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Recomeça… 
Se puderes 

Sem angústia 
E sem pressa. 

E os passos que deres, 
Nesse caminho duro 

Do futuro 
Dá-os em liberdade. 

Enquanto não alcances 
Não descanses 

De nenhum fruto queiras só metade. 
E, nunca saciado, 

Vai colhendo 
Ilusões sucessivas no pomar 

Sempre a sonhar 
E vendo, 

Acordado, 
O logro da aventura. 

És Homem, não te esqueças! 
Só é tua a loucura 

Onde, com lucidez, te reconheças. 
 

Miguel Torga, in “Diário vols. XII a XVI” 
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Resumo 

 

Objetivos:  Avaliar os efeitos sanguíneos e nos órgãos reprodutores femininos da indução 

de periodontite em modelo animal de rato. 

 

Materiais e Métodos: Catorze ratos fêmea Wistar foram divididos em grupo controlo 

(n=4) e experimental (n=10, 5 animais para cada protocolo). A indução de periodontite 

foi realizada através da colocação de ligadura de seda 5-0 ao redor do segundo molar 

bilateral superior, permanecendo ao longo de todo o período experimental. Aos 21 e 28 

dias os animais foram eutanasiados através de deslocação cervical. A perda óssea alveolar 

foi avaliada por histomorfologia, o grau de inflamação periodontal e dos órgãos 

reprodutores femininos através de análise histológica, e foram medidos os níveis séricos 

de vários parâmetros sanguíneos.  

 

Resultados: A maior perda óssea foi a disto-vestibular (21 dias 0.67±0.17 vs 0.24±0.07) 

e disto-palatino (21 dias 0.65±0.09 vs 0.22±0.05; 28 dias 0.58±0.34 vs 0.26±0.02). A nível 

histológico, no periodonto verificou-se um aumento de neutrófilos, especialmente aos 21 

dias. O útero foi o órgão reprodutor feminino mais afetado pela periodontite, com um 

elevado número de eosinófilos. A nível sanguíneo, nos grupos experimentais, existiu 

aumento de neutrófilos (15.76±4.68 vs 8.05±0.49; 13.1±8.62 vs 6.95±2.19), proteína C 

reativa (28 dias 0.005±0.01 vs 0.000±0.00), fosfatase alcalina (21 dias 108.20±25.33 vs 

68.5±13.44), TASO (2.63±3.36 vs 1.20±1.41; 5.78±9.32 vs 2.55±0.64), IgA (21 dias 

1.46±0.30 vs 0.90±0.00) e IgG (28 dias 73.38±8.45 vs 59.50±0.71). Contrariamente, 

verificou-se uma diminuição de linfócitos (82.62±4.39 vs 90.10±0.42; 84.94±9.88 vs 

91.50±2.55), estradiol (14.58±13.29 vs 24.40±24.89; 14.94±12.71 vs 25.30±22.34), 

progesterona (21 dias 9.84±3.01 vs 14.15±9.69), ferro (21 dias 419±45.74 vs 

478.50±54.45) e ureia (42.34±2.38 vs 46.00±1.41; 42.6±4.34 vs 45.50±0.71). 

 

Conclusões: Os parâmetros inflamatórios aumentados no sangue e no útero apresentam 

correlação clínica com periodontite. 

 

Palavras-chave: Periodontite; Inflamação; Órgãos Reprodutores Femininos; Ratos. 
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Abstract 

 
Aims: To evaluate the effects on blood and female reproductive organs of inducing 

periodontitis in a rat animal model. 

 

Materials and Methods: Fourteen female Wistar rats were divided into a control group 

(n=4) and an experimental group (n=10, 5 animals for each protocol used). The induction 

of periodontitis was performed by 5-0 silk ligature around the upper bilateral second 

molar and remained throughout the experiment. At 21 and 28 days the animals were 

euthanized by cervical dislocation. Alveolar bone loss was assessed by histomorphology, 

the degree of periodontal inflammation and in the female reproductive organs by 

histological analysis and serum levels of several blood parameters were measured.  

