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RESUMO 
 

A pesquisa na área da periodontia envolve o uso de modelos animais para 
facilitar o entendimento de processos biológicos envolvidos na doença 
periodontal (DP) e o potencial das terapias novas e já existentes. Na literatura, 
o modelo mais utilizado para a indução da DP em ratos é a ligadura. Nesta 
metodologia há a inserção de um fio de algodão na região cervical de molares 
(inferiores e/ou superiores), promovendo assim um acúmulo de um biofilme 
bacteriano, o qual desencadeia uma resposta inflamatória local e a 
consequente perda óssea alveolar (POA). As metodologias mais utilizadas para 
avaliar a POA são: radiográfica, morfométrica e histológica. Embora estas 
metodologias sejam amplamente utilizadas, não há na literatura a avaliação de 
sua confiabilidade por meio de testes estatísticos de concordância, dificultando 
assim a extrapolação dos dados entre diferentes grupos de pesquisas ou até 
mesmo dentro um mesmo grupo. Em acréscimo, considerando que cada 
metodologia de avaliação da perda óssea analisa uma região específica (crista 
mesial e rebordo alveolar) e que o processo inflamatório é dinâmico, torna-se 
plausível que a perda óssea, bem como os marcadores da inflamação 
possuam uma cinética peculiar de evolução de acordo com o tempo de indução 
da DP. Neste sentido, este trabalho teve como objetivo avaliar a concordância 
de Bland-Altman para as principais metodologias de avaliação da POA 
(radiográfica, morfométrica e histológica) e caracterizar a cinética da POA, 
migração leucocitária e do óxido nítrico nos tempos 0, 3, 7, 15, 30 e 60 dias 
após a indução da DP por meio do método da ligadura. Para isso, 60 ratos 
Wistar machos entre 250g e 300g foram divididos randomizadamente em 6 
grupos experimentais (n=10 animais/grupo), sendo: G0 (sem ligadura), G3 
(ligadura por 3 dias), G7 (ligadura por 7 dias), G15 (ligadura por 15 dias), G30 
(ligadura por 30 dias) e G60 (ligadura por 60 dias). Após os tempos 
experimentais, os animais foram sacrificados e as hemimandibulas removidas 
para determinação da POA por meio das metodologias: (1) radiográfica, (2) 
morfométrica (através das medidas linear e da área) e (3) histológica. Além 
disso foi coletado o tecido gengival adjacente à ligadura do primeiro molar 
inferior para as análises de migração leucocitária e quantificação de óxido 
nítrico.  Concordância de Bland-Altman foi utilizada para a determinação da 
confiabilidade (intra e inter-examinador) para as diferentes metodologias de 
análise da POA. ANOVA seguido do teste de Tukey foi empregado para as 
avaliações de cinética da POA, da migração leucocitária e do óxido nítrico. O 
nível de significância foi de 5%. Na análise radiográfica foi observada POA 
estatisticamente significativa (em relação ao tempo 0) após o terceiro dia. A 
análise de concordância intra e inter-examinador mostrou diferença significativa 
entre as mensurações. Na análise morfométrica linear, a POA foi significativa 
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após o terceiro dia, enquanto que na mensuração da área foi significativa 
apenas após o sétimo dia. A análise de concordância intra- e inter-examinador 
não mostrou diferença entre estas mensurações. Na mensuração histológica, a 
POA foi significativa após o sétimo dia. A análise intra e inter-examinador não 
mostrou diferença entre as mensurações. A migração leucocitária teve 
diferença significativa no sétimo dia, coincidindo neste, o seu pico de migração 
no tecido gengival. Para o óxido nítrico, embora o primeiro tempo de atividade 
com diferença significativa tenha sido com 7 dias, o seu pico de quantificação  
ocorreu no décimo quinto dia. Conclui-se que as análises radiográfica e 
morfométrica linear, apresentaram uma POA significativa em torno do terceiro 
dia, em contraste as análises morfométrica da área e histológica que 
mostraram uma POA significativa somente após o sétimo dia da indução da 
DP. O pico de migração leucocitária ocorre após sete dias da indução da 
doença, enquanto que para o pico de dosagem do óxido nítrico ocorre somente 
no décimo quinto dia. Em acréscimo foi observada uma concordância de Bland 
Altman intra e inter-examinador para as metodologias morfométricas e 
histológicas. Porém a metodologia radiográfica não apresentou concordância 
intra nem inter-examinador. 
 
Palavras chave: Modelo animal, Ligadura, Perda óssea alveolar.  
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ABSTRACT 

 
Peridontal research involves the use of animal models to facilitate the 
understanding of biological processes of periodontal disease (PD), and the 
potential of new and existing therapies, therefore the induction of periodontal 
disease is needed. In the literature, the most widely used model for the 
induction of periodontal disease in rats is ligature. It is an insertion of a cotton 
yarn around the cervix of the first mandibular molar resulting in the 
accumulation of a bacterial biofilm, and triggering a local inflammatory response 
and the consequent alveolar bone loss (ABL). The methods most commonly 
used to evaluate the ABL are radiographic, histologic and morphometric. Which 
measure the distance between the cemento-enamel junction and bone crest. 
Although these methods are widely used, it is unknown the possibility of 
extrapolating resuts between research groups and the intra-examiner 
(repeatability) and inter-examiner (reproducibility) agreement. Other parameters 
usually assessed are leukocyte migration (MPO) and the presence of nitric 
oxide (NO), which are inflammatory markers. The aim of this study was 
characterized the kinetics of the ABL, leukocyte migration and nitric oxide at 0, 
3, 7, 15, 30 and 60 days after induction of PD by ligature and evaluate the 
Bland-Altman concordance for the main assessment methodologies of ABL 
(radiographic, histologic and morphometric). 60 male Wistar rats between 250 
and 300 g were randomly divided into 6 experimental groups (n = 10 animals / 
group) as follows: G0 (not treatment), G3 (ligature for 3 days) G7 (ligature for 
seven days) , G15 (ligature for 15 days), G30 (ligature for 30 days) and G60 
(ligature for 60 days). After 0, 3, 7, 15, 30 and 60 days, animals were sacrificed 
by anesthetic overdose, and hemimandibles were removed for radiographic 
analysis, morphometric (linear and area) and histological. Also was collected 
adjacent gum tissue from mandibular first molar for leukocyte migration analysis 
and nitric oxide dosage. The results were analyzed with ANOVA followed by 
Tukey test and Bland Altman test to establish the correlation between the 
methodologies. In the radiographic analysis was observed a significant ABL 
after the third day, the intra-examiner and inter-examiner analysis showed a 
significant difference between the measurements. In linear morphometric 
analysis, the ABL was significant after the third day, in contrast to measure the 
area was significant only after the seventh day. The concordance analysis intra 
and inter-examiner did not show difference between these measurements. In 
histological measurement, the ABL was significant after the seventh day. The 
intra and inter-examiner analysis showed no difference between the 
measurements. The leukocyte migration had significant difference on the 
seventh day and the nitric oxide showed a peak of activity in the fifteenth day. It 
is concluded that radiographic analysis and morphometric-linear had a 
significant ABL on the third day, in contrast to morphometric-area and 
histological showed a significant ABL after the seventh day of induction. The 
peak of MPO activity occurs seven days after the induction of disease, for NO 
the peak occurs on the fifteenth day. In addition it was observed an agreement 
of Bland Altman intra and inter-examiner for the morphometric and histological 
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methods. But the radiographic method did not show intra- and inter-examiner 
concordance. 
 
