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RESUMO

O modelo de periodontite induzida por ligadura em camundongos tem sido
amplamente utilizado para estudar o metabolismo 6sseo, especialmente para avaliar
a reabsorgao 6ssea resultante de um processo inflamatério. Este estudo teve como
objetivo comparar os niveis de reabsorgdo 6Ossea alveolar (ROA) em diferentes
tempos de eutanasia, utilizando fios de algodao e seda na indugéo de periodontite por
ligadura em mandibulas de camundongos fémeas. Para isso, foram utilizados 78
camundongos Swiss fémeas. Apds aprovacdo da Comissdo de Etica no Uso de
Animais (06/23), a periodontite foi induzida pela inser¢ao de fios de algodao ou seda
nos primeiros molares mandibulares, com eutanasia apos 3, 5, 7, 11, 14 e 21 dias. Um
grupo controle (Naive), sem a doenga induzida, foi incluido para comparagao. A ROA
foi avaliada por macroscopia, e o tecido gengival foi removido para quantificagdo de
TNF-a e IL-1B via ELISA. Amostras sanguineas foram coletadas para quantificar os
niveis de fosfatase alcalina. O peso dos animais foi registrado antes da ligadura e da
eutanasia. Tanto no grupo algoddo quanto no grupo seda, observou-se ROA
significante (p<0,05) a partir do 3° dia, com pico maximo no 14° dia, em comparacgao
ao grupo Naive, estabilizando no 21° dia. A comparacgao entre os tipos de fio revelou
ROA mais pronunciada (p<0,05) no 7° e 11° dias no grupo seda, em relagao ao grupo
algoddo. Em relagdo aos niveis de TNF-a, ndo houve diferengas significantes em
relacdo ao Naive. No entanto, os niveis de IL-18 aumentaram significantemente
(p<0,05) no 3° e 5° dia em ambos os grupos, indicando aumento dessa citocina no
inicio do processo inflamatério. Em relacdo a fosfatase alcalina, houve diferencga
significante (p<0,05) no grupo algodao nos dias 7, 11, 14 e 21, e no grupo seda, essa
diferenga ocorreu apenas no 11° dia. Nao foram observadas alteragdes significantes
na variagdo de massa corpdrea dos animais com periodontite, em comparacéo aos
animais Naive. Conclui-se que, embora haja diferencas pontuais na ROA alcancada

no curso da doenga, em ambos os tipos de fio essa ROA alcanga pico no 14° dia.

Palavras-chave: Reabsorgao 6ssea alveolar. Periodontite. Camundongos fémeas.



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 (Naive) group, without induced disease, was included for comparison. ABR
was assessed by macroscopic analysis, and gingival tissue was collected for
quantification of TNF-a and IL-1B 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
Naive 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-a levels,
no significant differences were observed compared to the Naive group. However, IL-
1B 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 Naive 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.
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1 INTRODUGAO

O osso é um tecido calcificado composto por agua, hidroxiapatita e
componentes orgéanicos (Ciosek et al., 2021). Esse tecido é formado por diversas
células, como osteoblastos, ostedcitos e osteoclastos, que desempenham fungdes na
manutengao e reparagao 6ssea durante a homeostase e apos lesdes (Salhotra et al.,
2020). Os osteoblastos sao responsaveis pela formagao dos componentes organicos
do 0sso e sua mineralizag&o, enquanto os osteoclastos facilitam a remodelacéo 6ssea
através da ostedlise (Ciosek; Kot; Rotter, 2023).

A remodelacdo 6ssea é um processo pelo qual o osso € constantemente
removido e substituido por osso novo (Omi; Mishina, 2022). Esse processo é
fundamental para a manutengéo da integridade 6ssea e é rigidamente regulado por
um equilibrio preciso entre a formagcao e a reabsorcdo 6sseas, sob o controle de
fatores locais e sistémicos, como citocinas inflamatérias, hormbénios e estimulos
mecanicos (Ciosek; Kot; Rotter, 2023). O equilibrio entre os processos de reabsorg¢ao
e formagéo dssea € essencial para a manutengcédo da homeostase tecidual (Kim et al.,
2020).

A homeostasia 0ssea depende de uma atividade equilibrada entre
osteoblastos e osteoclastos. Assim, quando ha uma atividade excessiva dos
osteoclastos, ocorre a desencadeamento de uma reabsorg¢ao 6ssea patoldgica (Lin et
al., 2021). O mecanismo inflamatério que estimula a reabsorgdo 6ssea patoldgica
resulta de interagdes complexas entre mondcitos, macrofagos e células da linhagem
osteoclastica. Durante a reacao inflamatéria, os macréfagos passam por um processo
de polarizagdo, no qual os macréfagos M1 liberam citocinas pro-inflamatérias que
favorecem a diferenciacao de pré-osteoclastos em osteoclastos maduros, o que, por
sua vez, leva a perda 6ssea (Chen et al., 2023).

Os osteoclastos originam-se de células mononucleares da linhagem
hematopoiética, que, apods diferenciacdo e ativagdo, formam células gigantes
multinucleadas responsaveis pela reabsorgao éssea (Daponte; Henke; Drissi, 2024).
A reabsorcao 0ssea osteoclastica é regulada por varios 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 superficie dos osteoclastos, promovendo
o aumento da atividade reabsortiva dessas células no tecido 6sseo (Choi et al., 2021).
O RANK, o RANKL e a OPG pertencem a familia do fator de necrose tumoral (TNF),
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funcionando como reguladores essenciais da osteoclastogénese e da reabsorgéo
O0ssea (Jiao et al.,, 2022). O RANKL é a principal citocina responsavel pela
diferenciacao dos osteoclastos e desempenha um papel crucial na reabsorgao 0ssea
(Kittaka et al., 2023). A sinalizacdo RANKL-RANK ativa a diferenciagdo e as funcdes
dos osteoclastos, além de inibir a morte celular programada desses osteoclastos.
Como resultado, esse processo induz a reabsor¢ao 6ssea. Por outro lado, a OPG,
funciona como um chamariz de RANKL, impedindo a ligagdo RANK-RANKL (Kitaura
et al., 2020).

A perda 6ssea inflamatéria refere-se ao aumento da reabsorgéo 6ssea e a
diminuicao da formagao 6ssea, resultantes da interagao entre citocinas inflamatérias
e células 6sseas, na qual a inflamacéo se torna o principal fator responsavel pela
perda oOssea. A inflamacgdo cronica pode causar danos ao 0SSO, COmoO €rosao,
reabsorcao e inibicdo adicional da formagao dssea, levando, assim, a perda dssea
inflamatoria. Essa condicédo é frequentemente observada em doencas inflamatérias
cronicas, como artrite reumatoide e periodontite (Chen et al., 2023).

A periodontite € uma condigao inflamatéria resultante da resposta imune do
hospedeiro a infecgcdo microbiana, que leva a destruicdo dos tecidos periodontais,
podendo ocasionar a perda dentaria (Lee et al., 2023). A doenga é mediada pelo
sistema imunolodgico, que desempenha um papel crucial na gravidade e progressao
do quadro. No inicio do processo, ocorre a ativacdo da resposta inflamatéria, com
aumento de células polimorfonucleares. Na maioria dos pacientes, o sistema imune
consegue controlar a progressao da doenga. No entanto, em pacientes suscetiveis,
as respostas inatas e adaptativas contribuem para o agravamento da destruicéo do
tecido periodontal (Pavanelli et al., 2022).

Modelos experimentais em animais tém sido amplamente utilizados como
estagio pré-clinico para testar novos biomateriais regenerativos e técnicas de
tratamento (Wichienrat et al., 2024). Diversos modelos foram empregados para
estudar a doenca periodontal em camundongos, incluindo a gavagem oral e a indugao
por ligadura. A periodontite induzida por ligadura em camundongos tem sido
amplamente utilizada como modelo animal para o estudo da doenca periodontal
(Ribeiro et al., 2022).