  

Results: The highest bone loss was distobuccal (21 days 0.67±0.17 vs 0.24±0.07) and 

disto-palatal (21 days 0.65±0.09 vs 0.22±0.05; 28 days 0.58±0.34 vs 0.26±0.02). At 

histological level, in the periodontium there was an increase in inflammatory neutrophils, 

especially at 21 days. The uterus was the female reproductive organ most affected by 

periodontitis, with a high number of eosinophils. At blood level, in the experimental 

groups, there was an increase in neutrophils (15.76±4.68 vs 8.05±0.49; 13.1±8.62 vs 

6.95±2.19), C-reactive protein (28 days 0.005±0.01 vs 0.000±0. 00), alkaline phosphatase 

(21 days 108.20±25.33 vs 68.5±13.44), TASO (2.63±3.36 vs 1.20±1.41; 5.78±9.32 vs 

2.55±0.64), IgA (21 days 1.46±0.30 vs 0.90±0.00) and IgG (28 days 73.38±8.45 vs 

59.50±0.71). In contrast, they showed decreased lymphocytes (82.62±4.39 vs 

90.10±0.42; 84.94±9.88 vs 91.50±2.55), estradiol (14.58±13.29 vs 24.40±24.89; 

14.94±12. 71 vs 25.30±22.34), progesterone (21 days 9.84±3.01 vs 14.15±9.69), iron (21 

days 419±45.74 vs 478.50±54.45) and urea (42.34±2.38 vs 46.00±1.41; 42.6±4.34 vs 

45.50±0.71). 

 

Conclusions: Increased inflammatory parameters in blood and endometrium showed 

clinical correlation with periodontitis. 

 

Keywords: Periodontitis; Inflammatory Burden; Female Reproductive Organs; Rats. 

 

 



 

 4 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  



 

 5 
 

Índice 

I. INTRODUÇÃO ...................................................................................................... 13 

 1. SAÚDE ............................................................................................................... 13 

 2. SAÚDE ORAL ................................................................................................... 13 

 3. SAÚDE PERIODONTAL .................................................................................. 14 

 4. DOENÇA PERIODONTAL ............................................................................... 16 

            4.1. Epidemiologia e Prevalência ....................................................................... 17 

            4.2. Fatores Etiológicos da Periodontite ............................................................. 19 

            4.3. Fatores de Risco da Periodontite ................................................................. 21 

            4.4. Manifestações Sistémicas da Periodontite ................................................... 22 

                   4.4.1. Associação da Periodontite com Patologias do Sistema Reprodutor 
Feminino ......................................................................................................................... 23 

 5. IMPORTÂNCIA DOS MODELOS ANIMAIS NO ESTUDO DA 
PERIODONTITE ........................................................................................................... 25 

            5.1. Métodos de Indução de Periodontite em Ratos ........................................... 26 

                   5.1.1. Estudos em animais relacionando a periodontite com patologias 
inflamatórias sistémicas .................................................................................................. 30 

II. MATERIAIS E MÉTODOS ................................................................................... 33 

              2.1. Ética ........................................................................................................... 33 

              2.2. Caracterização da Amostra ........................................................................ 33 

              2.3. Cuidado Animal ......................................................................................... 34 

              2.4. Indução de Periodontite ............................................................................. 34 

              2.5. Processamento e Análise Macroscópica da Reabsorção Óssea Alveolar .. 34 

              2.6. Processamento e Análise Histológica ........................................................ 35 

              2.7. Análise Sanguínea ..................................................................................... 36 

              2.8. Análise Estatística...................................................................................... 37 

III. RESULTADOS ...................................................................................................... 39 

              3.1. Análise Macroscópica da Reabsorção Óssea Alveolar.............................. 39 

              3.2. Análise Histológica.................................................................................... 41 

              3.3. Análise Sanguínea ..................................................................................... 42 

IV. DISCUSSÃO ...................................................................................................... 49 

              4.1. Principais Resultados ................................................................................. 49 



 

 6 

               4.2. Forças e Limitações .................................................................................. 52 

               4.3. Perspetivas Futuras ................................................................................... 53 

V. CONCLUSÃO ........................................................................................................ 55 

VI. REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................................... 57 
      ANEXOS 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 7 
 

Lista de Figuras 

 

Figura 1 | Constituição do periodonto………………………………………………….16 

Figura 2 | Cooperação polimicrobiana e disbiose na periodontite e gengivite…………17 

