo com o anticorpo de captura. Essa 

incubação durou 2 horas, também a 4 °C. 

Após essa etapa de detecção, as placas foram lavadas novamente para 

remover qualquer anticorpo de detecção não ligado. Em seguida, foi adicionado 50 µL 

do complexo HRP-avidina, diluído na proporção de 1:200, que se ligou ao anticorpo 

de detecção, amplificando ainda mais o sinal de presença de TNF-α e IL-1β. O 

complexo HRP-avidina contém peroxidase, que é responsável por gerar a reação 

colorimétrica que permite a quantificação de TNF-α e IL-1β. 

Após a incubação com o complexo HRP-avidina por 15 minutos, foi 

adicionado o reagente corante ofenilenodiamina (OPD), que, na presença de 

peroxidase, sofre uma reação de oxidação, resultando em uma coloração visível. As 

placas foram mantidas em ambiente escuro a 37 °C por 15 a 20 minutos para garantir 

a formação adequada da cor. 

Por fim, a reação enzimática foi interrompida com a adição de ácido 

sulfúrico 2N (H₂SO₄), estabilizando a cor gerada. A absorbância foi medida a 450 nm 

utilizando um leitor de microplacas, e os resultados foram expressos em picogramas 

por mililitro (pg/ml). Dessa forma, foi possível quantificar a quantidade de TNF-α e IL-

1β presente nas amostras de tecido gengival dos animais, proporcionando uma 

análise detalhada e precisa da presença dessas substâncias inflamatórias nas 

amostras analisadas. 

 

6.6 Dosagem sérica da fosfatase alcalina 

Para essa análise, foram coletados, de modo cuidadoso e controlado, no 
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momento da eutanásia, 0,5 mL de sangue da veia abdominal dos camundongos 

fêmeas. A dosagem da fosfatase alcalina (FAL) foi realizada com base na metodologia 

de inativação térmica descrita por Moss; Whitby, (1975). O procedimento seguiu 

rigorosamente as instruções fornecidas pelo fabricante do reagente (Labtest®, Lagoa 

Santa-MG, Brasil), garantindo a correta execução do processo conforme as 

orientações específicas para obtenção de resultados confiáveis.  

 

6.7 Variação da massa corpórea 

Todos os camundongos fêmeas que participaram do estudo tiveram suas 

massas corpóreas inicialmente medidas antes da realização da cirurgia e no momento 

prévio à eutanásia. Esse monitoramento visou acompanhar as mudanças no peso 

corporal ao longo do tempo. Os resultados obtidos foram então expressos como a 

variação no peso corporal (em gramas), permitindo assim avaliar as possíveis 

alterações pela indução da periodontite. 

 

6.8 Análise estatística  

Os resultados paramétricos, levando em consideração a normalidade dos 

dados obtidos, foram expressos como Média ± Erro Padrão da Média (EPM), a fim de 

fornecer uma medida precisa da variabilidade dos dados em relação à média. Para 

realizar as comparações entre os diferentes grupos experimentais, foram adotados 

métodos estatísticos apropriados, incluindo o teste One Way ANOVA, seguido pelo 

teste post-hoc de Bonferroni, o teste t de Student não pareado dependendo das 

características específicas dos dados e dos objetivos da análise. 

A análise dos dados foi conduzida utilizando o software de estatísticas 

GraphPad Prism® versão 6.0 (La Jolla-CA, EUA), que é amplamente utilizado para 

realizar esse tipo de análise estatística e gerar gráficos informativos, sendo um dos 

programas mais confiáveis para a interpretação de dados científicos. 
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7 RESULTADOS 

7.1 Reabsorção óssea alveolar (ROA) 

A reabsorção óssea alveolar (ROA) foi avaliada por meio da mensuração 

da área entre a junção cemento-esmalte (JCE) e a crista óssea alveolar (COA), 

utilizando como referência os três molares mandibulares. O estudo demonstrou que a 

periodontite induzida por ligadura, tanto com fio de algodão quanto com fio de seda, 

resultou em ROA significante nos animais em todos os tempos de eutanásia avaliados 

(3, 5, 7, 11, 14 e 21 dias), quando comparado ao grupo Naïve (Figura 3A e 3B). O 

aspecto macroscópico dessa ROA nas mandíbulas pode ser visualizado na Figura 4, 

assim como a exposição das raízes e a lesão de furca. 