O modelo de indugdo de periodontite por ligadura permite investigar os
mecanismos moleculares e celulares envolvidos na destruicdo O0ssea associada a

periodontite. O aumento da carga bacteriana, devido ao acumulo de bactérias
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comensais orais dentro e ao redor do fio, € uma das principais causas da periodontite,
levando a perda 6ssea alveolar (Kittaka et al., 2023). O impacto inflamatério gerado
no periodonto resulta em diferencas nos niveis de crescimento epitelial gengival, no
perfil de perda 6ssea e nos niveis de marcadores inflamatorios (Hernandez-Martinez
et al., 2023).

Embora o modelo animal de periodontite seja amplamente utilizado na
literatura para estudar processos reabsortivos 6Osseos inflamatorios, existe uma
grande variedade de protocolos para indugédo da doenga (Rojas et al., 2021). Assim,
0 presente estudo visou comparar os niveis de reabsorgao 0ssea alveolar mandibular,
por meio de uma curva temporal de indugdo da doenga em camundongos fémeas,
utilizando fios de seda e algodao na periodontite induzida por ligadura, em diferentes
tempos de eutanasia. O objetivo é, portanto, definir o melhor tempo de eutanasia na
periodontite experimental em camundongos fémeas, avaliar as diferencas resultantes
do tipo de fio utilizado e compreender o processo de instalacdo e progressao da

doenca.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Reabsorgao 6ssea inflamatoéria

O tecido Osseo é constantemente remodelado pelos processos de
reabsorcao e deposigao dssea, em resposta a influéncias mecanicas, nutricionais e
hormonais (Ciosek et al., 2021). Esses dois eventos distintos, a reabsorgcdo e a
deposigcao O0ssea, sao coordenados de maneira temporal e espacial para manter a
integridade esquelética (Omi; Mishina, 2022), preservar as fun¢des criticas do tecido,
prevenir o acumulo de danos, garantir a resisténcia mecéanica do osso e manter a
homeostase mineral (Kim et al., 2020). Em condigdes fisioldgicas, a remodelagao
o0ssea depende do equilibrio entre os processos de reabsorgcdo e formacao Ossea,
sendo influenciado por fatores locais e orquestrado por ostedcitos e células de
revestimento 6sseo (Gongalves et al., 2022).

O processo de remodelacdo do tecido 6sseo depende da atividade
coordenada dos osteoclastos e osteoblastos (Daponte; Henke; Drissi, 2024). A
regulagédo do equilibrio entre osteoclastos e osteoblastos resulta na sincronia estrita
entre reabsorcdo e formagdo 6ssea, o que mantém a integridade estrutural e a
homeostase do tecido 6sseo. Em contrapartida, a desregulacdo da remodelacéo
O0ssea pode levar a ostedlise patoldgica, na qual a inflamagao desempenha um papel
crucial na promogao da destruicdo 6ssea (Li; Ling; Jiang, 2021).

Os osteoclastos séo células gigantes multinucleadas que se originam de
células-tronco hematopoiéticas (HSCs) e sdo responsaveis pela reabsor¢cdo ossea
(Yahara et al., 2022). O eixo RANK/RANKL/OPG desempenha um papel fundamental
na osteoclastogénese (Li; Ling; Jiang, 2021), pois os precursores de osteoclastos se
diferenciam em osteoclastos multinucleados, em dependéncia de RANKL e do fator
estimulante de colonias de macréfagos (M-CSF) (Wu et al., 2024). M-CSF e RANKL
sao mediadores produzidos por varios tipos celulares, como células estromais da
medula Ossea, osteoblastos, ostedcitos e condrdcitos, sendo cruciais para a
remodelacao 6ssea fisioldgica (Omi; Mishina, 2022).

No tecido 6sseo, 0 RANKL é expresso por um grupo variado de células,
incluindo osteoblastos, ostedcitos e células do sistema imunoldgico, sendo a
expressao de RANKL mais pronunciada em osteoblastos e ostedcitos. O RANKL se
liga ao seu receptor correspondente, 0 RANK, induzindo sinais osteoclastogénicos
subsequentes (Ono et al., 2020). Por outro lado, a OPG, proteina soluvel que age

como receptor para o RANKL, funciona como um inibidor da formagéao de osteoclastos
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(Roldan; Giménez; lllueca, 2020). A producdo excessiva de fatores pro-
osteoclastogénicos, como RANKL, interleucina (IL) 17 e TNF-a, pode levar a ativagéao
exagerada dos osteoclastos e a perda 6ssea patologica (Andreev et al., 2020).

O M-CSF promove a formacdo de unidades formadoras de colénias de
macrofagos a partir de HSCs, expandindo assim o reservatério de precursores
comuns de osteoclastos e macréfagos (Li; Ling; Jiang, 2021). As atividades funcionais
dos macroéfagos influenciam a diferenciacdo dos osteoclastos e a remodelagéo dssea.
Mediadores inflamatorios produzidos pelos macréfagos, como interferon (IFN) y, TNF-
a e IL-6, promovem a proliferacdo de células pré-osteoclasticas e a diferenciagao dos
osteoclastos (Weivoda; Bradley, 2023).

A remodelagéo do tecido ésseo alveolar ocorre com maior intensidade do
que no 0sso esquelético. O estresse mecanico da carga mastigatoria desempenha um
papel importante na alta taxa de rotatividade dos processos de remodelagao, tanto em
condigdes fisioldgicas quanto patoldgicas. A carga mecanica aumenta a expressao de
RANKL e, consequentemente, promove a remodelacdo do osso alveolar. As células
do ligamento periodontal desempenham uma fungéo relevante na regulagdo da
remodelagdo do osso alveolar em resposta as forgcas mecanicas, sendo capazes de
produzir RANKL, TNF-a e IL-1B para estimular a remodelagao do osso alveolar (Omi;
Mishina, 2022). O TNF-a e a IL-13 regulam a formacao e a atividade dos osteoclastos
e, por consequéncia, desempenham papéis destrutivos na reabsorcao O&ssea
inflamatoria (Chen et al., 2023).

No contexto do estudo do osso e dos processos de formagao e reabsorgao
O0sseas, modelos experimentais em animais sdo benéficos e amplamente utilizados
como um estagio pré-clinico para testar novos biomateriais regenerativos e técnicas
de tratamento. Roedores sdo comumente empregados em varios modelos de
doencas, incluindo a periodontite. As principais vantagens do modelo em roedores,
em comparagao a outros animais, sdo sua disponibilidade, custo relativamente baixo,
facilidade de manuseio, capacidade de realizar modelos de estudo especificos devido
a variedade de perfis genéticos e microbianos disponiveis e o rapido desenvolvimento
da doenca por diferentes métodos (Wichienrat et al., 2024). O modelo de periodontite
induzida por ligadura tem sido considerado uma abordagem eficaz para induzir
inflamacao e reabsorcdo 6ssea semelhantes a periodontite humana, além de ser um
método valioso para a exploragdo dos mecanismos moleculares subjacentes a doenga
(Li et al., 2023).
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2.2 Modelos de estudo de reabsorgao 6ssea inflamatoéria

Modelos experimentais oferecem contribui¢des significativas para a
compreensao e o avango da medicina moderna (Kaplan et al., 2024). O uso de
modelos animais de doengas humanas € fundamental para promover o entendimento
dos mecanismos da doencga, a descoberta de novos alvos terapéuticos, além de
impulsionar o progresso na prevengao e no manejo de doengas humanas (Lange; Inal,
2023). Esses modelos fornecem informagdes valiosas sobre processos bioldgicos
fundamentais, doengas e respostas a lesdes (Landi; Everitt; Berridge, 2021).

A complexidade e diversidade de fatores que contribuem para a
patogénese da periodontite, incluindo a combinagao de sinergia microbiana, disbiose,
desregulagéao inflamatoria crénica e fatores de predisposigao genética, tornam a busca
por um modelo animal ideal de periodontite uma tarefa dificil e desafiadora (Rojas et
al., 2021).

Modelos animais para o estudo da periodontite podem ser estabelecidos
em diferentes espécies, como ratos, camundongos, caes, porcos e primatas nao-
humanos. Em comparagdo aos animais de grande porte, como caes, porcos e
primatas nado-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 caracteristicas
facilitam a realizagao de experimentos, reduzindo os custos e permitindo que o estudo
seja realizado com um numero relativamente grande de animais experimentais (Zhang
et al., 2022).