Figura 3 | Mecanismo biológico da periodontite……………………………………….20 

Figura 4 | Periodontite e sua associação com patologias sistémicas…………………...23 

Figura 5 | Periodontite associada a outcomes negativos da gravidez…………………..25 

Figura 6 | Método de indução de periodontite através da colocação de ligaduras……..29 

Figura 7 | Distribuição da amostra……………………………………………………..33 

Figura 8 | Fotografias das superfícies vestibulares e palatinas obtidas através do 

estereomicroscópio……………………………………………………………………..40 

Figura 9 | Gráfico representativo da perda óssea alveolar por localização medida……40 

Figura 10 | Gráficos representativos dos níveis de vários componentes sanguíneos nos 

grupos experimentais e nos grupos controlos…………………………………………...43 

  



 

 8 

  



 

 9 
 

Lista de Tabelas 

 

Tabela 1 | Tabela de pontuação para a inflamação e necrose referente à análise 

histológica……………………………………………………………………..………..36 

Tabela 2 | Tabela dos resultados obtidos das medições de perda óssea alveolar por 

localização…………………………………..………………………………………….41 

Tabela 3 | Tabela referente às análises sanguíneas e sua análise 

estatística……………………………………………………………………………….44 

 

 

  



 

 10 

  



 

 11 
 

Lista de Siglas 

 

AAP | American Academy of Periodontology 

ALT | Alanina Aminotransferase 

AST | Aspartato Aminotransferase 

CK | Creatinina Quinase 

DGS | Direção Geral de Saúde 

DDS | Dextran Sulfato de Sódio 

DGAV | Direção Geral de Medicina Veterinária e Alimentar 

EDTA | Ácido etilenodiamino tetra-acético 

EFP | European Federation of Periodontology 

FDI | Federação Dentária Internacional 

FSH | Hormona Folículo-Estimulante 

HCT | Hematócrito 

HE | Hematoxilina Eosina 

IG | Imunoglobulinas 

IgA | Imunoglobulina A 

IgG | Imunoglobulina G 

IgM | Imunoglobulina M 

IL-1 | Interleucina-1 

IL-1β | Interleucina-1 Beta 

IL-2 | Interleucina-2 

IL-6 | Interleucina-6 

GGT | Gamaglutamiltransferase 

JAC | Junção Amelocementária  

LBW | Baixo Peso à Nascença 

LDH | Lactato Desidrogenase 

LGI | Inflamação de Baixo Grau 

LH | Hormona Luteínica  

LPD | Ligamento Periodontal 

LPS | Lipopolissacáridos 

MMPS | Metaloproteínases  

NHANES | National Health and Nutrition Examination Survey 

OMS | Organização Mundial de Saúde 



 

 12 

OPG | Osteoprotegerina 

PCR | Proteína C Reativa 

PGE2 | Prostaglandina E2 

PLT | Contagem de plaquetas 

PMNs | Neutrófilos Polimorfonucleares 

PTB | Nascimento Pré-Termo 

RANK | Recetor Ativador do Fator Nuclear Kappa B 

RANKL | Recetor Ativador do Fator Nuclear Kappa B Ligante 

RBC | Contagem de Eritrócitos 

SGA | Pequeno para a Idade Gestacional 

TASO | Antiestreptolisina 

TSH | Hormona Estimulante da Tiróide 

TNF-α | Fator de Necrose Tumoral-alfa 

TNBS | Ácido 2,4,6-trinitrobenzóico 

T3 | Triiodotironina 

T4 | Tiroxina 

 
 



Introdução 

13 
 

I. INTRODUÇÃO 

1. SAÚDE 

 
 
 A Saúde é mencionada na Declaração Universal dos Direitos Humanos como um 

direito humano fundamental, sendo referido que todas os indivíduos devem ter acesso a 

recursos básicos de saúde de forma igualitária, ou seja, sem distinção de raça, religião, 

crença política ou condição económica e social (Diário da República, I Série, n.º 57/78, 

de 9 de março de 1978). Assim, nas últimas décadas, assistiu-se a uma evolução do 

conceito de Saúde, tendo sido no ano de 1946 que, a Organização Mundial de Saúde 

(OMS), o definiu como “um estado de completo bem-estar físico, mental, social e 

emocional e não apenas a ausência de doença ou enfermidade” (Fact Sheet WHO/31, 

2008).  