 

Figura 3: Reabsorção óssea (JCE-COA) na mandíbula de camundongos fêmeas submetidos à 

periodontite. A periodontite foi induzida pela colocação de fio de algodão (A) ou seda (B) no primeiro 

molar inferior e os camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados 

representam a média ± EPM da reabsorção óssea, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relação ao 

grupo Naïve; *p<0,05 em relação ao grupo 3 dias; §p<0,05 em relação ao grupo 5 dias; +p<0,05 em 

relação ao grupo 7 dias; &p<0,05 em relação ao grupo 11 dias (Anova, teste de Bonferroni). 

 

Em relação ao fio de algodão, a comparação entre o 3º e o 5º dia não 

revelou diferenças significantes. No entanto, as comparações entre o 3º dia e os 

tempos de 7, 11, 14 e 21 dias mostraram diferenças significantes, sugerindo uma 

progressão clara da periodontite ao longo do tempo. De fato, a ROA apresentou uma 

curva ascendente ao longo dos dias, com pico no 14º dia, em comparação aos dias 3, 

5, 7 e 11 (p<0,05), mantendo os níveis estáveis até o 21º dia (Figura 3A). 
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Figura 4: Aspecto macroscópico das mandíbulas. Mandíbulas dissecadas e coradas com azul de 
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metileno nos grupos experimentais. Grupo Naïve(A), grupo algodão com tempo de eutanásia de 3(B), 

5(C), 7(D), 11(E), 14(F) e 21(G) dias e grupo seda com tempo de eutanásia de 3(H), 5(I), 7(J), 11(K), 

14(L) e 21(M) dias (Autoria própria). 

No que se refere à indução da periodontite com fio de seda, a comparação 

entre o 3º e o 5º dia também não revelou diferenças significantes. De forma 

semelhante ao observado com o fio de algodão, as comparações entre o 3º dia e os 

tempos de 7, 11, 14 e 21 dias mostraram diferenças significantes, sugerindo uma 

progressão clara da periodontite ao longo do tempo. Embora não tenha havido 

diferença significativa entre os tempos de 7, 11 e 14 dias, a ROA observada no dia 21 

foi significativamente maior em relação àquela observada no dia 7 (Figura 3B). No 

entanto, em relação à comparação entre os dias 14 e 21, tanto no fio de algodão 

quanto no fio de seda, não houve diferença significante (Figura 3A e 3B), indicando 

que, após o 14º dia, a doença atingiu um ponto de estabilização. 

Além das comparações realizadas entre os diferentes tempos de eutanásia 

para um determinado tipo de fio, também foram feitas análises comparativas entre os 

dois tipos de fio (algodão e seda) em cada um dos tempos de eutanásia (Figura 5).  

No 3º (Figura 5A) e no 5º dia (Figura 5B), as diferenças entre os grupos não 

foram estatisticamente significantes. Por outro lado, nos dias 7 (Figura 5C) e 11 

(Figura 5D), observou-se uma diferença significante, com o grupo de seda 

apresentando maior reabsorção óssea. Por fim, a partir do 14º (Figura 5E) e 21º 

(Figura 5F) dias, a ROA nos fios de algodão e seda voltou a ser semelhante (p>0,05). 
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Figura 5: Comparação entre reabsorção óssea (JCE-COA) na mandíbula de camundongos 

fêmeas submetidos à periodontite com fios de algodão ou seda. A periodontite foi induzida pela 

colocação de fio de algodão ou seda no primeiro molar inferior e os camundongos fêmeas foram 

eutanasiados após 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados representam a média ± 