Key words: Animal model, Ligature, Alveolar bone loss. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

Na Ciência Periodontal, o uso de modelos animais é de extrema importância 

uma vez que pesquisas em humanos são, muitas vezes, limitadas pela dificuldade 

de estabelecer relações causais com a destruição observada nos tecidos de suporte 

e sustentação do dente (Pihlstrom et al.1 2005, Aguirre et al.2 2012). Os modelos 

animais permitem estabelecer fatores etiológicos da doença e sua relação com 

fatores externos, além da avaliação do potencial de novas terapias (Struillou et al.3 

2010). Porém, o critério de seleção do modelo e de suas variáveis de análise irá 

depender principalmente do objetivo do estudo a ser realizado (Aguirre et al.2 2012). 

 

O rato é o roedor mais utilizado para estudar a patogênese da doença 

periodontal (DP), pois a estrutura tecidual da área periodontal e suas patologias são 

muito similares às observadas em seres humanos (Struillou et al.3 2010). Para a 

indução da doença no rato, na literatura são reportados diferentes métodos como: a 

inserção de um fio de algodão (ligadura) na região cervical dos molares; a aplicação 

local de lipopolissacarídeos (LPS) e a infeção por periodontopatógenos (Nociti et al.4 

2000, Benatti et al.5 2003, Bezerra et al.6 2008). O método da ligadura consiste na 

colocação de um fio de algodão ao redor do molar facilitando assim o acúmulo local 

de microrganismos, com a formação de um biofilme, e consequentemente, gerando 

uma resposta inflamatória com destruição dos tecidos periodontais (Graves et al.7 

2008, Abe e Hajishengallis8 2013).  

 

Dentre as variáveis a serem estudadas, a análise da perda óssea alveolar (POA) 

se constitui como o principal parâmetro, uma vez que representa o desfecho da 

doença de maior relevância clínica. Na literatura são descritos diferentes métodos 

para avaliar a perda óssea alveolar, sendo eles: 1) Radiográfico, que mede a 

distância linear entre a junção amelo-cementaria (JAC) e a crista óssea alveolar 

mesial do primeiro molar inferior (Herrera et al.9 2011, do Nascimento et al.10 2013); 

2) Morfométrico, que permite medir a distância linear entre a JAC e o rebordo ósseo 

lingual dos molares (Nociti et al.4 2000, Anbinder et al.11 2006), ou a área da perda 

óssea;  e 3) Histológico, que mensura a perda óssea interproximal entre o primeiro e 
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segundo molar, calculando a distância linear entre a JAC e a crista óssea 

(Fernandes et al.12 2007, Semenoff et al.13 2008, Semenoff et al.14 2008).  

 

Em acréscimo a POA, outros parâmetros usualmente avaliados na pesquisa 

periodontal são: (1) Migração leucocitária; (2) Produção de óxido nítrico; (3) 

Produção de citocinas; (4) Formação de prostaglandinas; (5) Formação de radicais 

livres e (6) Atividade da enzima metaloproteinase de matriz – MMP (Herrera et al.9 

2011, Liao et al.15 2014). Na literatura há uma grande variação do tempo de indução 

da POA, variando de 3 a 60 dias. Assim, o conhecimento da cinética destes 

parâmetros (variação ao longo do tempo), bem como da própria perda óssea 

alveolar, é de fundamental importância na pesquisa que envolve a doença 

periodontal, uma vez que permite um planejamento experimental mais adequado e o 

melhor entendimento do resultado (Abe e Hajishengallis8 2013, Herrera et al.9 2011, 

do Nascimento et al.10 2013, Kuhr et al.16 2004). 

 

Em acréscimo, para se obter resultados confiáveis e que possam ser 

extrapolados entre estudos de um mesmo grupo ou de grupos de pesquisa 

diferentes, a avaliação da concordância de uma metodologia representa uma etapa 

crucial no estabelecimento da mesma. A concordância pode ser realizada 

comparando os resultados obtidos por um mesmo examinador em tempos 

diferentes (Repetitividade ou Concordância intra-examinador) ou entre 

examinadores diferentes (Reprodutibilidade ou Concordância inter-examinadores).  

 

 A concordância de Bland Altman busca descobrir se duas metodologias e/ou 

medidas são equivalentes e se uma poderia substituir a outra (Hirakata e Camey17 

2010), e nos últimos anos tem sido utilizado este teste estatístico em pesquisas da 

área médica/odontológica que buscam comparar e validar técnicas e tratamentos 

(EzEldeen et al.18 2015, Sindi et al.19 2015). 

 

 De forma interessante, embora estes métodos de avaliação da POA sejam 

consagrados, na atualidade há poucos relatos de estudos que estabeleçam esta 

concordância para os principais métodos citados de análise desta variável. 
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Assim, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar a cinética da perda 

óssea alveolar, a migração leucocitária e a produção de oxido nítrico nos tempos 0, 

3, 7, 15, 30 e 60 dias após a indução de DP por ligadura e avaliar a concordância 

pelo método de Bland-Altman para as principais metodologias de avaliação da 

perda óssea alveolar (radiográfica, morfométrica e histológica).  
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2. REVISÃO DA LITERATURA 
 

 
2.1. Doença periodontal 

 
 

A doença periodontal (DP) é uma doença imuno-inflamatória crônica do 

periodonto que inicia com uma inflamação do tecido gengival conhecida como 

gengivite, esta evolui e periodontite afetando o ligamento periodontal e  o osso 

alveolar (Pihlstrom et al.1 2005, Kinane20 2001, Bascones-Martinez et al.21 2009).  