 Dada a importância de um estado geral de saúde deve privilegiar-se a promoção 

da mesma em detrimento da exclusiva prevenção da doença. A Carta de Ottawa, aprovada 

em 1986, vê este conceito amplificado uma vez que a mesma enfatiza determinados pré-

requisitos para a saúde incluindo paz, abrigo, educação, alimentação bem como equidade 

e justiça social (OMS, 2001). Assim, uma compreensão abrangente do conceito de saúde 

implica que todos os sistemas e estruturas de gestão de saúde pública tenham em 

consideração as suas implicações na saúde e bem-estar individual e coletivo (Nutbeam & 

Muscat, 2021; Watt, 2005). 

 
 

2. SAÚDE ORAL 

 

 De acordo com a  Federação Dentária Internacional (FDI), a saúde oral pode ser 

definida como a capacidade de falar, sorrir, cheirar, saborear, tocar, mastigar, engolir e 

transmitir um conjunto de emoções através de expressões faciais com confiança e sem 

dor, desconforto ou doença do complexo craniofacial (Glick et al., 2016). A saúde oral é, 

portanto, um conceito multidimensional que engloba tanto o bem-estar físico como 

psicológico, emocional e social, sendo parte integrante da saúde sistémica (Peres et al., 

2019).  
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 A saúde oral e a saúde geral apresentam uma relação bidirecional, ou seja, 

patologias sistémicas têm a capacidade de afetar a saúde oral e vice-versa. É de destacar 

as doenças crónicas, como a diabetes mellitus, doenças cardiovasculares e patologia renal 

crónica, que apresentam uma forte associação com várias patologias orais uma vez que 

têm fatores de risco comuns (Dörfer et al., 2017; Petersen, 2003).  

 Deste modo, as patologias na cavidade oral podem ser classificadas como um 

problema de saúde pública, considerando-se das doenças mais prevalentes a nível 

mundial e que afetam mais de 3.5 milhões de pessoas, estando o crescimento populacional 

e o envelhecimento da população intimamente relacionados com esta tendência crescente. 

Associado ao envelhecimento populacional existe uma grande falta de acessibilidade a 

cuidados de saúde oral verificando-se uma preterização da mesma (Chen et al., 2021; 

Kassebaum et al., 2017; Peres et al., 2019).  

 De forma a ultrapassar estas problemáticas, em maio de 2021, realizou-se a 74ª 

Assembleia Mundial da Saúde onde foi estabelecida a necessidade de mudança no 

paradigma no planeamento das políticas de saúde oral, passando-se de um modelo 

restaurador para um modelo preventivo. Prevê-se então que todos os indivíduos e 

comunidades tenham acesso a serviços de saúde essenciais sem dificuldades financeiras, 

onde devem estar incluídos a promoção da saúde oral e intervenções de prevenção, 

tratamento e reabilitação. É ainda de referir que um dos objetivos até ao ano de 2030 é a 

redução do impacto ambiental dos serviços de saúde a nível mundial (OMS, 2022). 

 As doenças orais devem portanto ser prevenidas e controladas através de três 

veículos: individual, profissional e comunitário (Petersen, 2003). 

 

3. SAÚDE PERIODONTAL 

 
 Segundo a Federação Europeia de Periodontologia (European Federation of 

Periodontology [EFP]) e a Academia Americana de Periodontologia (American Academy 

of Periodontology [AAP]), a saúde periodontal pode ser descrita como a ausência de 

doença periodontal inflamatória, permitindo o normal funcionamento do indivíduo, 

evitando consequências mentais ou psicológicas devido a doença atual ou passada 

(Chapple et al., 2018). Uma definição mais prática de saúde periodontal pode ser 

caracterizada por um estado livre de inflamação periodontal, ou seja, ausência de 
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inflamação a nível histológico associada à gengivite ou periodontite e pela inexistência 

de qualquer alteração anatómica do periodonto. No entanto, deve reconhecer-se que na 

maioria dos adultos, a combinação destas duas condições é improvável uma vez que o 

periodonto é uma estrutura altamente dinâmica (Lang & Bartold, 2018). Assim, o termo 

clinicamente saudável deve ser aplicado quando estamos perante a ausência (ou redução 

muito significativa) de inflamação periodontal tanto num periodonto intacto como num 

periodonto reduzido (Lang & Bartold, 2018).  