EPM da reabsorção óssea alveolar, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relação ao grupo algodão (Test 

t de Student). 
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7.2 Dosagem de citocinas inflamatórias 

7.2.1 Fator de necrose tumoral α (TNF-α) 

Os resultados do estudo revelaram que a periodontite induzida por ligadura, 

utilizando tanto fio de algodão quanto fio de seda, não promoveu alterações 

significantes nos níveis gengivais de TNF-α quando comparada ao grupo Naïve 

(Figura 6A e 6B). 

Nos animais com periodontite induzida por fio de algodão, a comparação 

entre os grupos de 5 e 14 dias mostrou uma diferença estatisticamente significante 

(p<0,05), com níveis de TNF-α mais elevados no grupo de 14 dias. Além disso, a 

comparação entre os grupos de 7 e 14 dias também revelou uma diferença significante 

(p<0,05), com os níveis de TNF-α sendo mais altos no grupo de 14 dias em 

comparação ao grupo de 7 dias. No entanto, nas comparações entre os outros 

períodos, não foram encontradas diferenças significantes (Figura 6A). Quanto aos 

animais em que a periodontite foi induzida por fio de seda, especificamente, a 

comparação entre os grupos de 7 e 11 dias revelou uma diferença significante 

(p<0,05) nos níveis de TNF-α, com os níveis mais elevados no grupo de 7 dias. 

Contudo, as demais comparações entre os grupos não mostraram diferenças 

significantes. 

 

 

Figura 6: Níveis gengivais de TNF-α em camundongos fêmeas submetidos à periodontite. A 

periodontite foi induzida pela colocação de fio de algodão (A) ou seda (B) no primeiro molar inferior e 

os camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados representam a 

média ± EPM dos níveis gengivais de TNF-α, de 6 animais por grupo. §p<0,05 em relação ao grupo 5 

dias; +p<0,05 em relação ao grupo 7 dias (Anova, teste de Bonferroni). 
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Foram realizadas, além das comparações entre os diferentes tempos de 

eutanásia para cada tipo de fio, análises comparativas entre os dois tipos de fios 

utilizados (algodão e seda), levando em consideração os resultados obtidos em cada 

ponto específico de eutanásia (Figura 7). 

 

Figura 7: Comparação entre os níveis gengivais de TNF-α em camundongos fêmeas submetidos 

à periodontite com fios de algodão ou seda. A periodontite foi induzida pela colocação de fio de 

algodão ou seda no primeiro molar inferior e os camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3 (A), 

5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados representam a média ± EPM dos níveis gengivais 

de TNF-α, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relação ao grupo algodão (Test t de Student). 
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Foram observados maiores níveis gengivais de TNF-α nos animais em que a 

periodontite foi induzida com fio de seda, em relação ao fio de algodão, nos tempos 

de eutanásia de 5 e 7 dias (Figura 7B e 7C). Enquanto nos tempos de eutanásia de 

11 e 14 dias, os níveis gengivais de TNF-α foram maiores nos animais em que a 

periodontite foi induzida com fio de algodão, em relação ao fio de seda (Figura 7D e 

7E). Contudo, no 3º (Figura 7A) e no 21º (Figura 7F) dias, as diferenças entre os 

grupos não foram estatisticamente significantes. 

 

7.2.2 Interleucina 1β (IL-1β) 

A indução de periodontite por ligadura, utilizando tanto fio de algodão 

quanto fio de seda, provocou alterações significantes nos níveis de IL-1β nos tecidos 

gengivais, quando comparada ao grupo controle Naïve, no 3º e no 5º dia (Figuras 8A 

e 8B). 