 

Acredita-se que esta doença afeta mais de 47% dos adultos nos Estados Unidos 

(Eke et al.22 2012). Em 2014 Kassabum e colaboradores realizaram um 

levantamento epidemiológico baseado nos artigos publicados entre 1990 e 2010 

com a finalidade de validar os dados mundiais sobre a periodontite severa, no qual 

foram incluídos 72 artigos que abrangeram 37 países e  291.170 pessoas com 15 

anos ou mais. Ao final do estudo concluíram que Austrália e Grécia foram os países 

com maior prevalência (Figura 1), e Argentina foi o país com maior incidência. No 

mesmo estudo foi concluído que a incidência da doença é próxima aos 38 anos, e a 

prevalência começa a aumentar por volta dos 20 anos (Figura 2) (Kassebaum et 

al.23 2014). 

 

 
 
Figura 1. Prevalência (proporção) mundial de periodontite crônica severa na idade suscetível (15 
anos ou mais) em 2010 (Kassebaum et al.23 2014). 
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Figura 2. Prevalência (proporção) e incidência (por 100.000 pessoas/ano) da periodontite crônica 

severa em 1990 (linha clara) e 2010 (linha escura) com 95% de intervalo de incerteza por idade 
(Kassebaum et al.23 2014). 

 

A doença periodontal começa com a presença de um biofilme microbiano na 

superfície dos dentes, que induz uma resposta inflamatória local do tecido gengival, 

conhecida como gengivite (Nanci e Bosshardt24 2006). Ela é caracterizada por uma 

transição de microrganismos Gram-positivos a Gram-negativos (Darveau25 2010). 

 

Em decorrência da presença deste biofilme, o hospedeiro ativa uma resposta 

imuno-inflamatória com a migração e participação de neutrófilos, linfócitos e 

macrófagos (Akira et al.26 2001, ARANCIBIA et al.27 2007). Lipopolissacarídeos 

(LPS), presentes na parede celular bacteriana, estimulam a formação local de 

mediadores  pro inflamatórios, tais como: prostaglandina E2 (PGE2), interleucina-1 

(IL-1), fator de necrose tumoral alfa (TNF-α) e o receptor do ativador do fator nuclear 

kappa B ligante (RANK-L) (Sorsa et al.28 1992, McCauley e Nohutcu29 2002, Di 

Benedetto et al.30 2013, Yucel-Lindberg e Båge31 2013). As células presentes neste 

processo inflamatório liberam metaloproteinases de matriz (MMPs), enzimas 

responsáveis pela destruição de matriz extracelular tecidual, principalmente o 

colágeno. (Zaidi et al.32 2003, Ebersole et al.33 2013, Kinney et al.34 2014). Em 

acréscimo, em decorrência de um desequilíbrio no sistema RANK-RANKL-OPG, os 

osteoclastos são ativados e iniciam a destruição do osso alveolar (Wei et al.35 2005, 

Nagasawa et al.36 2007) (Figura 3).  
 



20 
 

  

 
Figura 3. Patogênese da doença periodontal (Gupta et al.37). 

 

De forma interessante, Page em 1998 realizou uma pesquisa na qual 

demonstrou que a área total de tecido inflamado em um paciente portador de 

periodontite crônica pode chegar a 72 cm2, o que equivale a palma de uma mão 

(Figura 4) (Page38 1998). Sendo assim, nos últimos anos tem sido demostrada a 

relação da DP com algumas condições sistêmicas como diabetes, doença 

cardiovascular, obesidade, trabalho de parto prematuro, pneumonia, dentre outras 

(Dentino et al.39 2013). Isto se deve ao fato de que as bactérias presentes neste 

tecido inflamado podem penetrar na corrente sanguínea através de ulcerações do 

epitélio conseguindo assim, colonizar outras partes do corpo, especialmente em 

pacientes com imunidade comprometida (Schmidlin et al.40 2001, Kim e Amar41 

2006). Em acréscimo, estes patógenos periodontais também provocam reações 

inflamatórias locais, com repercussão sistêmica, uma vez que os mediadores 

inflamatórios podem contribuir para o início/agravamento das condições citadas 

acima (Kim e Amar41 2006, Davé e Van Dyke42 2008). 
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Figura 4. Área da palma da mão (72cm2) equivalente à área da bolsa periodontal (Page38 1998). 

 

O tratamento da DP é baseado principalmente em remover o fator causal. Assim, 

primeiramente é realizada uma instrução e motivação em higiene bucal, seguida 

pelo debridamento mecânico do biofilme supra e sub-gengival (Dentino et al.39 

2013). Porém, em alguns casos a remoção mecânica não é suficiente e, como 

tratamento coadjuvante podem ser utilizados medicamentos moduladores da 

resposta inflamatória e/ou antimicrobianos de ação local ou sistêmica (Tariq et al.43 

2012).  

 

2.2. Modelos animais  
 
O primeiro modelo animal com indução de perda óssea alveolar foi realizado no 

Instituto Forsyth nos Estados Unidos (Sharawy et al.44 1966), e atualmente há mais 

de 2.000 artigos na área de periodontia utilizando modelos animais (Kantarci et al.45 

2015). Seu uso é necessário para comprovar as relações de causa e efeito, além de 

estabelecer a segurança e eficácia de novos compostos terapêuticos, já que eles 

podem mimetizar as interações que ocorrem entre a resposta imune, a microbiota e 

o tecido do hospedeiro (Figura 5) (Pihlstrom et al.1 2005, Hajishengallis et al.46 

2015).  
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Figura 5. Importância e aporte do uso de modelos animais em pesquisa (Hajishengallis et al.46 

2015). 