Modelos experimentais em roedores sao extremamente benéficos e
importantes para examinar diversas hipéteses bioldgicas relacionadas a patogénese
da doenga, as interagbes hospedeiro-bactéria e as abordagens terapéuticas. Esses
modelos sdo capazes de reproduzir, pelo menos em parte, os aspectos clinicos,
moleculares e histolégicos da periodontite humana. A periodontite experimental em
camundongos pode ser induzida de diferentes maneiras, como gavagem oral,
inoculacdo periodontal de bactérias associadas a doenca periodontal, periodontite
induzida quimicamente e periodontite induzida por ligadura (Rojas et al., 2021).
Caracteristicas dos diferentes modos de indugéo da periodontite experimental em

camundongos estédo apresentadas no Quadro 1, adaptado de Rojas et al. (2021).



16

Quadro 1: Modelos experimentais de indugdao de periodontite em camundongos. O quadro

resume caracteristicas de alguns modelos murinos experimentais de indu¢ao da periodontite.

Aplicacéo e plausibilidade

Gavagem oral

administracdo
entérica precisa
de bactérias.

e Pode ser
realizada sem
anestesia.

Permite a invaséo bacteriana
dos tecidos orais de
camundongos e bacteremia
durante um periodo de tempo
relativamente longo (4-8
semanas).

e O desafio microbiano
sistémico sustentado e a
inflamacdo  sistémica de
baixo grau se assemelham a
cronicidade da periodontite.

Técnica Vantagens Y Limitagées
biolégica
e Nao é totalmente eficaz
para induzir lesbes
e Promove inflamacé&o periodontais.

periOdontal e reabsor(;éo e Gera menor perda Ossea
Ossea alveolar progressiva | alveolar em comparacao

consistente com uma forma com outros modelos.
« Permite a cronica de periodontite. e Mdltiplas inoculacdes em

um longo periodo de
tempo (4-8 semanas) séo

necessarias até o]
desenvolvimento da
doenca.

Aumento do estresse
animal e risco de lesbes
esofagicas.

A eficacia depende da
estirpe bacteriana
utilizada e da sua
viruléncia.

tidos.

intestinal e da mucosa oral.

e Promove inflamacao | « Ndo ¢ totalmente eficaz
periodontal e reabsorgéo para induzir lesBes
Ossea alveolar consistente periodontais.
com uma forma cronica de | ¢ Gera menos perda 6ssea
periodontite. alveolar e  resposta
Inoculagdo | , agministracgo | ® T 0SSiPilita o estudo  de | inflamatéria em
periodontal de local mterago_es penodont_als comparagdo com outros
bactérias . : de especificas hospedeiro- modelos, como a ligadura.
associadas a semllor_emsa bactéria associadas ale Regime de injecdo
periodontite bacterias. infec¢ao. repetiva  (2-3 por
oUtil para o estudo da| semana) e periodo
viruléncia/diferencas experimental médio-longo
imunogénicas/patogénicas até o desenvolvimento da
entre bactérias associadas a doenca (20-45 dias).
periodontite.
e Ndo emula a interacdo
e Ndo necessita | e Promove inflamacé&o bactéria-hospedeiro,
de anestesia periodontal e reabsorgéo essencial na periodontite.
nem cultura | Ossea alveolar progressiva | ¢ N30 é totalmente eficaz
Periodontite bacteriana. consistente com uma forma para induzir lesBes
induzida e Compativel com | cronica de periodontite. periodontais.
qUimiCamente cepas de | e« Permite [0} estudo da | o Gera menor perda Ossea
camundongos associacéo entre a | alveolar em comparacéo
imunocomprome inflamacéo da  mucosa | com outros modelos,

como a ligadura.
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Periodontite
induzida por
ligadura

e Compativel com
camundongos
imunocomprome
tidos.

e Trauma minimo
na mucosa do
camundongo.

e Permite a coleta
de fluido
crevicular
gengival de
camundongo.

e Promove inflamacéo
periodontal aguda e rapida
reabsorcdo Ossea alveolar,
assemelhando-se a uma
forma aguda/agressiva de
periodontite.

e Compativel com o atual
paradigma da patogénese da
periodontite associada a
disbiose oral.

e Induz inflamacéo sistémica
de baixo grau, também
compativel com a definicédo
de periodontite.

e Permite o estudo da resposta
imune local contra o desafio
bacteriano inespecifico e a
regeneracdo 6ssea alveolar
apos a remocao da ligadura.

e Quando combinado com
gavagem oral ou inoculacéo
periodontal, pode ser util para
o] estudo da
viruléncia/diferencas
imunogénicas/patogénicas
entre bactérias associadas a
periodontite.

¢ Risco de trauma mecanico
se ndo realizado por
operador calibrado.

e Os animais precisam ser
constantemente
verificados quanto a
posicao da ligadura.

e Nenhuma perda 0ssea
sustentada apés periodos
prolongados de tempo, a
menos que combinada

com inoculacéo de
bactérias ou
gavagem; assim, ndo se
assemelhando a
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 indugao experimental

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

da ligadura, e sua colocagao provoca uma infiltragao inflamatdria continua, o que leva

a destruigao do tecido periodontal. O modelo de indugao da periodontite por ligadura

revela a reabsorgao 6ssea alveolar aguda e a inflamacao do tecido mole no periodo

inicial, e o processo de cicatrizagao da doenga pode ser estudado apds a remocgao da
ligadura (Lin et al., 2021).

O modelo de periodontite induzida em roedores parece ser a melhor op¢ao,

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

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

€ que a doenga pode ser iniciada em um momento especifico, com uma sequéncia

previsivel de eventos, culminando em perda éssea alveolar (Abe; Hajishengallis,

2013).
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2.3 Periodontite

A periodontite € uma doencga inflamatéria que afeta as estruturas de suporte
dos dentes, levando a destrui¢cdo do tecido e a perda dentaria (Wang et al., 2023). A
etiopatologia da doenca é multifatorial e esta relacionada a uma sequéncia de
interacdes complexas entre microrganismos em biofilmes dentarios e a resposta
imunoinflamatéria do hospedeiro (Tomina et al., 2022).

Segundo Richards et al. (2014) a periodontite é considerada a sexta
condicdo cronica mais comum em todo o mundo, com uma prevaléncia global
aproximada de 11,2%, o que corresponde a cerca de 734 milhdes de pessoas
afetadas. A prevaléncia dessa doenca tende a aumentar gradualmente com o avango
da idade, mostrando uma tendéncia particularmente acentuada entre a terceira e a
quarta décadas de vida. Esse aumento é mais significativo na faixa etaria dos 38 anos,
que representa o pico de incidéncia da doenga periodontal, evidenciando uma maior
suscetibilidade a medida que as pessoas envelhecem.

A doenca resulta de uma infecgdo microbiana causada pela presenca de
biofilme nas superficies dentarias. Patégenos periodontais especificos, como as
bactérias anaerdbias gram-negativas do complexo vermelho (Porphyromonas
gingivalis, Tannerella forsythia e Treponema denticola), encontradas em bolsas
periodontais, estimulam a inflamagado cronica nos tecidos periodontais (Kwon;
Lamster; Levin, 2021). As bactérias patogénicas desempenham um papel inicial,
gerando o recrutamento subsequente de células imunes e a liberagdo de citocinas,
fatores de crescimento e moléculas de sinalizagao, os quais determinam a progressao
e a gravidade da periodontite (Li et al., 2023).

Fatores de risco estdo associados a progressao da periodontite, incluindo
fatores ambientais como tabagismo, patégenos e condi¢des socioecondmicas, fatores
sistémicos relacionados ao historico médico, como diabetes, outras condi¢cdes
inflamatodrias, estresse e obesidade, e fatores genéticos, que desempenham papéis
importantes. As taxas de progressao da doenga podem variar entre os individuos, e
acredita-se que a predisposicdo genética influencie o curso da periodontite,
especialmente em formas agressivas e de rapida progressao (Brodzikowska; Goérski,
2022).