Nos animais com periodontite induzida por fio de algodão, a comparação 

entre os grupos de 3 e 5 dias com o grupo de 7 dias revelou uma diferença 

estatisticamente significante (p<0,05), com níveis de IL-1β mais elevados com níveis 

de IL-1β mais elevados nos dias 3 e 5. No entanto, nas comparações entre os outros 

períodos, não foram encontradas diferenças significativas (Figura 8A). 

No que concerne aos animais em que a doença foi induzida por fio de seda, 

o 5º dia apresentou níveis mais elevados (p<0,05) de IL-1β quando comparado aos 

3º, 7º, 11º, 14º e 21º dias. Ainda em relação ao fio de seda, o 3º dia apresentou níveis 

mais elevados (p<0,05) de IL-1β em relação ao 11º dia (Figura 8B). 
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Figura 8: Níveis gengivais de IL-1β em camundongos fêmeas submetidos à periodontite. A 

periodontite foi induzida pela colocação de fio de algodão (A) ou seda (B) no primeiro molar inferior e 

os camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados representam a 

média ± EPM dos níveis gengivais de IL-1β, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relação ao grupo 

Naïve; *p<0,05 em relação ao grupo 3 dias; §p<0,05 em relação ao grupo 5 dias (Anova, teste de 

Bonferroni). 

 

Além das comparações entre os diferentes tempos de eutanásia para cada 

tipo de fio, também foram realizadas análises comparativas entre os dois tipos de fio 

(algodão e seda) em cada intervalo de eutanásia. A análise dos dados mostrou 

resultados distintos, conforme ilustrado na Figura 9.  

No 3º (Figura 9A) e no 7º dia (Figura 9C), as diferenças entre os grupos 

não foram estatisticamente significantes. Por outro lado, nos dias 5 (Figura 9B) e 11 

(Figura 9D), observou-se uma diferença significante (p<0,05), com o grupo seda 

apresentando maiores níveis gengivais de IL-1β no quinto dia e o grupo de algodão 

apresentando essa superioridade no 11º dia. Por fim, a partir do 14º (Figura 9E) e 21º 

(Figura 9F) dias, os níveis gengivais de IL-1β nos animais em que a doença foi 

induzida com algodão e seda passaram a ser semelhantes (p>0,05). 
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Figura 9: Comparação entre os níveis gengivais de IL-1β em camundongos fêmeas submetidos 

à periodontite com fios de algodão ou seda. A periodontite foi induzida pela colocação de fio de 

algodão ou seda no primeiro molar inferior e os camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3 (A), 

5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados representam a média ± EPM dos níveis gengivais 

de IL-1β, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relação ao grupo algodão (Test t de Student). 

 

7.3 Dosagem sérica de fosfatase alcalina (FAL) 

Os níveis séricos de FAL foram dosados no momento da eutanásia dos 

animais. Nos animais em que a periodontite foi induzida com o fio de algodão, 

observou-se um aumento significativo nos níveis dessa enzima em relação aos 
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valores do grupo Naïve, após 7, 11, 14 e 21 dias da indução da periodontite (Figura 

10A). Além disso, ainda nos animais em que a doença foi induzida com ligadura de 

algodão, houve uma diferença estatisticamente significante (p<0,05) no 7º dia e no 

21º dia, quando comparados com o grupo que teve sua eutanásia após 3 dias de 

indução da periodontite, com maiores níveis séricos da enzima no 7º e no 21º dia em 

relação ao 3º dia, como indicado na Figura 10A. 

Em relação aos grupos com periodontite induzida por fio de seda, houve 

um aumento significante (p<0,05) nos níveis de FAL em relação ao grupo Naïve, 

somente no dia 11 (Figura 10B). 

 
Figura 10: Níveis séricos de FAL em camundongos fêmeas submetidos à periodontite. A 

periodontite foi induzida pela colocação de fio de algodão ou seda no primeiro molar inferior e os 

camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os 

dados representam a média ± EPM dos níveis séricos de fosfatase alcalina, de 6 animais por grupo. 