 

A seleção de um determinado modelo animal baseia-se na sua capacidade para 

testar uma hipótese específica (Graves et al.7 2008). Na literatura, os animais 

utilizados em pesquisa na área da periodontia são: macaco, cachorro, coelho, 

camundongo e rato. Cada um deles apresenta vantagens e desvantagens 

importantes no desenvolvimento de uma pesquisa (Tabela 1) (Struillou et al.3 2010, 

Graves et al.7 2008, Kantarci et al.45 2015, Oz e Puleo47 2011, Bright et al.48 2015). 
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Tabela 1. Vantagens e desvantagens dos modelos animais usados em pesquisa na área da 
periodontia (Struillou et al.3 2010, Graves et al.7 2008, Kantarci et al.45 2015, Oz e Puleo47 2011, Bright 
et al.48 2015). 

 
Modelo 
animal 

Vantagens Desvantagens 

Macaco - Estrutura da cavidade oral similar aos 
humanos. 

- Presença natural de placa bacteriana, 
calculo dental e patógenos 
periodontais. 

- Requisitos de criação especiais. 
- Propensos a doenças infecciosas, 

como tuberculose. 
- Custo elevado. 

Cachorro - Permite estudar a ocorrência natural 
de gengivite e periodontite. 

- Podem ser usados em pesquisas que 
envolvem procedimentos cirúrgicos 
em periodontia. 

- Os regulamentos de cuidados deles 
inclui companhia diária, exercício, 
espaço e manutenção maiores. 
 

Coelho - Fisiologia e patologia da anatomia 
periodontal similar aos humanos. 

- Requisitos de cuidado especiais. 
- Precisa de ligadura e inoculação de 

periodontopatógenos para induzir a 
perda óssea alveolar 

Roedores - Permite avaliar respostas 
microbianas. 

- Podem ser modificados 
geneticamente. 

- São de fácil manejo. 
- Baixo custo 

- Em condições “naturais” são 
resistentes a periodontite. 
 

 
 

O rato é o roedor mais utilizado para estudar a patogênese da DP. A anatomia 

da região do primeiro molar deste é similar à observada em seres humanos 

(Struillou et al.3 2010). Em acréscimo, a patogênese da DP também se assemelha a 

observada em humanos, uma vez que a mesma inicia-se com a formação de um 

biofilme local com a geração de uma resposta inflamatória, culminando na 

destruição dos tecidos de proteção e sustentação do dente (Aguirre et al.2 2012). 

Outra característica importante é que este modelo permite a avaliação de condições 

sistêmicas relacionadas com a progressão da DP ou vice-versa (Graves et al.7 

2008). Em relação às espécies, as mais utilizadas são Wistar e Sprague-Dawley 

(Struillou et al.3 2010, Oz e Puleo47 2011, Bright et al.48 2015). 

 

2.3. Indução da perda óssea alveolar em ratos 
 
Em ratos, a perda óssea alveolar é usualmente induzida  por: (1) inoculação de 

microrganismos periodontopatógenos; (2) aplicação de LPS no tecido gengival ou 

(3) mediante a inserção de um fio de algodão na região subgengival de molares 

(ligadura) (Abe e Hajishengallis8 2013, Dumitrescu et al.49 2004, Zhang et al.50 2014). 



24 
 

  

 

A indução com inoculação de periodontopatógenos consiste em uma infecção 

local especifica com microrganismos relacionados com a DP. Sabe-se que a 

Porphyromonas gingivalis é capaz de invadir células periodontais e alterar a 

hemostasia de osteoblastos e osteoclastos, ocasionando assim, a perda óssea 

alveolar (Zhang et al.50 2014). 

 

 A injeção intragengival de LPS é aplicada usualmente na região do segundo 

molar e resulta num processo inflamatório local, com destruição dos tecidos 

periodontais, incluindo a perda óssea alveolar (Dumitrescu et al.51 2004).  

 

O modelo de ligadura consiste na inserção de um fio de algodão ao redor da 

superfície cervical dos molares, com a finalidade de promover um acúmulo 

microbiano e, assim, desencadear uma resposta inflamatória com consequente 

reabsorção óssea. Este modelo representa o que ocorre nos humanos, uma vez que 

é dependente de uma colonização bacteriana (Graves et al.7 2008, Abe e 

Hajishengallis8 2013).  

 

2.4. Avaliação da perda óssea alveolar  
 

Conhecer a condição do osso alveolar é essencial para o diagnóstico, 

prognóstico e plano de tratamento (de Faria Vasconcelos et al.52 2012).  Existem 

diferentes métodos para avaliar a perda óssea alveolar (POA) em modelo animal, 

sendo os mais reportados na literatura o método radiográfico, morfométrico e o 

histológico. 

 

A avaliação da POA mediante radiografia mede a distância linear entre a junção 

amelo-cementária (JAC) e a crista óssea alveolar na região mesial do primeiro molar 

inferior (Herrera et al.9 2011, do Nascimento et al.10 2013, Hammer et al.53 2005). As 

radiografias 2D como método de análise são empregadas em decorrência de seu 

baixo custo e fácil realização. Porém, como desvantagem, pode apresentar 

sobreposição de estruturas anatômicas, gerando, muitas vezes, uma dificuldade em 

sua padronização e análise (de Faria Vasconcelos et al.52 2012). 
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A análise morfométrica permite quantificar a perda óssea de duas maneiras: (A) 

Linear: distância entre a JAC e o rebordo ósseo alveolar na superfície lingual, tendo 

como referência os longos eixos das raízes dos molares inferiores  (Nociti et al.4 

2000, Anbinder et al.11 2006) e (B) Área: Perda óssea delimitada pela JAC e o 

reborde ósseo alveolar na região de molares inferiores (de Souza et al.54 2010).  

 

A mensuração histológica permite a avaliação da POA  também, por meio de 

uma medida linear na região interproximal entre o primeiro e segundo molar inferior 

(distância entre a JAC e a crista óssea) (Semenoff et al.14 2008, Branco-de-Almeida 

et al.55 2012). 

 

2.5. Concordância Bland Altman 
 

A concordância busca descobrir se duas metodologias e/ou medidas são 

equivalentes e se uma poderia substituir a outra (Hirakata e Camey17 2010). Em 

1983 foi proposta uma metodologia alternativa por Bland e Altman para avaliar a 

concordância, pois o coeficiente de correlação utilizado até esse momento só avalia 

a associação de duas medidas. O teste Bland Altman resulta em um gráfico de 

dispersão, no qual é possível visualizar o viés (o quanto as diferenças se afastam do 

valor zero), o erro (a dispersão dos pontos das diferenças ao redor da média), além 

de outliers e tendências (Altman e Bland56 1983).  