A fase inicial da periodontite esta associada a ativacdo da resposta
inflamatadria, caracterizada pelo aumento do fluido gengival crevicular e pelo influxo de

células inflamatdrias, especialmente os neutrdéfilos polimorfonucleares, que ajudam a
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diminuir o dano causado pelo biofilme disbidtico. A ativagao de leucécitos e células T
no tecido conjuntivo leva a produgcdo de multiplos mediadores inflamatérios, a
degradacao de enzimas como as metaloproteinases da matriz (MMPs) e ao aumento
da expressao do RANKL, que é o principal fator de ativacdo dos osteoclastos
(Pavanelli et al., 2022).

Os neutrdfilos ativados liberam quimiocinas que mediam o recrutamento
quimiotatico de células T auxiliares, como as células TH17. As células TH17
aumentam o recrutamento, a ativacéo e, portanto, a sobrevivéncia dos neutrofilos por
meio da liberagédo de citocinas, como IFN-y e TNF. Além das células T, as células B
ativadas também sao uma fonte de RANKL, resultando na reabsor¢ao dssea na area
afetada. Além disso, quando as células B s&o ativadas, isso resulta na proliferacéo,
diferenciacao e maturacao das células plasmaticas. As células plasmaticas podem
produzir citocinas como TNF-a, fator de crescimento transformador (TGF) (3, IL-6 e IL-
10. O TNF-a induz a expressdo de MMPs, promovendo assim a destruicdo do tecido
periodontal mediada por MMPs (Sadek et al., 2023).

TNF-q, IL-1, IL-6 e IFN-y sdo as citocinas pré-inflamatérias mais ativas na
periodontite, desempenhando papéis cruciais nas fungdes imunomoduladoras das
células-tronco e na remodelagcao 6ssea subsequente (Kittaka et al., 2023). Esses
mediadores proé-inflamatérios ativam osteoclastos e atenuam a atividade dos
osteoblastos (Lee et al., 2023). A inflamacgao periodontal pode ser quantificada por um
aumento nos niveis circulantes de IL-6 e TNF-q, visto que ambas as citocinas
demonstram atividade na patogénese da periodontite. Os niveis de IL-6 dentro do
tecido periodontal aumentam com o inicio da doenga e contribuem para a destruigao
dos tecidos circundantes por meio da ativacao de MMPs e osteoclastos. Os niveis de
TNF-a no periodonto aumentam durante a doenca periodontal e seus niveis
sistémicos demonstraram estar associados ao aumento da gravidade da doenca
periodontal (Bertolini; Clark, 2024).
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3 JUSTIFICATIVA

Modelos animais experimentais s&o ferramentas importantes na
investigacdo dos mecanismos de patogénese da periodontite e no teste de novas
abordagens terapéuticas. 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 condigbes bem controladas (Abe;
Hajishengallis, 2013).

O modelo de periodontite induzida por ligadura apresenta varias vantagens
em comparagao com outros modelos, incluindo a rapida indugdo da doencga, perda
Ossea previsivel e a capacidade de estudar o tecido periodontal e a regeneragao
Ossea 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 inflamatérios, existe uma grande
variedade de protocolos para indugdo da doenga. Desse modo, para investigar o
processo de instalagdo e progressao da periodontite experimental nesses animais,
tornou-se relevante comparar protocolos em modelos animais utilizando ligaduras de
fios de seda e algodao para a indugdo da periodontite em mandibulas de
camundongos fémeas, que foram eutanasiadas em diferentes tempos apds a indugao
da doencga. Assim, buscou-se encontrar o momento em que a doenca foi estabelecida,
bem como o pico de reabsor¢ao dssea, analisando possiveis diferengcas conforme o
material da ligadura.

Portanto, este estudo mostrou-se importante, pois permitiu uma melhor
compreensao desse modelo animal, aprimorando o delineamento de estudos que
investigardo abordagens farmacoldgicas em doencgas 6sseas inflamatdrias, por meio

da periodontite experimental em camundongos fémeas.
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4 HIPOTESE
A periodontite induzida por ligadura com fios de algodao e seda resulta em
diferentes picos de reabsorgdo déssea alveolar em mandibulas de camundongos

fémeas.
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5 OBJETIVOS
5.1 Objetivo geral

Comparar os niveis de reabsorcao dssea alveolar em diferentes tempos de
eutanasia, utilizando fios de algoddo e seda na indugao de periodontite por ligadura

em mandibulas de camundongos fémeas.

5.2 Objetivos especificos

Avaliar diferentes protocolos de indugdo de periodontite por ligadura em
camundongos fémeas, considerando o tipo de fio utilizado e o tempo de eutanasia.

Analisar a perda 0ssea alveolar por meio da analise macroscoépica do 0sso
alveolar de camundongos fémeas submetidos a periodontite.

Avaliar a inflamacao no tecido gengival por Enzyme Linked Immunosorbent
Assay (ELISA) para quantificagdo de TNF-a e de IL-1.

Avaliar indiretamente a atividade osteoblastica através da dosagem sérica
de fosfatase alcalina em camundongos fémeas submetidos a periodontite.

Avaliar os efeitos sistémicos por meio da variacdo da massa corporal de

camundongos fémeas submetidos a periodontite.
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6 METODOLOGIA
A Figura 1 apresenta um organograma que sintetiza o0 processo

metodologico do presente estudo.

Figura 1: Delineamento experimental do estudo. Sequéncia metodolégica adotada na pesquisa,

ilustrando as etapas principais do estudo.

Animais advindos do
v Biotério Central da UFC v

Grupo Naive — == Grupos Algodao e Seda

Analise serlca_da ¢ > Anallse_de cltocl_onas
fosfatase alcalina y no tecido gengival

=) Eutanasia por superdosagem <=

Analise macroscopica da ROA ¢=—lemmp \/ariagdo da massa corporea

Fonte: Autoria prépria.

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 necessarias para minimizar o numero de animais utilizados e reduzir
ao maximo o sofrimento deles, em conformidade com os principios éticos para o uso
de animais em pesquisa. O projeto foi iniciado somente apds a aprovagao pela
Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade Federal do Ceara,
campus Sobral, sob o registro de protocolo n°® 06/23 (Anexo A). O processo de
eutanasia foi realizado por meio de superdosagem dos anestésicos xilazina (30
mg/kg-ip) e cetamina (270 mg/kg-ip), o que resultou na parada cardiorrespiratéria

imediata dos animais.

6.2 Selecao dos animais
Foram utilizados 78 camundongos fémeas Swiss, com massa corporal

variando entre 20 e 30 gramas. Esses animais foram provenientes do Biotério Central
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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 ragdao comercial
balanceada, especialmente formulada para suas necessidades nutricionais, e tiveram
acesso livre a agua, de maneira ad libitum. As condigbes ambientais nas quais os
animais foram mantidos eram cuidadosamente controladas, com ciclos de luz e
escuridao de 12 horas cada e uma temperatura constante de 22°C, o que foi mantido

durante todo o periodo do experimento.

6.3 Periodontite induzida por ligadura

A periodontite foi induzida pela inser¢cdo de uma ligadura com fios de
algodéo e de seda (4.0) em torno dos primeiros molares inferiores direito e esquerdo
por um unico operador. Para iniciar o procedimento, os animais foram anestesiados
por via intraperitoneal, utilizando uma combinacdo de 10 mg/kg de cloridrato de
cetamina associado a 90 mg/kg de cloridrato de xilazina. Apdés a anestesia, os
camundongos fémeas foram posicionados em decubito ventral sobre uma mesa
especialmente desenhada para roedores. Para facilitar o acesso a regido bucal, foram
utilizados afastadores orais, que foram colocados na area dos dentes incisivos. O fio
de ligadura foi cuidadosamente inserido com o auxilio de espacgadores digitais
endodénticos do tipo C, que ajudaram a criar um pequeno espaco entre o primeiro e
o segundo molar inferior, tornando mais facil a passagem do fio. A ligadura foi
posicionada no sulco gengival, com seu n6 colocado na regido mesial dos molares.
Apos a indugcdo da periodontite, a eutanasia dos animais ocorreu em momentos
especificos: 3, 5,7, 11, 14 e 21 dias apds a indug¢ao da doenca. O objetivo foi identificar
o tempo mais adequado para o pico de reabsorgdo O&ssea 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. Distribuicdo dos grupos experimentais utilizados na pesquisa,

detalhando as diferentes condigbes e intervengbes a que cada grupo foi submetido.