#p<0,05 em relação ao grupo Naïve; *p<0,05 em relação ao grupo 3 dias (Anova, teste de Bonferroni). 

 

A comparação entre os dois tipos de fio (algodão e seda) em cada intervalo 

de eutanásia mostrou resultados semelhantes (p>0,05) (Figuras 11A, 11B, 11C, 11D 

e 11E), exceto no 21º dia (p<0,05), em que os animais induzidos com fio de algodão 

apresentaram uma maior quantidade de FAL quando comparados aos animais 

induzidos com fio de seda, conforme indicado na Figura 11F. 
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Figura 11: Comparação entre os níveis séricos de FAL em camundongos fêmeas submetidos à 

periodontite com fios de algodão ou seda. A periodontite foi induzida pela colocação de fio de 

algodão ou seda no primeiro molar inferior e os camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3 (A), 

5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados representam a média ± EPM dos níveis séricos de 

fosfatase alcalina, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relação ao grupo algodão (Test t de Student). 

 

7.4 Variação da massa corpórea 

As massas corporais dos animais foram registradas antes da cirurgia e 

imediatamente antes da eutanásia. Os resultados foram apresentados como variação 
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da massa corpórea (g) em comparação à massa inicial (Figura 12). Não foram 

encontradas alterações significantes na variação de peso dos animais com 

periodontite induzida por ligadura, independentemente do tipo de fio utilizado, em 

todos os tempos de eutanásia, quando comparados aos animais do grupo Naïve.  

 

Figura 12: Variação de massa corpórea em camundongos fêmeas submetidos à periodontite. A 

periodontite foi induzida pela colocação de fio de algodão ou seda no primeiro molar inferior e os 

camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os 

dados representam a média ± EPM da variação de massa corpórea (g), de 6 animais por grupo. (Anova, 

teste de Bonferroni). 

 

A comparação da variação da massa corporal (g) entre os dois tipos de fio 

(algodão e seda) em cada intervalo de eutanásia mostrou resultados semelhantes 

(p>0,05), sem variações significantes entre os grupos comparados, como indicado na 

Figura 13. 
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Figura 13: Comparação da variação de massa corpórea em camundongos fêmeas submetidos à 

periodontite. A periodontite foi induzida pela colocação de fio de algodão ou seda no primeiro molar 

inferior e os camundongos fêmeas foram eutanasiados após 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) 

dias. Os dados representam a média ± EPM da variação de massa corpórea (g), de 6 animais por 

grupo. (Test t de Student). 
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8 DISCUSSÃO 

 
O progresso na compreensão, prevenção e gestão de doenças humanas 

foi impulsionado pelo uso de animais como modelos biológicos para doenças 

humanas (Landi; Everitt; Berridge, 2021). Modelos animais para o estudo de doenças 

ósseas inflamatórias reabsortivas forneceram informações relevantes acerca da 

patogênese dessas doenças, bem como possíveis manejos terapêuticos (Usategui-

Martín; Pérez-Castrillón, 2023). Nesse contexto, o modelo de periodontite destaca-se 

por ser de fácil execução e baixo custo (Zhang et al., 2022). No entanto, a literatura 

relata uma ampla variedade de protocolos desse modelo, variando em relação à 

espécie animal utilizada, método de indução e tempo de avaliação (Rojas et al., 2021). 

Recentemente, foi publicado um estudo avaliando o curso temporal da 

periodontite induzida por ligadura na maxila de camundongos machos (Yoon et al., 

2022). Nesse contexto, objetivamos avaliar o estabelecimento e a progressão da 

periodontite induzida por ligadura na mandíbula de camundongos fêmeas, devido ao 

seu baixo custo e à forte adaptação dos animais ao ambiente. 