Em odontologia, o teste de Bland Altman tem sido utilizado nas áreas de 

periodontia, ortodontia e endodontia. Santos e colaboradores em 2008, realizaram 

um estudo para comparar  a eficácia de diferentes ultrassons (Santos et al.57 2008). 

Lippold e colaboradores em 2015, compararam a análise de modelos de ortodontia 

pelas técnicas manual e digital (Lippold et al.58 2015). Tanomaru-Filho e 

colaboradores em 2015 compararam a radiografia periapical e a tomografia cone-

beam na mensuração de lesões apicais (Tanomaru et al.59 2015). Em todos os 

estudos mencionados anteriormente foi utilizado o teste Bland Altman.  
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3. PROPOSIÇÃO 
 

3.1. Geral 
 

   O presente trabalho teve como objetivo caracterizar a cinética da perda óssea 

alveolar, a migração leucocitária e a produção de óxido nítrico nos tempos 0, 3, 7, 

15, 30 e 60 dias após a colocação da ligadura para indução da POA em ratos, e 

avaliar a concordância de Bland-Altman para as principais metodologias de 

avaliação da perda óssea alveolar (radiográfica, morfométrica e histológica).  
 
3.2. Especifico 

 

x Estabelecer a concordância entre as metodologias (radiográfica, 

morfométrica e histológica) usadas para medir a perda óssea alveolar. 

x Estabelecer o tempo mínimo de aparição de uma perda óssea alveolar 

significativa nas diferentes metodologias de análise (radiográfica, 

morfométrica e histológica). 

x Determinar a cinética de migração leucocitária. 

x Determinar a cinética de produção de óxido nítrico 

x Determinar a concordância (intra e inter-examinador) dos resultados obtidos 

na mensuração da perda óssea alveolar. 
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4. MATERIAL E MÉTODOS 
 

4.1. Animais e considerações éticas 
 
Foi realizado o cálculo amostral com o Software G*Power 3.1 (Faul et al.60 2007), 

assumindo uma diferença como significativa maior do que 1.5 do desvio padrão no 

parâmetro de POA e considerando os erros Tipo I (ɑ) e Tipo II (β) de 5% e 20%, 

respectivamente.  Neste sentido, sessenta ratos Wistar machos, entre 250g e 300g, 

provenientes do biotério da Universidade Estadual de Ponta Grossa (UEPG) foram 

divididos em 6 grupos experimentais (n = 10 animais/grupo) conforme descrição a 

seguir. O protocolo de pesquisa foi aprovado pela Comissão de Ética do uso de 

Animal da UEPG (Processo CEUA-014/2013) (Anexo A). A manipulação dos 

animais foi seguindo as diretrizes do CONCEA  e a lei 11794, de 8 de outubro de 

2008. 

 

4.2. Divisão dos grupos: 
 
Os animais foram divididos de forma randomizada em 6 grupos experimentais 

com 10 ratos em cada (Tabela 2). 
 
Tabela 2. Divisão dos grupos 

 
Grupo Tratamento Sacrifício 

G0 Sem ligadura Dia 0 

G3 Com ligadura Dia 3 após a ligadura 

G7 Com ligadura Dia 7 após a ligadura 

G15 Com ligadura Dia 15 após a ligadura 

G30 Com ligadura Dia 30 após a ligadura 

G60 Com ligadura Dia 60 após a ligadura 
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4.3. Procedimento cirúrgico: 
 
Os animais foram anestesiados via intraperitoneal - IP (Ketamina 10%, 90mg/kg 

e Xilasina 2%, 10mg/kg). Após isto, foi realizado o procedimento cirúrgico de 

ligadura inserindo um fio de algodão na região cervical dos primeiros molares 

inferiores (Figura 6). Após 0, 3, 7, 15, 30 e 60 dias, os animais foram sacrificados 

por sobredose anestésica, e as hemimandibulas foram removidas, sendo a direita 

para análise radiográfica e morfométrica; e a esquerda para análise histológica. 

Além disso foi coletado o tecido gengival adjacente a ligadura do primeiro molar 

inferior para as análises de migração leucocitária e dosagem de nitrito. 

 
 

                                
Figura 6. Procedimento cirúrgico de ligadura: (A) Primeiro molar inferior; (B) Inserção do fio de 

algodão na superfície interproximal entre o primeiro e o segundo molar; (C) Método de ligadura 
finalizado 
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4.4. Análise radiográfica 
 
Foi realizada radiografia convencional das hemimandibulas com filme D Ultra-

speed , padronizando a posição da hemimandibula com a linha oclusal dos molares 

paralela ao filme, distância (área focal – mandíbula) de 30 cm e o tempo de 

exposição de 0,63 segundos. A imagens foram digitalizadas e a distância linear 

entre a JAC e a crista óssea alveolar mesial do primeiro molar (mm) foi mensurada 

no software Image J 1.48 (Figura 7). 
 

 
Figura 7. Análise radiográfica: Distância (mm) entre a JAC e a crista óssea alveolar mesial do 

primeiro molar inferior. 

 
4.5. Análise morfométrica 
 
As hemimandibulas foram fervidas por 30 minutos e imersas overnight em água 

oxigenada (vol. 10). Após este procedimento, as hemimandibulas foram coradas 

com azul de metileno 1% para demarcação da JAC. Cada hemimandibula foi 

fotografada com o uso de uma lupa estereoscópica. As mensurações foram feitas 

pela face lingual no software Image J 1.48.  

 

Para cada hemimandibula foi medida: 1) A distância linear (mm) entre a JAC e o 

reborde ósseo alveolar, tendo como referência os longos eixos das raízes do 

primeiro molar inferior, sendo assim um total de três mensurações que 

correspondem ao número de raízes deste dente, e foi obtida a média destas 
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medidas. 2) A distância linear (mm) entre a JAC e o reborde ósseo alveolar, tendo 

como referência os longos eixos das raízes dos três molares inferiores, sendo assim 

um total de sete mensurações que correspondem ao número de raízes destes 

dentes, e foi obtida a média destas medidas. 4) A área (mm2) da perda óssea 

compreendida entre a JAC e o reborde ósseo alveolar  do primeiro molar inferior. 5) 

A área (mm2) da perda óssea compreendida entre a JAC e o reborde ósseo alveolar  

dos três molares inferiores (Figura 8). 
 