Ind_ugao C!a Fio utilizado Terr’lp_os d? Quantidade de animais
periodontite eutanasia (Dias)
sim Seda 4.0 3,5,7,11,14 e | 36 (6 para cada tempo de
(PROCARE®) 21 eutanasia)
Sim Algodéo 4.0 3,5,7,11,14 e | 36 (6 para cada tempo de
(BIOLINE®) 21 eutandsia)
N&o (Naive) Nao se aplica 21 6




25

Fonte: Autoria propria.

6.4 Analise macroscopica da reabsorgao 6ssea alveolar

Apds a eutanasia dos animais, as mandibulas foram cuidadosamente
removidas e separadas em duas hemiarcadas distintas. Cada hemiarcada foi fixada
em uma solugcéo de formol tamponado a 10% por 24 horas. Apds a fixacéo, a
hemiarcada esquerda foi dissecada meticulosamente e, em seguida, corada com uma
solugao de azul de metileno a 1%. Essa coloragao foi utilizada para proporcionar uma
melhor diferenciagcédo entre o 0sso e os dentes, uma vez que os dentes se coram de
forma menos intensa em comparagdo com o o0sso, facilitando a visualizagdo das
estruturas envolvidas (Lima et al., 2004).

Para realizar a quantificagcdo da reabsorgcdao 6ssea, a hemiarcada foi
cuidadosamente posicionada sobre uma lamina coberta com uma camada de massa
de modelar, o que possibilitou uma estabilizacdo adequada da amostra para a
fotografia. As imagens foram capturadas utilizando um celular Apple® (Modelo iPhone
13), equipado com a camera de alta resolugdo, e ampliadas com o auxilio de uma
lupa, proporcionando uma visualizagédo detalhada das estruturas dento-periodontais.
Apoés a captura das imagens, elas foram analisadas por meio do software Image J
(versao Imaged 1.44p, desenvolvido pelo National Institute of Health, EUA).

A reabsorcao 6ssea alveolar (ROA) foi avaliada por meio da mensuragao
da area entre a jungdo cemento-esmalte (JCE) e a crista dssea alveolar (COA),
utilizando como referéncia os trés molares mandibulares. Essa distancia foi
determinada de forma precisa, sendo medida em milimetros quadrados (mm?), com o
objetivo de quantificar a extensao da reabsorcdo dssea presente nas areas ao redor
das raizes dos molares inferiores, assim como representado na Figura 2. A area de
reabsorcao observada foi, entdo, comparada com uma area de referéncia previamente
estabelecida, que correspondia a um quadrado de 5 x 5 mm?, conforme descrito por
Kuhr et al. (2004).
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Figura 2: Mensuracdao da area de ROA. llustracdo da medicdo da JCE-COA nos molares

mandibulares, utilizada para avaliar ROA.

Fonte: Autoria propria.
6.5 ELISA para TNF-a e IL-1B8
Para a realizagdo do ensaio imunoenzimatico, 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 analise posterior. O objetivo foi avaliar a presenga e
quantificar os niveis de TNF-a e IL-1B. As amostras gengivais coletadas foram
processadas conforme os procedimentos descritos por Safieh-Garabedian et al.
(1995). A quantificagdo de TNF-a e IL-1B 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-a e IL-1B nas amostras. O primeiro passo do procedimento envolveu a
incubacao das placas com anticorpos de captura especificos para TNF-a e IL-1B a
uma concentragao de 2 ug/ml. Esse processo foi realizado por 12 horas, a 4 °C, com
0 objetivo de garantir que os anticorpos se ligassem de forma eficiente as superficies
das cavidades das placas, criando um ambiente propicio para a captura de TNF-a e
IL-1B presentes nas amostras.

Apoés essa incubagao inicial, as placas foram bloqueadas para evitar que
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proteinas nao especificas se ligassem nas cavidades, o que poderia interferir nos
resultados. Em seguida, as amostras bioldgicas, bem como a curva padrao de TNF-a
e de IL-1pB, foram aplicadas nas cavidades das placas em duplicata, utilizando diversas
diluicbes, permitindo uma analise quantitativa precisa da concentragdo de TNF-a e IL-
1B nas amostras. As placas foram mantidas a 4 °C durante esse processo e incubadas
por 2 horas para permitir que o TNF-a e IL-1B nas amostras se ligassem ao anticorpo
de captura previamente presente.

Apoés a incubagdo das amostras, as placas foram lavadas trés vezes com
uma solucdo tampao adequada para remover qualquer excesso de substancias néo
ligadas, garantindo que os resultados fossem especificos e livres de interferéncias.
Em seguida, foi adicionada uma solugdo contendo um anticorpo de detecgao, que se
ligou ao TNF-a e IL-1B, formando um complexo com o anticorpo de captura. Essa
incubacao durou 2 horas, também a 4 °C.

ApOs essa etapa de deteccao, as placas foram lavadas novamente para
remover qualquer anticorpo de detec¢do ndo ligado. Em seguida, foi adicionado 50 uL
do complexo HRP-avidina, diluido na proporgao de 1:200, que se ligou ao anticorpo
de deteccao, amplificando ainda mais o sinal de presenca de TNF-a e IL-1B3. O
complexo HRP-avidina contém peroxidase, que é responsavel por gerar a reagao
colorimétrica que permite a quantificagdo de TNF-a e IL-1.

Apds a incubagdo com o complexo HRP-avidina por 15 minutos, foi
adicionado o reagente corante ofenilenodiamina (OPD), que, na presenga de
peroxidase, sofre uma reacado de oxidagao, resultando em uma coloracao visivel. As
placas foram mantidas em ambiente escuro a 37 °C por 15 a 20 minutos para garantir
a formacao adequada da cor.

Por fim, a reacdao enzimatica foi interrompida com a adicdo de acido
sulfurico 2N (H,S0O,), estabilizando a cor gerada. A absorbancia foi medida a 450 nm
utilizando um leitor de microplacas, e os resultados foram expressos em picogramas
por mililitro (pg/ml). Dessa forma, foi possivel quantificar a quantidade de TNF-a e IL-
18 presente nas amostras de tecido gengival dos animais, proporcionando uma
analise detalhada e precisa da presenca dessas substancias inflamatdrias nas

amostras analisadas.

6.6 Dosagem sérica da fosfatase alcalina

Para essa analise, foram coletados, de modo cuidadoso e controlado, no
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momento da eutanasia, 0,5 mL de sangue da veia abdominal dos camundongos
fémeas. A dosagem da fosfatase alcalina (FAL) foi realizada com base na metodologia
de inativagao térmica descrita por Moss; Whitby, (1975). O procedimento seguiu
rigorosamente as instru¢des fornecidas pelo fabricante do reagente (Labtest®, Lagoa
Santa-MG, Brasil), garantindo a correta execugdao do processo conforme as

orientagdes especificas para obtengao de resultados confiaveis.

6.7 Variagao da massa corporea

Todos os camundongos fémeas que participaram do estudo tiveram suas
massas corporeas inicialmente medidas antes da realiza¢do da cirurgia e no momento
prévio a eutanasia. Esse monitoramento visou acompanhar as mudangcas no peso
corporal ao longo do tempo. Os resultados obtidos foram entdo expressos como a
variagdo no peso corporal (em gramas), permitindo assim avaliar as possiveis

alteracdes pela inducéo da periodontite.

6.8 Analise estatistica

Os resultados paramétricos, levando em consideragao a normalidade dos
dados obtidos, foram expressos como Média + Erro Padrao da Média (EPM), a fim de
fornecer uma medida precisa da variabilidade dos dados em relagao a média. Para
realizar as comparagdes entre os diferentes grupos experimentais, foram adotados
métodos estatisticos apropriados, incluindo o teste One Way ANOVA, seguido pelo
teste post-hoc de Bonferroni, o teste t de Student ndo pareado dependendo das
caracteristicas especificas dos dados e dos objetivos da analise.