Como os modelos periodontais induzidos por ligadura causam destruição 

óssea alveolar significativa, eles têm sido usados em muitos estudos para revelar os 

mecanismos patológicos da periodontite (Lin et al., 2021), bem como para investigar 

alternativas terapêuticas (Abe; Hajishengallis, 2013). Desse modo, os resultados 

deste estudo fornecem valiosas informações sobre a periodontite induzida por ligadura 

em camundongos fêmeas, destacando a ROA e a resposta inflamatória. Foi 

observado que a ROA foi significantemente maior nos grupos com periodontite, tanto 

com fio de algodão quanto com fio de seda, em todos os tempos de eutanásia (3, 5, 

7, 11, 14 e 21 dias), quando comparados ao grupo Naïve. Em ambos os fios, a ROA 

aumentou de forma progressiva, com pico no 14º dia, mantendo-se estável no 21º dia, 

embora no fio de seda a ROA tenha sido maior no 21º dia em relação àquela 

observada no 7º dia. Ademais, ao comparar os dois tipos de fio, apesar de a ROA ter 

sido maior no grupo de seda nos dias 7 e 11, a partir do 14º dia, foi semelhante nos 

dois grupos. 

De fato, a literatura relata que a ROA é alcançada logo nos primeiros dias 

após a inserção da ligadura. De forma semelhante ao observado em nossos 

resultados, a ROA no estudo de Yoon et al. (2022) foi significante a partir do terceiro 

dia. Tavares et al. (2024) também relataram ROA bem estabelecida no sétimo dia de 
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ligadura com fio de algodão no primeiro molar mandibular. Além disso, Marchesan et 

al. (2018) observaram que a ativação de osteoclastos e a ROA ocorrem principalmente 

na fase inicial (dias 3 a 9) e são seguidas por uma diminuição na fase posterior, do 9º 

ao 18º dia. De forma semelhante, Li et al. (2024), utilizando fio de seda na mandíbula 

de camundongos machos, demonstraram que a periodontite foi estabelecida no 7º dia 

de ligadura, alcançando valores maiores de ROA no 14º dia. Apesar das diferenças 

de protocolo, nossos achados também mostram uma curva ascendente de ROA, com 

tendência à estabilização a partir do dia 14. 

Netanely et al. (2024) comparam a ROA na periodontite induzida por 

ligadura em 3, 9 e 21 dias, revelando que, no 21º dia, nenhuma perda óssea adicional 

foi detectada em comparação com o nono dia, embora a ligadura ainda estivesse 

presente. Em nosso estudo, também observamos ausência de diferença significante 

entre o 14º e o 21º dia, indicando uma estabilização da doença. Esses achados 

sugerem que, para avaliar a progressão máxima da periodontite induzida por ligadura, 

os grupos de 14 e 21 dias, tanto com fio de algodão quanto com fio de seda, são os 

mais indicados, oferecendo uma compreensão detalhada da dinâmica da periodontite 

induzida ao longo do tempo e reforçando a eficácia do modelo experimental. 

Segundo Rojas et al. (2021), a indução da periodontite por meio da inserção 

de uma ligadura ao redor dos dentes permite o estudo da resposta imune local contra 

o desafio bacteriano inespecífico e a regeneração óssea alveolar após a remoção da 

ligadura, sendo a compreensão desses mecanismos crucial para o desenvolvimento 

de novas estratégias terapêuticas para o tratamento da periodontite. 

Mediadores inflamatórios, incluindo IL-1β, IL-6, IL-17α e TNF-α, conduzem 

à ação destrutiva dos osteoclastos no tecido ósseo (Place et al., 2021). Os produtos 

bacterianos, como o lipopolissacarídeo (LPS), induzem a produção de citocinas pró-

inflamatórias, como TNF-α e IL-1β, por células imunes, e estimulam a expressão de 

RANKL em osteoblastos (Omi; Mishina, 2022). A presença de TNF-α e IL-1β no tecido 

gengival está associada à perda óssea periodontal, visto que são os principais 

mediadores da destruição óssea periodontal na patogênese da periodontite (Wang et 

al., 2023). Nesse contexto, considerando o papel do TNF-α e da IL-1β na patogênese 

da periodontite, foi realizada a dosagem dos níveis gengivais dessas citocinas em 

todos os tempos experimentais. 