 

 
Figura 8. Análise morfométrica: (A) Morfométrica linear do primeiro molar inferior: Distância (mm) 

entre a JAC e o rebordo ósseo; (B) Morfométrica linear dos  três molares inferiores: Distância (mm) 
entre a JAC e o rebordo ósseo; (C) Morfométrica área do primeiro molar inferior: Área (mm2) da 
perda óssea entre a JAC e o rebordo ósseo; (D) Morfométrica área dos três molares inferiores: Área 
(mm2) da perda óssea entre a JAC e o rebordo ósseo. 
 

4.6. Análise histológica 
 
As hemimandibulas foram imersas em formalina 10%, descalcificadas com 

EDTA 4%, processadas e coradas com Hematoxilina Eosina (HE). As lâminas 

obtidas foram examinadas no microscópio Olympus BX41. Para cada amostra foi 



31 
 

  

medida no software Image J a distância linear (mm) entre a JAC e a crista óssea 

alveolar na região interproximal entre o primeiro e segundo molar (Figura 9). 
 

 
Figura 9. Análise histológica: Distância linear entre a JAC e a crista óssea interproximal do 

primeiro e segundo molar inferior (mm). 

 
4.7. Medida da atividade enzimática da mieloperoxidase 
 
A avaliação da cinética do infiltrado leucocitário (neutrófilo) no tecido gengival foi 

realizada pela análise da atividade enzimática da mieloperoxidase (Queiroz-Junior 

et al.61 2013). Trezentos microlitros de uma solução contendo tampão fosfato de 

sódio 80mM e 0,5% de hexadeciltrimetilamônio foram adicionados ao tecido 

gengival previamente coletado e este homogeneizado e centrifugado a 12.000 rpm a 

4ºC por 4 minutos. Em 30 μl do sobrenadante foram adicionados 200μl de uma 

solução contendo 100μl de tampão fosfato de sódio 80mM, 85μl de tampão fosfato 

de sódio 22mM e 15μl de peroxido de hidrogênio 0,017%. Em seguida, adicionaram-

se 20μl de uma solução contendo tetrametilbenzidina 18,4mM dissolvida em 
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dimetilformamida 8%. A placa foi incubada por 3 minutos a 37ºC e após a adição de 

30μl de acetato de sódio 1,46mM, realizou-se a leitura da absorbância de cada 

amostra em um espectrofotômetro com um comprimento de onda de 620nm. 

 

4.8.  Quantificação do Nitrito 
 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre que desempenha um papel importante na 

resposta do hospedeiro à infecção, as fontes potenciais de NO no periodonto são 

células inflamatórias. Sob condições fisiológicas, o NO é instável e é rapidamente 

oxidado a uma mistura de nitrito e nitrato (Herrera et al.9 2011). A avaliação da 

cinética do óxido nítrico foi realizada mediante a quantificação de nitrito no tecido 

gengival. Trezentos microlitros de uma solução contendo tampão fosfato de sódio 

80mM e 0,5% de hexadeciltrimetilamônio foram adicionados ao tecido gengival 

previamente coletado e este homogeneizado e centrifugado a 12.000 rpm a 4ºC por 

4 minutos. Em 50 μl do sobrenadante foram adicionados 50 μl de solução 

Sulfanilamide e 50 μl de solução de Nnaphthylethylenediamine dihydrocloride 

(NED). Realizou-se a leitura da absorbância de cada amostra em um 

espectrofotômetro com um comprimento de onda de 550nm. 

 
     4.9. Determinação da Concordância de Bland-Altman 

 
A concordância de Bland-Altman foi realizada para o grupo 15 dias, comparando 

os resultados obtidos por um mesmo examinador em tempos diferentes 

(Repetitividade ou Concordância intra-examinador) e entre examinadores diferentes 

(Reprodutibilidade ou Concordância inter-examinadores).  

x Intra-examinador (Repetitividade): O mesmo examinador realizou as 

mensurações duas vezes para cada metodologia com um intervalo de duas 

semanas. 
x Inter-examinador (Reprodutibilidade): Um examinador diferente previamente 

treinado realizou as mensurações para cada metodologia. 
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4.10. Análise estatística  
 

      Os resultados foram analisados com ANOVA e Teste Tukey para determinar a 

diferença estatística entre os tempos experimentais; o teste Bland Altman para 

estabelecer a concordância das metodologias de quantificação da POA e o 

coeficiente de correlação de Pearson. O nível de significância foi de 5% para todos 

os testes. 
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5. RESULTADOS  
 

5.1. Concordância de Bland Altman das metodologias (intra e inter-
examinador) 
 

As análises morfométricas (linear e da área) e histológica demonstraram uma 

adequada concordância tanto na avaliação de repetitividade (intra-examinador) 

como na de reprodutibilidade (inter-examinador). No entanto para a metodologia 

radiográfica observou-se diferença significativa intra e inter-examinador entre as 

mensurações (Figura 11-12). 
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Figura 10. Repetitividade: (A) Teste de concordância intra-examinador de Bland-Altman (Análise 

radiográfica); (B) Teste de concordância intra-examinador de Bland-Altman (Análise morfométrica 
linear do primeiro molar); (C) Teste de concordância intra-examinador de Bland-Altman (Análise 
morfométrica linear dos três molares); (D) Teste de concordância intra-examinador de Bland-Altman 
(Análise morfométrica linear da área do primeiro molar); (E) Teste de concordância intra-examinador 
de Bland-Altman (Análise morfométrica da área dos três molares); (F) Teste de concordância intra-
examinador de Bland-Altman (Análise histológica). 
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Figura 11. Reprodutibilidade: (A) Teste de concordância inter-examinador de Bland-Altman 

(Análise radiográfica); (B) Teste de concordância inter-examinador de Bland-Altman (Análise 
morfométrica linear do primeiro molar); (C) Teste de concordância inter-examinador de Bland-Altman 
(Análise morfométrica linear dos três molares); (D) Teste de concordância inter-examinador de Bland-
Altman (Análise morfométrica linear da área do primeiro molar); (E) Teste de concordância inter-
examinador de Bland-Altman (Análise morfométrica da área dos três molares); (F) Teste de 
concordância inter-examinador de Bland-Altman (Análise histológica). 
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5.2. Correlação entre as metodologias  
 
Os coeficientes de correlação de Pearson obtidos entre as metodologias 

radiográfica, morfométrica linear/área e histológica revelaram uma alta correlação 

positiva entre as metologias. 