A analise dos dados foi conduzida utilizando o software de estatisticas
GraphPad Prism® versao 6.0 (La Jolla-CA, EUA), que é amplamente utilizado para
realizar esse tipo de analise estatistica e gerar graficos informativos, sendo um dos

programas mais confiaveis para a interpretagcao de dados cientificos.
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7 RESULTADOS
7.1 Reabsorgao 6ssea alveolar (ROA)

A reabsorcao 6ssea alveolar (ROA) foi avaliada por meio da mensuragao
da area entre a juncdo cemento-esmalte (JCE) e a crista dssea alveolar (COA),
utilizando como referéncia os trés molares mandibulares. O estudo demonstrou que a
periodontite induzida por ligadura, tanto com fio de algodao quanto com fio de seda,
resultou em ROA significante nos animais em todos os tempos de eutanasia avaliados
(3, 5,7, 11, 14 e 21 dias), quando comparado ao grupo Naive (Figura 3A e 3B). O
aspecto macroscopico dessa ROA nas mandibulas pode ser visualizado na Figura 4,

assim como a exposicao das raizes e a lesao de furca.
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Figura 3: Reabsorc¢ido 6ssea (JCE-COA) na mandibula de camundongos fémeas submetidos a
periodontite. A periodontite foi induzida pela colocagao de fio de algodao (A) ou seda (B) no primeiro
molar inferior e os camundongos fémeas foram eutanasiados apés 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados
representam a média £+ EPM da reabsorgdo dssea, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relagdo ao
grupo Naive; *p<0,05 em relagdo ao grupo 3 dias; $p<0,05 em relagéo ao grupo 5 dias; *p<0,05 em

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

Em relagcao ao fio de algodao, a comparacéo entre o 3° e o 5° dia nao
revelou diferengas significantes. No entanto, as comparagdes entre o 3° dia e os
tempos de 7, 11, 14 e 21 dias mostraram diferengas significantes, sugerindo uma
progressao clara da periodontite ao longo do tempo. De fato, a ROA apresentou uma
curva ascendente ao longo dos dias, com pico no 14° dia, em comparacgao aos dias 3,
5,7 e 11 (p<0,05), mantendo os niveis estaveis até o 21° dia (Figura 3A).
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Figura 4: Aspecto macroscoépico das mandibulas. Mandibulas dissecadas e coradas com azul de
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metileno nos grupos experimentais. Grupo Naive(A), grupo algodao com tempo de eutanasia de 3(B),
5(C), 7(D), 11(E), 14(F) e 21(G) dias e grupo seda com tempo de eutanasia de 3(H), 5(1), 7(J), 11(K),
14(L) e 21(M) dias (Autoria propria).

No que se refere a indugao da periodontite com fio de seda, a comparacéao
entre o 3° e o 5° dia também nao revelou diferencas significantes. De forma
semelhante ao observado com o fio de algodao, as comparagdes entre o 3° dia e os
tempos de 7, 11, 14 e 21 dias mostraram diferencgas significantes, sugerindo uma
progresséo clara da periodontite ao longo do tempo. Embora n&do tenha havido
diferencga significativa entre os tempos de 7, 11 e 14 dias, a ROA observada no dia 21
foi significativamente maior em relacdo aquela observada no dia 7 (Figura 3B). No
entanto, em relacdo a comparacao entre os dias 14 e 21, tanto no fio de algodao
quanto no fio de seda, ndo houve diferenca significante (Figura 3A e 3B), indicando
que, apds o 14° dia, a doenga atingiu um ponto de estabilizagéo.

Além das comparacgdes realizadas entre os diferentes tempos de eutanasia
para um determinado tipo de fio, também foram feitas analises comparativas entre os
dois tipos de fio (algodéo e seda) em cada um dos tempos de eutanasia (Figura 5).

No 3° (Figura 5A) e no 5° dia (Figura 5B), as diferengas entre os grupos nao
foram estatisticamente significantes. Por outro lado, nos dias 7 (Figura 5C) e 11
(Figura 5D), observou-se uma diferenca significante, com o grupo de seda
apresentando maior reabsorgdo éssea. Por fim, a partir do 14° (Figura 5E) e 21°

(Figura 5F) dias, a ROA nos fios de algodao e seda voltou a ser semelhante (p>0,05).
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EPM da reabsorgdo dssea alveolar, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relagédo ao grupo algodao (Test

t de Student).
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7.2 Dosagem de citocinas inflamatérias
7.2.1 Fator de necrose tumoral a (TNF-a)

Os resultados do estudo revelaram que a periodontite induzida por ligadura,
utilizando tanto fio de algoddo quanto fio de seda, ndo promoveu alteragdes
significantes nos niveis gengivais de TNF-a quando comparada ao grupo Naive
(Figura 6A e 6B).

Nos animais com periodontite induzida por fio de algod&o, a comparagao
entre os grupos de 5 e 14 dias mostrou uma diferenga estatisticamente significante
(p<0,05), com niveis de TNF-a mais elevados no grupo de 14 dias. Além disso, a
comparacgao entre os grupos de 7 e 14 dias também revelou uma diferenca significante
(p<0,05), com os niveis de TNF-a sendo mais altos no grupo de 14 dias em
comparagao ao grupo de 7 dias. No entanto, nas comparagdes entre os outros
periodos, ndo foram encontradas diferengas significantes (Figura 6A). Quanto aos
animais em que a periodontite foi induzida por fio de seda, especificamente, a
comparagao entre os grupos de 7 e 11 dias revelou uma diferenga significante
(p<0,05) nos niveis de TNF-a, com os niveis mais elevados no grupo de 7 dias.
Contudo, as demais comparagdes entre os grupos nao mostraram diferencas

significantes.
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Figura 6: Niveis gengivais de TNF-a em camundongos fémeas submetidos a periodontite. A
periodontite foi induzida pela colocagéo de fio de algodao (A) ou seda (B) no primeiro molar inferior e
os camundongos fémeas foram eutanasiados apds 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados representam a
média + EPM dos niveis gengivais de TNF-a, de 6 animais por grupo. $p<0,05 em relagdo ao grupo 5

dias; *p<0,05 em relagéo ao grupo 7 dias (Anova, teste de Bonferroni).
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Foram realizadas, além das comparagdes entre os diferentes tempos de
eutanasia para cada tipo de fio, analises comparativas entre os dois tipos de fios

utilizados (algodéo e seda), levando em consideracdo os resultados obtidos em cada

ponto especifico de eutanasia (Figura 7).
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Figura 7: Comparacao entre os niveis gengivais de TNF-a em camundongos fémeas submetidos
a periodontite com fios de algodao ou seda. A periodontite foi induzida pela colocagéo de fio de
algodao ou seda no primeiro molar inferior e os camundongos fémeas foram eutanasiados apos 3 (A),
5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados representam a média £+ EPM dos niveis gengivais

de TNF-qa, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relagdo ao grupo algodao (Test t de Student).
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Foram observados maiores niveis gengivais de TNF-a nos animais em que a
periodontite foi induzida com fio de seda, em relagéo ao fio de algodao, nos tempos
de eutanasia de 5 e 7 dias (Figura 7B e 7C). Enquanto nos tempos de eutanasia de
11 e 14 dias, os niveis gengivais de TNF-a foram maiores nos animais em que a
periodontite foi induzida com fio de algodao, em relagéo ao fio de seda (Figura 7D e
7E). Contudo, no 3° (Figura 7A) e no 21° (Figura 7F) dias, as diferengas entre os

grupos nao foram estatisticamente significantes.

7.2.2 Interleucina 18 (IL-1B)

A indugcdo de periodontite por ligadura, utilizando tanto fio de algodao
quanto fio de seda, provocou alteragdes significantes nos niveis de IL-1 nos tecidos
gengivais, quando comparada ao grupo controle Naive, no 3° e no 5° dia (Figuras 8A
e 8B).