 Desta forma, fatores biológicos, ambientais, sistémicos, socioeconómicos e 

psicológicos podem afetar diretamente a saúde periodontal (Mariotti & Hefti, 2015). É de 

referir a extrema importância de uma correta e eficaz higiene oral na manutenção da saúde 

periodontal dado que o biofilme oral é considerado o fator etiológico major da doença 

periodontal. Assim, a saúde periodontal pode ser alcançada através da combinação de 

cuidados de higiene do próprio indivíduo e de consultas regulares com profissionais 

qualificados (Lang & Bartold, 2018). 

 O periodonto é uma estrutura complexa, sendo esta composta pela gengiva, 

ligamento periodontal (LPD), cemento e osso alveolar (Figura 1). A principal função do 

periodonto é o suporte do dente e a sua inserção no osso alveolar, apresentando também 

uma função protetora contra a microflora patogénica (Kim et al., 2021). 

 O periodonto sofre alterações fisiológicas e morfológicas ao longo do tempo 

sendo, portanto, uma estrutura dinâmica que pode diferir consoante a idade. Dado que a 

destruição do periodonto é, considerada irreversível, a manutenção estrutural e funcional 

do mesmo é imprescindível (Kim et al., 2021).  

 Um periodonto saudável é caracterizado pela ausência detetável de inserção e/ou 

perda óssea, apresentando valores inferiores a 10% relativamente à hemorragia à 

sondagem e com profundidades de sondagem menores ou iguais a 3 (Chapple et al., 

2018). 

 

 

 

 



Efeito da Indução de Periodontite nos Órgãos Reprodutores Femininos e Inflamação Sistémica em Ratos 

 16 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 

 

Figura 1 | Figura representativa da constituição do periodonto: gengiva, ligamento periodontal (LPD), 

cemento e osso alveolar (Adaptado de Perillo et al., 2020). 

 

4. DOENÇA PERIODONTAL 

 
 A doença periodontal é uma condição que engloba a gengivite e a periodontite 

(Figura 2), afetando os tecidos que envolvem e suportam os dentes (Nazir et al., 2020). A 

gengivite encontra-se confinada à mucosa queratinizada e apresenta-se como uma 

inflamação evidenciada por vermelhidão, edema e hemorragia (Harvey, 2017), devendo-

se essencialmente a uma resposta inflamatória gengival devido à acumulação de biofilme 

dentário entre a superfície do dente e a gengiva (Gasner & Schure, 2022). É uma condição 

reversível, ou seja, recupera com uma eficaz e correta higiene oral (Gasner & Schure, 

2022).  

 Por outro lado, a periodontite advém da evolução de uma gengivite não 

controlada, progredindo para uma doença crónica inflamatória e altamente destrutiva dos 

tecidos moles e duros (ligamento periodontal, cemento e osso alveolar) do complexo 

periodontal (Harvey, 2017), sendo esta mediada pela disbiose entre a microbiota oral e o 

sistema imune do hospedeiro (Gasner & Schure, 2022; Sedghi et al., 2021). A perda de 

tecido periodontal decorre progressivamente e traduz-se clinicamente numa perda de 

inserção clínica devido à reabsorção de osso alveolar, presença de bolsas periodontais e 

hemorragia gengival (Li et al., 2021; Peres et al., 2019; Tonetti et al., 2018). 
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Figura 2 | O mecanismo de disbiose oral pode provocar gengivite e periodontite (Adaptado de 

Hajishengallis, 2015). 

 

4.1. Epidemiologia e Prevalência 

 
 A doença periodontal é a sexta doença mais prevalente a nível global, sendo 

portanto considerada como um problema de saúde pública e com uma tendência 

crescente, especialmente nas últimas três décadas (Chen et al., 2021; Kassebaum et al., 

2014). Afeta mais de 50% da população adulta, enquanto que a periodontite na sua forma 

severa afeta até 11% dos adultos, prejudicando a qualidade de vida relacionada com a 

saúde oral, a auto-estima individual e o bem-estar geral (Dumitrescu, 2016; Kwon et al., 

2021). 