 
Tabela 3. Correlação de Pearson entre as metodologias de mensuração da POA: Todas 

apresentaram uma alta correlação (r>0,90) (p<0,05). 

 

  Radiográfica 
Morfométrica 
linear 1 molar 

Morfométrica 
linear 3 molares 

Morfométrica 
área 1 molar 

Morfométrica 
área 3 molares Histológica 

Radiográfica   0,977 0,963 0,907 0,985 0,956 
Morfométrica linear 1 
molar 0,977 

 
0,995 0,972 0,98 0,916 

Morfométrica linear 3 
molares 0,963 0,995 

 
0,984 0,961 0,902 

Morfométrica área 1 
molar 0,907 0,972 0,984 

 
0,927 0,949 

Morfométrica área 3 
molares 0,985 0,98 0,961 0,927 

 
0,959 

Histológica 0,956 0,916 0,902 0,949 0,959   

 
5.3. Cinética da perda óssea alveolar 
 

Na metodologia radiográfica foi observada perda óssea alveolar estatisticamente 

significativa após o terceiro dia, aumentando progressivamente, com diferença 

estatística, nos demais tempos analisados.  

Na análise morfométrica linear do primeiro molar, e dos três molares, a perda 

óssea foi significativa no terceiro dia, e a partir do décimo quinto, houve uma 

estabilização desta reabsorção.  

Na análise morfométrica da área do primeiro molar, e dos três molares, a perda 

óssea foi significativa a partir do sétimo dia, e estabilizou-se a partir do decimo 

quinto dia.  

E, na metodologia histológica, a perda óssea foi significativa após o sétimo dia, e 

a partir do trigésimo dia estabilizou (Figura 13). 
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Figura 12. Cinética da perda óssea alveolar para as diferentes análises: (A) Análise radiográfica: 
(B) Análise morfométrica linear do primeiro molar; (C) Análise morfométrica linear dos três molares; 
(D) Análise morfométrica área do primeiro molar; (E) Análise morfométrica área dos três molares; (F) 
Análise histológico.  
(*) corresponde ao primeiro tempo com diferença estatisticamente significante da POA em relação ao 
G0 (ANOVA – Tukey, p<0,05). 
(**) corresponde ao tempo em que ocorre a estabilização da POA (ANOVA – Tukey, p>0,05). 
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5.4. Cinética da resposta inflamatória 

 
Foi observado um aumento estatisticamente significativo da atividade enzimática 

da mieloperoxidase até o sétimo dia, representando este o pico de maior atividade. 

Após este tempo experimental houve uma diminuição da atividade até o trigésimo 

dia, e a partir deste uma estabilização do processo.  Na quantificação do óxido 

nítrico foi observado um aumento estatisticamente significativo no sétimo dia, e o 

décimo quinto dia foi o pico de maior atividade. Após este tempo experimental 

houve uma diminuição da atividade até o trigésimo dia, e a partir deste uma 

estabilização do processo (Figura 14). 
 

 
Figura 13. (A) Medida da atividade enzimática da Mieloperoxidase; (B) Medida da quantificação 

de oxido nítrico.  
(*) corresponde ao primeiro tempo com diferença estatisticamente significante em relação ao G0 
(ANOVA – Tukey, p<0,05). 
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6. DISCUSÃO 
 

Quando da impossibilidade de uma metodologia alternativa, o uso criterioso de 

modelos animais na pesquisa representa uma importante etapa no entendimento da 

etiologia, patogênese e terapêutica de diferentes doenças, incluindo a doença 

periodontal (DP) (Kantarci et al.45 2015). Neste sentido, cada vez é mais frequente o 

desenvolvimento de trabalhos relacionados a DP que envolvem animais. Entre 2012 

e 2015 foram publicados no Pubmed mais de 126 artigos, que estudaram aspectos 

relacionados à DP em modelos animais (ratos), sendo a metodologia de indução por 

meio da inserção de um fio de algodão (ligadura) na região cervical de molares, o 

método mais utilizado pelos pesquisadores. A DP induzida por ligadura está 

associada ao acúmulo bacteriano, sendo as bactérias Gram-negativas envolvidas 

no início e progressão desta doença (Oz e Puleo47 2011). 

 

São vários os parâmetros usados para avaliar a progressão da DP, com destaque 

a perda óssea alveolar (POA). Embora a descrição de indução da DP pela técnica 

de ligadura seja descrita desde o final da década de 70, de forma interessante, a 

literatura é escassa em trabalhos que busquem a caraterização de suas variáveis, 

dificultando assim, um planejamento metodológico adequado. Em acréscimo, o 

estabelecimento da concordância de uma metodologia (concordância intra e inter-

examinador) é de fundamental importância na ciência, uma vez que permite a 

extrapolação dos dados entre estudos. Além disso permite visualizar o viés (o 

quanto as diferenças se afastam do valor zero), o erro (a dispersão dos pontos das 

diferenças ao redor da média), além de possíveis outliers e tendências  (Altman e 

Bland56 1983). 

 

Inicialmente este estudo avaliou a POA mediante a metodologia radiográfica. 

Como resultado, a POA significativa apareceu no terceiro dia, sendo observado um 

aumento significativo em todos os demais tempos avaliados. Em relação à 

concordância, de forma importante, esta metodologia não foi repetitiva 

(concordância intra-examinador) e nem reprodutiva (concordância inter-

examinadores). Sabe-se que a análise radiográfica pode ter algumas limitações em 

comparação a outras análises, como a sobreposição de imagens, o que dificulta o 

estabelecimento correto do ponto a ser demarcado (Misch et al.62 2006). A não 
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observação da concordância desta análise faz difícil a calibração dos examinadores 

e a extrapolação de dados entre grupos de pesquisa e estudos. 

 

Em relação a metodologia morfométrica, no presente estudo, a POA linear 

significativa foi detectada já no terceiro dia, enquanto na análise da área, a POA foi 

significativa somente no sétimo dia. E a avaliação de concordância, demonstrou que 

ambas as análises morfométricas (linear e área) apresentaram uma ótima 

concordância intra e inter-examinador, o que facilita a calibração dos examinadores 

e a extrapolação de dados. 