Nos animais com periodontite induzida por fio de algodao, a comparagao
entre os grupos de 3 e 5 dias com o grupo de 7 dias revelou uma diferenca
estatisticamente significante (p<0,05), com niveis de IL-13 mais elevados com niveis
de IL-18 mais elevados nos dias 3 e 5. No entanto, nas comparagdes entre os outros
periodos, ndo foram encontradas diferengas significativas (Figura 8A).

No que concerne aos animais em que a doenca foi induzida por fio de seda,
o 5° dia apresentou niveis mais elevados (p<0,05) de IL-18 quando comparado aos
3°, 7°, 11°, 14° e 21° dias. Ainda em relacdo ao fio de seda, o 3° dia apresentou niveis

mais elevados (p<0,05) de IL-13 em relagao ao 11° dia (Figura 8B).
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Figura 8: Niveis gengivais de IL-1B em camundongos fémeas submetidos a periodontite. A
periodontite foi induzida pela colocagéo de fio de algodao (A) ou seda (B) no primeiro molar inferior e
os camundongos fémeas foram eutanasiados apos 3, 5, 7, 11, 14 ou 21 dias. Os dados representam a
média + EPM dos niveis gengivais de IL-1B, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relagdo ao grupo
Naive; *p<0,05 em relagdo ao grupo 3 dias; $p<0,05 em relagdo ao grupo 5 dias (Anova, teste de

Bonferroni).

Além das comparacdes entre os diferentes tempos de eutanasia para cada
tipo de fio, também foram realizadas analises comparativas entre os dois tipos de fio
(algoddo e seda) em cada intervalo de eutanasia. A analise dos dados mostrou
resultados distintos, conforme ilustrado na Figura 9.

No 3° (Figura 9A) e no 7° dia (Figura 9C), as diferencas entre os grupos
nao foram estatisticamente significantes. Por outro lado, nos dias 5 (Figura 9B) e 11
(Figura 9D), observou-se uma diferenga significante (p<0,05), com o grupo seda
apresentando maiores niveis gengivais de IL-1 no quinto dia e o grupo de algodéao
apresentando essa superioridade no 11° dia. Por fim, a partir do 14° (Figura 9E) e 21°
(Figura 9F) dias, os niveis gengivais de IL-13 nos animais em que a doenca foi

induzida com algodao e seda passaram a ser semelhantes (p>0,05).
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Figura 9: Comparagao entre os niveis gengivais de IL-18 em camundongos fémeas submetidos
a periodontite com fios de algodao ou seda. A periodontite foi induzida pela colocagéo de fio de
algodao ou seda no primeiro molar inferior e os camundongos fémeas foram eutanasiados apdés 3 (A),
5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os dados representam a média £+ EPM dos niveis gengivais

de IL-1B, de 6 animais por grupo. #p<0,05 em relagéo ao grupo algodéo (Test t de Student).

7.3 Dosagem sérica de fosfatase alcalina (FAL)
Os niveis séricos de FAL foram dosados no momento da eutanasia dos
animais. Nos animais em que a periodontite foi induzida com o fio de algodao,

observou-se um aumento significativo nos niveis dessa enzima em relagdo aos
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valores do grupo Naive, apés 7, 11, 14 e 21 dias da indugao da periodontite (Figura
10A). Além disso, ainda nos animais em que a doenga foi induzida com ligadura de
algodéo, houve uma diferenca estatisticamente significante (p<0,05) no 7° dia e no
21° dia, quando comparados com o grupo que teve sua eutanasia apos 3 dias de
indugao da periodontite, com maiores niveis séricos da enzima no 7° e no 21° dia em
relacéo ao 3° dia, como indicado na Figura 10A.

Em relagdo aos grupos com periodontite induzida por fio de seda, houve
um aumento significante (p<0,05) nos niveis de FAL em relagdo ao grupo Naive,

somente no dia 11 (Figura 10B).

; +00- A g 200- B
£ 150- # T 5 1509 e
s #x (X
5 77 L 77, © R3]
% 100- ? z Z ,/ é § 100- ; - I §§§§§
-— PO
<A i - =
MR o
e ol LA VA v é Ava ¢ Gl 4 kX B
e o o & e o o R 2
‘\Qio“"&zob&:o”‘&':""&:'\“&00'\5‘&% & ; °’2}@§® A G
qob o)ob qob ogb o"b ogo %06 o2 o_,%é eb'b 3 2
L S RS S @ ®

Figura 10: Niveis séricos de FAL em camundongos fémeas submetidos a periodontite. A
periodontite foi induzida pela colocagdo de fio de algodao ou seda no primeiro molar inferior e os
camundongos fémeas foram eutanasiados apés 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os
dados representam a média £+ EPM dos niveis séricos de fosfatase alcalina, de 6 animais por grupo.

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

A comparagao entre os dois tipos de fio (algodao e seda) em cada intervalo
de eutanasia mostrou resultados semelhantes (p>0,05) (Figuras 11A, 11B, 11C, 11D
e 11E), exceto no 21° dia (p<0,05), em que os animais induzidos com fio de algodao
apresentaram uma maior quantidade de FAL quando comparados aos animais

induzidos com fio de seda, conforme indicado na Figura 11F.
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7.4 Variagdo da massa corporea

As massas corporais dos animais foram registradas antes da cirurgia e

imediatamente antes da eutanasia. Os resultados foram apresentados como variacao
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da massa corpérea (g) em comparagao a massa inicial (Figura 12). Nao foram
encontradas alteragbes significantes na variagdo de peso dos animais com
periodontite induzida por ligadura, independentemente do tipo de fio utilizado, em

todos os tempos de eutanasia, quando comparados aos animais do grupo Naive.
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Figura 12: Variagdo de massa corpérea em camundongos fémeas submetidos a periodontite. A
periodontite foi induzida pela colocagédo de fio de algodao ou seda no primeiro molar inferior e os
camundongos fémeas foram eutanasiados apoés 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F) dias. Os
dados representam a média + EPM da variagdo de massa corpérea (g), de 6 animais por grupo. (Anova,

teste de Bonferroni).

A comparacao da variagao da massa corporal (g) entre os dois tipos de fio
(algodao e seda) em cada intervalo de eutanasia mostrou resultados semelhantes
(p>0,05), sem variagdes significantes entre os grupos comparados, como indicado na

Figura 13.
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Figura 13: Comparac¢ao da variagdao de massa corpérea em camundongos fémeas submetidos a

periodontite. A periodontite foi induzida pela colocagéo de fio de algodédo ou seda no primeiro molar
inferior e os camundongos fémeas foram eutanasiados apdés 3 (A), 5 (B), 7 (C), 11 (D), 14 (E) ou 21 (F)
dias. Os dados representam a média + EPM da variagcdo de massa corpérea (g), de 6 animais por

grupo. (Test t de Student).
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8 DISCUSSAO

O progresso na compreenséao, prevencao e gestdo de doengas humanas
foi impulsionado pelo uso de animais como modelos biolégicos para doengas
humanas (Landi; Everitt; Berridge, 2021). Modelos animais para o estudo de doencgas
Osseas inflamatorias reabsortivas forneceram informacgdes relevantes acerca da
patogénese dessas doengas, bem como possiveis manejos terapéuticos (Usategui-
Martin; Pérez-Castrillon, 2023). Nesse contexto, o modelo de periodontite destaca-se
por ser de facil execugao e baixo custo (Zhang et al., 2022). No entanto, a literatura
relata uma ampla variedade de protocolos desse modelo, variando em relagdo a
espécie animal utilizada, método de indugao e tempo de avaliagéo (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 progressao da
periodontite induzida por ligadura na mandibula de camundongos fémeas, devido ao
seu baixo custo e a forte adaptagao dos animais ao ambiente.