 Num estudo realizado entre 1990 e 2019, verificou-se que a prevalência global de 

periodontite severa, padronizada por idade, aumentou em 8.44%, sendo que no ano de 

2019 existiam 1.1 bilhão de casos da mesma globalmente (Chen et al., 2021). A nível 

geográfico observa-se que a zona mais afetada corresponde à África Subsariana (19.577 
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em cada 100.000 pessoas), sendo que tanto a Ásia Ocidental, a Ásia Oriental e a Oceânia 

apresentam a prevalência mais baixa a nível global (10.060 em cada 100.000 pessoas).  

 No entanto, a Índia  é o país com maior número de casos de periodontite severa 

(2.2 milhões) (Chen et al., 2021). No que concerne à faixa etária com mais incidência de 

periodontite severa, observou-se que existe uma maior incidência de casos entre os 40 e 

49 anos, sendo ainda importante referir que a população idosa contribui de forma 

expressiva para o aumento da prevalência de periodontite severa a nível global uma vez 

que a idade é um fator de risco para a doença em questão (Chen et al., 2021). 

 Segundo dados do National Health and Nutrition Examination Survey 

(NHANES), entre 2009 e 2014, a periodontite afetava cerca de 42.0% dos adultos nos 

Estados Unidos da América, sendo que 7.8% dos mesmos apresentavam periodontite 

severa (Kwon et al., 2021). No continente europeu, apesar da escassez de estudos, a 

prevalência de periodontite é elevada, verificando-se em França uma prevalência bastante 

similar à dos Estados Unidos da América, registando-se ainda uma taxa de 76.0% de 

periodontite severa em adultos com idade entre os 65 e os 74 anos na Alemanha (Michaud 

et al., 2017). 

 Em Portugal, a Direção Geral de Saúde (DGS) levou a cabo um estudo 

epidemiológico, em 2015, onde se observou uma baixa prevalência de periodontite 

(10.8% nos adultos e 15.3% em idosos), verificando-se uma tendência otimista (DGS, 

2015). Recentemente, num estudo realizado no Agrupamento de Centros de Saúde 

(ACES) Almada-Seixal, em 2019, verificou-se que sete em cada dez adultos 

apresentavam doença periodontal e seis em cada dez periodontite (Botelho et al., 2019). 

Globalmente 59.9% da população adulta  foi diagnostica com periodontitite nos diversos 

estadios (leve, moderada e severa), sendo que 22.2% e 24.0% correspondiam a um estadio 

moderado e severo, respetivamente (Botelho et al., 2019). A amostra deste estudo 

apresentava um baixo nível de escolaridade, encontrando-se na sua maioria em situação 

de inatividade laboral, em contrapartida, relataram uma boa frequência de escovagem 

dentária, hábitos de higiene interproximal e baixo conhecimento acerca da doença 

periodontal. No que toca ao estado de saúde geral, uma grande percentagem da amostra 

apresentou comorbilidades, verificando-se uma prevalência de fumadores de 13.60% e 

de ex-fumadores de 27.50% (Botelho et al., 2019). 
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 Referente ao tema da presente tese, que se foca particularmente no efeito da 

periodontite na inflamação dos órgãos reprodutores femininos e consequentemente na 

fertilidade feminina, podemos verificar que existe uma íntima relação entre a doença 

periodontal e a infertilidade feminina (Machado, Botelho, et al., 2020).  Neste sentido, as 

pacientes do sexo feminino referenciadas para tratamentos de fertilidade apresentaram 

taxas de 33.30% e 16.70% de periodontite e gengivite, respetivamente (Machado, 

Botelho, et al., 2020). Num estudo realizado por Chen e colaboradores (2021), e 

observando-se as faixas etárias correspondentes à idade fertil de uma mulher, verificamos 

que a periodontite severa pode afetar, entre os 30 e os 40 anos de idade, entre 10.000 a 

20.000 pessoas por cada 100.000. No entanto, devemos ter em consideração que nesta 

amostra também se encontram indivíduos do sexo masculino (Chen et al., 2021). 