 

Estudos prévios demonstram que a análise morfométrica é uma metodologia 

apropriada para avaliar a POA, porque permite quantificar e medir a distância entre 

a junção amelocementária (JAC) e o rebordo ósseo de forma simples e de baixo 

custo. Em acréscimo, apresenta uma boa correlação entre as duas formas de 

análise (linear e área), sendo na mandíbula a região lingual a mais sensível para 

avaliar a POA (Bezerra et al.6 2008, Anbinder et al.11 2006, de Souza et al.54 2010, 

Verzeletti et al.63 2007).  

 

Kuhr e colaboradores (2004) afirmaram que após 15 dias pode ser detectada a 

perda óssea com a metodologia morfométrica. Outros estudos que também 

utilizaram esta metodologia, induzem a DP por 30 ou 60  dias (Aguirre et al.2 2012, 

Fernandes et al.12 2007, Kuhr et al.16 2004, de Souza et al.54 2010).  
 

Fernandes e colaboradores (2007) afirmaram que tanto o método morfométrico 

como o histológico são capazes e sensíveis em detectar diferenças na perda óssea. 

Porém, o método histológico pode ter algumas desvantagens se não for realizado 

corretamente, pois podem ocorrer erros durante o processamento histológico pela 

dificuldade de realizá-lo, além de requerer tempos mais longos que as outras 

análises, e um custo um mais elevado em comparação ao método morfométrico 

(Fernandes et al.12 2007).  

 

No presente estudo, no método histológico a perda óssea linear foi significativa a 

partir do sétimo dia. E observou-se uma concordância intra e inter-examinador. 

Susin e Rösing (2003) analisaram mediante histologia a perda óssea linear em ratos 
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Wistar, mensurando a distância entre a JAC e a porção mais apical da crista óssea 

interproximal entre o primeiro e o segundo molar. Os tempos reportados na literatura 

de avaliação de POA por histologia variam de 15 a 60 dias (Semenoff et al.14 2008, 

Kim e Amar41 2006, Susin e Rosing64 2003, Castro et al.65 2015). 

 

A medida da atividade enzimática da mieloperoxidase é considerada um 

marcador de migração de neutrófilos em um local inflamado (Jacob e Nath66 2013). 

No estudo atual, observou-se um aumento significativo da MPO até o sétimo dia 

(pico de concentração), e após este, uma diminuição gradativa, atingindo 

basicamente os níveis basais (equiparáveis ao tempo 0) no trigésimo dia. Baseado 

neste resultado, para estudos que possuem a MPO como principal variável do 

estudo (Ex. avaliação de fármacos com potencial de atual na migração leucocitária) 

sugere-se um desenho experimental com 7 dias de indução, uma vez que com este 

tempo já há uma POA significativa, independente da metodologia escolhida de sua 

análise, e coincide com o pico de atividade deste processo de migração. Na 

realização de tempos inferiores ou superiores de indução ocorre a possibilidade de 

não observação de diferença significativa entre o grupo sham e controle, 

inviabilizando assim a sua análise.  

 

Gomes e colaboradores induziram POA em ratos com ligadura, e observaram um 

aumento significativo da atividade da MPO após sete dias da indução da doença,  

eles atribuíram esta resposta ao fato de que a MPO é uma das enzimas liberadas 

principalmente por neutrófilos, que representam a primeira linha de defesa contra o 

biofilme bacteriano (Gomes et al.67 2009). Queiroz e colaboradores em um estudo 

com ratos concluíram que a MPO é um bom marcador inflamatório em estados 

crônicos da DP, e confirmaram a associação da alta concentração da MPO em 

tecidos inflamados (Queiroz-Junior et al.68 2009).  

 

     O óxido nítrico (NO) é um radical livre que também esta presente na resposta 

inflamatória do hospedeiro quando da presença de uma infecção bacteriana 

(Herrera et al.9 2011). No presente estudo, o primeiro tempo em que houve um 

aumento significativo foi com 7 dias, alcançando o seu pico de concentração no 

tecido gengival no décimo quinto dia. Após este tempo, observou-se uma diminuição 

gradativa de sua concentração, alcançando níveis basais a partir do trigésimo dia. 
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Contrapondo com o achado da MPO, quando a principal variável de análise é 

representada pelo NO, os resultados demonstram que o tempo sugerido para os 

estudos é de quinze dias, coincidindo desta forma com o pico de concentração do 

NO. Especificamente em DP, estudos in vivo e clínicos tem demonstrado maior 

expressão de NO em tecidos com doença periodontal em relação a tecidos sadios 

(Lappin et al.69 2000, Batista et al.70 2002, Skaleric et al.71 2006).  

 

Analisando os resultados gerais do presente estudo, observa-se que o 

conhecimento da cinética da POA, migração leucocitária, produção de NO, bem 

como das demais variáveis, é de extrema importância para facilitar o planejamento 

de estudos futuros que envolvam a DP induzida por ligadura em ratos, além de 

permitir um melhor entendimento de resultados obtidos de pesquisas já realizadas.  

 

Em acréscimo, a realização de testes estatísticos que avaliem a concordância 

(repetitividade e reprodutibilidade) de uma metodologia permitem aos pesquisadores 

a utilização de métodos confiáveis, gerando a possibilidade de extrapolação de 

resultados entre grupos de pesquisa diferentes, facilitando assim, um maior 

conhecimento sobre um determinado assunto, no caso deste projeto a POA. 
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7. CONCLUSÃO 
 
Conclui-se que as análises: radiográfica e morfométrica linear apresentam uma 

POA significativa já no terceiro dia após a indução da POA. Nas análises: 

morfométrica da área e histológica a POA significativa ocorre somente após o 

sétimo dia da indução da POA. O pico de atividade da MPO é após sete dias da 

indução da doença, enquanto que para o NO, este pico ocorre no décimo quinto dia.   

 

Em acréscimo foi observada uma concordância de Bland Altman intra e inter-

examinador para as metodologias morfométricas e histológicas. Porém a 

metodologia radiográfica não apresentou concordância intra nem inter-examinador. 
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Anexo A 
Aprovação do projeto pela Comissão de Ética do Uso  Animal 

Universidade Estadual de Ponta Grossa – Processo CEUA 014/2013 
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