Ishii et al. (2022) indicaram que os níveis gengivais de TNF-α, após 14 dias 

do curso da doença, são maiores em animais com periodontite induzida por ligadura 
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com fio de seda, quando comparados a animais controle que não receberam ligadura. 

No entanto, nossos achados não indicam aumento de TNF-α nos animais em que a 

periodontite foi induzida pelos fios de algodão e seda. 

Por outro lado, nossos resultados mostram o aumento significativo dos 

níveis gengivais de IL-1β em relação ao grupo Naïve, nos dias 3 e 5, com um pico no 

5º dia do processo patológico para o fio de seda. A literatura corrobora tais achados, 

uma vez que tem sido demonstrado que a periodontite induzida por ligadura em 

modelos murinos, quando comparada aos animais do grupo controle, estimula uma 

resposta inflamatória significante, caracterizada pelo aumento na secreção de 

mediadores inflamatórios, incluindo a IL-1β (Tang et al., 2022; Tavares et al., 2024). É 

interessante observar que o aumento da IL-1β já no terceiro dia indica o 

estabelecimento de um processo inflamatório que justifica a ROA alcançada nesse 

mesmo dia. De fato, a literatura mostra que a IL-1β produzida desempenha um papel 

importante como fator pró-osteoclastogênico no microambiente periodontal, 

resultando em ROA (Mo et al., 2024). 

A fosfatase alcalina, incluindo sua isoforma óssea, é utilizada como 

marcador da atividade osteoblástica, aumentando em processos formativos ósseos e 

diminuindo em processos reabsortivos (Ponzano et al., 2021). No entanto, essa 

associação deve ser analisada com cautela, pois a literatura também indica que o 

aumento nos níveis séricos dessa enzima ocorre em doenças reabsortivas, como a 

osteoporose (Nizet, 2020). Nosso estudo revelou, de fato, que a ROA não foi 

relacionada à redução dos níveis séricos de fosfatase alcalina. 

Por fim, a literatura mostra que o peso corporal de camundongos 

submetidos a periodontite aumenta gradativamente ao longo do tempo, com um 

menor ganho em animais com periodontite induzida em comparação ao controle (Mo 

et al., 2024). Em contraponto, Tomina et al. (2022) não mostraram diferenças 

estatisticamente significantes em relação ao peso em nenhum dos grupos 

experimentais ou no grupo de controle. Nosso estudo, em concordância com Tomina 

et al. (2022), não denotou alterações significantes na variação de peso dos animais 

submetidos à periodontite com ambos os fios, em todos os momentos de eutanásia, 

quando comparado aos animais do grupo Naïve. 
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9 CONCLUSÃO 

 
A indução de periodontite por ligadura, utilizando fios de algodão e seda, 

demonstrou causar uma reabsorção óssea alveolar significante nos camundongos 

fêmeas ao longo do tempo, com picos de perda óssea alveolar observados entre no 

14º com estabilização no 21º dia de eutanásia, indicando um padrão semelhante de 

progressão da periodontite com ambos os fios. O início dessa reabsorção óssea 

alveolar esteve associado ao aumento do processo inflamatório, demonstrado pela 

elevação dos níveis gengivais de IL-1β.  

Esses achados oferecem, portanto, uma compreensão mais profunda dos 

mecanismos envolvidos na periodontite experimental em camundongos e fornecem 

dados importantes para futuros estudos sobre terapias e tratamentos dessa condição. 
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ANEXO A – DECLARAÇÃO DE APROVAÇÃO DO PROJETO DE PESQUISA 

PELO CEUA SOB O PROTOCOLO 06/23 
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