 

 

 4.2. Fatores Etiológicos da Periodontite 

 
 A periodontite é uma doença crónica inflamatória de origem multifatorial, 

podendo considerar-se o biofilme dentário como o fator etiológico major da mesma 

(Kwon et al., 2021). 

 A microbiota oral representa uma parte fulcral da flora do organismo humano, 

apresentando uma função protetora contra a colonização de bactérias extrínsecas e 

intrínsecas, vírus, entre outros microrganismos que podem afetar a saúde sistémica 

(Arweiler & Netuschil, 2016). Num estado saudável, os vários organismos comensais 

coexistem em simbiose, no entanto, se existir algum tipo de alteração neste ambiente, 

pode ocorrer uma disbiose, resultando num crescimento excessivo de componentes de 

alta virulência, desencadeando a doença periodontal (Arweiler & Netuschil, 2016; Kinane 

et al., 2017; Lang & Bartold, 2018).  

 O periodonto encontra-se amplamente protegido por um epitélio especializado, 

denominado epitélio juncional, altamente vascularizado e que apresenta um fluxo 

constante de neutrófilos polimorfonucleares (PMNs) que têm a capacidade de transitar 

para a superfície do dente, inibindo o crescimento do biofilme (Curtis et al., 2011).  

 A periodontite resulta portanto de uma alteração da homeostase devido a uma 

alteração do microbioma (Figura 3), onde podemos verificar a existência de bactérias 

predominantemente anaeróbias Gram-negativas específicas, as bactérias do “complexo 

vermelho”, onde estão incluídas Porphyromonas gingivalis, Treponema denticola e 
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Tannarella forsythia, frequentemente observadas em bolsas periodontais (Darveau, 2010; 

Pan et al., 2019). 

 São os fatores de virulência destas bactérias, juntamente com os lipopolissacáridos 

(LPS) presentes nas mesmas, que estimulam os macrófagos do hospedeiro e outras células 

inflamatórias, levando à produção de citocinas pró-inflamatórias que apresentam um 

papel fundamental na modulação da homeostase dos processos inflamatórios (Kwon et 

al., 2021; Pan et al., 2019). Assim, citocinas pró-inflamatórias como os fatores de necrose 

tumoral (TNF-α), interleucina-1 beta (IL-1b) e prostaglandina E2 (PGE2) vão estimular 

a produção de metaloproteínases (MMPS) através de macrófagos, fibroblastos, células 

epiteliais juncionais e neutrófilos que vão lesar e destruir as fibras de colagénio dos 

tecidos periodontais (Kwon et al., 2021).  

 Desta forma, a progressão da doença periodontal está intimamente relacionada 

com o papel das citocinas uma vez que estas são moduladores da homeostase e dos 

processos inflamatórios (Pan et al., 2019). Uma das consequências do aumento destes 

mediadores inflamatórios é exatamente a reabsorção de osso alveolar, característica da 

periodontite, e que é regulada pela dificuldade na ligação do fator nuclear K (Receptor 

Activator for Nuclear Factor κ B Ligand [RANKL]) ao recetor ativador do fator nuclear 

kappa B (RANK) (Darveau, 2010). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3 | Mecanismo biológico da doença periodontal (Adaptado de Muñoz-Carrillo et al., 2020). 
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 4.3. Fatores de Risco da Periodontite 

 

 Existem vários fatores que podem contribuir para uma maior propensão ao 

desenvolvimento e progressão da doença periodontal. Fatores como presença de placa 

bacteriana supra e subgengival, anomalias anatómicas na forma ou posição do dente ou 

fatores iatrogénicos tais como restaurações debordantes podem levar a uma maior 

possibilidade de desenvolvimento de doença periodontal (Knight et al., 2016). 