Como os modelos periodontais induzidos por ligadura causam destruicao
Ossea alveolar significativa, eles tém sido usados em muitos estudos para revelar os
mecanismos patologicos da periodontite (Lin et al., 2021), bem como para investigar
alternativas terapéuticas (Abe; Hajishengallis, 2013). Desse modo, os resultados
deste estudo fornecem valiosas informacdes sobre a periodontite induzida por ligadura
em camundongos fémeas, destacando a ROA e a resposta inflamatéria. Foi
observado que a ROA foi significantemente maior nos grupos com periodontite, tanto
com fio de algodao quanto com fio de seda, em todos os tempos de eutanasia (3, 5,
7, 11, 14 e 21 dias), quando comparados ao grupo Naive. Em ambos os fios, a ROA
aumentou de forma progressiva, com pico no 14° dia, mantendo-se estavel no 21° dia,
embora no fio de seda a ROA tenha sido maior no 21° dia em relacdo aquela
observada no 7° 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 14° dia, foi semelhante nos
dois grupos.

De fato, a literatura relata que a ROA é alcangada logo nos primeiros dias
ap6s a insercao 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 algodao no primeiro molar mandibular. Além disso, Marchesan et
al. (2018) observaram que a ativagao de osteoclastos e a ROA ocorrem principalmente
na fase inicial (dias 3 a 9) e s&o seguidas por uma diminui¢do na fase posterior, do 9°
ao 18° dia. De forma semelhante, Li et al. (2024), utilizando fio de seda na mandibula
de camundongos machos, demonstraram que a periodontite foi estabelecida no 7° dia
de ligadura, alcangando valores maiores de ROA no 14° dia. Apesar das diferencas
de protocolo, nossos achados também mostram uma curva ascendente de ROA, com
tendéncia a estabilizagao 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 21° dia, nenhuma perda 6ssea adicional
foi detectada em comparagdo com o nono dia, embora a ligadura ainda estivesse
presente. Em nosso estudo, também observamos auséncia de diferenga significante
entre o 14° e o 21° dia, indicando uma estabilizagdo da doenca. Esses achados
sugerem que, para avaliar a progressao maxima da periodontite induzida por ligadura,
os grupos de 14 e 21 dias, tanto com fio de algodao quanto com fio de seda, séo os
mais indicados, oferecendo uma compreensao detalhada da dindmica da periodontite
induzida ao longo do tempo e reforgando a eficacia do modelo experimental.

Segundo Rojas et al. (2021), a indugao da periodontite por meio da insergao
de uma ligadura ao redor dos dentes permite o estudo da resposta imune local contra
o desafio bacteriano inespecifico e a regeneragao 6ssea alveolar apds a remogao da
ligadura, sendo a compreensao desses mecanismos crucial para o desenvolvimento
de novas estratégias terapéuticas para o tratamento da periodontite.

Mediadores inflamatdrios, incluindo IL-1pB, IL-6, IL-17a € TNF-a, conduzem
a acao destrutiva dos osteoclastos no tecido ésseo (Place et al., 2021). Os produtos
bacterianos, como o lipopolissacarideo (LPS), induzem a producgéo de citocinas pro-
inflamatdrias, como TNF-a e IL-1B, por células imunes, e estimulam a expressao de
RANKL em osteoblastos (Omi; Mishina, 2022). A presenga de TNF-a e IL-1[3 no tecido
gengival esta associada a perda éssea periodontal, visto que sdo os principais
mediadores da destruicao dssea periodontal na patogénese da periodontite (Wang et
al., 2023). Nesse contexto, considerando o papel do TNF-a e da IL-13 na patogénese
da periodontite, foi realizada a dosagem dos niveis gengivais dessas citocinas em
todos os tempos experimentais.

Ishii et al. (2022) indicaram que os niveis gengivais de TNF-a, apds 14 dias

do curso da doencga, sdo maiores em animais com periodontite induzida por ligadura
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com fio de seda, quando comparados a animais controle que nao receberam ligadura.
No entanto, nossos achados n&o indicam aumento de TNF-a nos animais em que a
periodontite foi induzida pelos fios de algodao e seda.

Por outro lado, nossos resultados mostram o aumento significativo dos
niveis gengivais de IL-13 em relagdo ao grupo Naive, nos dias 3 e 5, com um pico no
5° dia do processo patologico 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 inflamatoéria significante, caracterizada pelo aumento na secrecdo de
mediadores inflamatérios, incluindo a IL-1B (Tang et al., 2022; Tavares et al., 2024). E
interessante observar que o aumento da IL-1B ja no terceiro dia indica o
estabelecimento de um processo inflamatoério que justifica a ROA alcangada nesse
mesmo dia. De fato, a literatura mostra que a IL-1B produzida desempenha um papel
importante como fator pro-osteoclastogénico no microambiente periodontal,
resultando em ROA (Mo et al., 2024).

A fosfatase alcalina, incluindo sua isoforma oOssea, € utilizada como
marcador da atividade osteoblastica, aumentando em processos formativos 6sseos e
diminuindo em processos reabsortivos (Ponzano et al., 2021). No entanto, essa
associagcao deve ser analisada com cautela, pois a literatura também indica que o
aumento nos niveis séricos dessa enzima ocorre em doencgas reabsortivas, como a
osteoporose (Nizet, 2020). Nosso estudo revelou, de fato, que a ROA né&o foi
relacionada a reducao dos niveis 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 comparagéo ao controle (Mo
et al.,, 2024). Em contraponto, Tomina et al. (2022) ndo mostraram diferengas
estatisticamente significantes em relagdo ao peso em nenhum dos grupos
experimentais ou no grupo de controle. Nosso estudo, em concordancia com Tomina
et al. (2022), nao denotou alteragdes significantes na variagédo de peso dos animais
submetidos a periodontite com ambos os fios, em todos os momentos de eutanasia,

quando comparado aos animais do grupo Naive.
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9 CONCLUSAO

A inducao de periodontite por ligadura, utilizando fios de algod&o e seda,
demonstrou causar uma reabsorgdo O0ssea alveolar significante nos camundongos
fémeas ao longo do tempo, com picos de perda Ossea alveolar observados entre no
14° com estabilizagdo no 21° dia de eutanasia, indicando um padrao semelhante de
progressédo da periodontite com ambos os fios. O inicio dessa reabsorgdo 6ssea
alveolar esteve associado ao aumento do processo inflamatério, demonstrado pela
elevagao dos niveis gengivais de IL-1.

Esses achados oferecem, portanto, uma compreensao mais profunda dos
mecanismos envolvidos na periodontite experimental em camundongos e fornecem

dados importantes para futuros estudos sobre terapias e tratamentos dessa condicao.
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Comissdo de Etica no Uso de Animais — CEUA

CERTIFICADO

Cerlificarmos que o projeto de pesquisa infilulado: “Avaliagdo dos niveis de
reabsorgio o6ssea em periodontite induzida por ligadura com fios de seda e
algoddo em camundongas’, registrade como Protocolo CEUA UFC Sobral n®
06723, =ab a responsabilidade da Profa. Dra. Iracema Matos de Melo, envolve a
producdco, manutencdo ou utilizaglo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de pesquisa cientifica (ou ensine). O projeta
encontra-se de acordo com os preceitos da Lei n® 11.784, de B de outubro de 2008, do
Decreto n® 5.899, de 15 de julbo de 2009 e com as normas editadas pelo Conselho
Macional de Controle de Experimentaco Animal (COMCEA), sendo aprovado ad
referendum pela COMISSAD DE ETICA NO USO DE ANIMAIS [CEUA) do Campus da
UFC em Sabral, em cumprimento 4 deliberacdo registrada na sexta reunido ordinaria
de 03/10/2023.

Finalidade { ) Ensina (x) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da autorizagio | 01/02/2024 até 310172025

Espéciafinhagamiraca | Mus musculus | Camundengos halergbnicos Swiss

M" de animais 198 I:L‘.El‘lll:l & novanta e SEiE]-
Pesalldade 25/ 2 meses

Sexo Fameas ()

Origem Biotério Central de Fortaleza

Sobral, 29 de novembro de 2023.
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Praf. Dr. Igor luco Casiro da Silva
Coordenadar da Comiss3o da Etica no Uso de Animais — CEUA

CEUA UFC SOBERAL Ay Comandante Maurocélio Rocha Pontes, 100, kacely Danias de Andrade Toares,
Sobwal, CE.CEF: 62 042380 Tel: (885 56118000, E-mail: ceusisobralufc br
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