 Atualmente é de consenso geral que também o estilo de vida e os fatores 

ambientais e económicos podem ter um impacto significativo na manifestação clínica da 

periodontite (Bartold, 2018). Fatores como a idade do indivíduo (Ebersole et al., 2016; 

Eke et al., 2016), o nível de escolaridade/educação (Eke et al., 2015), stress psicológico 

(Botelho et al., 2018), obesidade e síndrome metabólico, osteoporose e presença de cálcio 

e vitamina D na dieta (Genco & Borgnakke, 2013) podem levar a uma maior propensão 

para o desenvolvimento da doença.  O consumo de tabaco  encontra-se fortemente 

relacionado com a alteração da microbiota bem como das respostas inflamatórias do 

hospedeiro, afetando ainda de forma negativa o resultado do tratamento tanto da doença 

periodontal quanto de condições peri-implantares, devendo ter-se em conta que o 

consumo excessivo de álcool tem a capacidade de exacerbar os efeitos adversos do tabaco 

(Bartold, 2018).  

 Por outro lado, o impacto económico da periodontite reflete-se em custos diretos 

e indiretos, estando o primeiro relacionado com o tratamento propriamente dito e o último 

com as consequências que esta doença pode provocar, bem como a perda de 

produtividade devido à incapacidade de trabalhar. Assim, no ano de 2018, verificou-se 

um gasto aproximado de 154.06 biliões de dólares nos Estados Unidos da América e de 

158.64 biliões de euros em 32 países Europeus pelo que podemos concluir que a 

periodontite apresenta um elevadíssimo impacto a nível económico (Botelho et al., 2022). 

 Também as condições sistémicas podem ter impacto no periodonto e cooperar no 

desenvolvimento da doença, isto é, algumas alterações sistémicas podem ter um efeito 

direto na inflamação periodontal através da alteração da resposta imune do hospedeiro à 

infeção periodontal, levando a perda de inserção periodontal e de osso alveolar (Albandar 

et al., 2018). 
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 4.4. Manifestações Sistémicas da Periodontite 

 
 A periodontite e a saúde sistémica encontram-se intimamente relacionadas 

(Cecoro et al., 2020). A deterioração do periodonto durante a fase ativa da doença 

permite, por um lado, a invasão de patogénos periodontais na corrente sanguínea e, por 

outro, ativa o sistema imunitário inato e adaptativo, desencandeando-se uma reação 

inflamatória sistémica (Cekici et al., 2014). Assim, é através da circulação sistémica que 

a periodontite pode provocar efeitos em órgãos e estruturas que se encontram à distância 

(Cecoro et al., 2020) (Figura 4). 

 Comparando indivíduos periodontalmente saudáveis com doentes com 

periodontite severa verifica-se que os diagnosticados com a doença apresentam níveis de 

mediadores pró-inflamatórios, como proteína C reativa (PCR) (Machado et al., 2021), IL-

1β, PGE2, TNF-α (Cecoro et al., 2020), leucócitos (Botelho et al., 2021), IL-1, IL-6, 

fibrinogénio e contagem de neutrófilos no sangue aumentados  (Hajishengallis & 

Chavakis, 2021).  

 A inflamação sistémica associada à periodontite advém da disseminação 

hematogénica de bactérias periodontais ou do extravasamento de mediadores 

inflamatórios dos tecidos periodontais para a corrente sanguínea, podendo causar 

bacterémias (Hajishengallis & Chavakis, 2021). A presença de inflamação em 

localizações extra-orais pode também ser induzida por via orofaríngea ou oro-digestiva, 

estando a primeira relacionada com a pneumonia aspirativa e a segunda com a disbiose 

intestinal e inflamação sistémica (Hajishengallis & Chavakis, 2021). 

 Por conseguinte, é plausível a hipótese de que a inflamação local provocada pela 

periodontite se pode estender a nível sistémico influenciando a carga inflamatória do 

indivíduo e vice-versa, ou seja, a inflamação sistémica também pode afetar a saúde 

periodontal (Cecoro et al., 2020). Recentemente foi introduzido o conceito de inflamação 

de baixo grau (low-grande inflammation [LGI]) que se caracteriza por uma produção 

crónica de baixo grau de mediadores inflamatórios. Assim, a LGI é reconhecida como um 

fator de risco para inúmeras patologias crónicas, incluindo doenças cardiovasculares, 

neurodegenerativas e tumorais (Cecoro et al., 2020). 

 Existem inúmeras patologias e condições sistémicas associadas à periodontite 

nomeadamente a diabetes mellitus (Preshaw et al., 2012), hipertensão arterial (Muñoz 
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Aguilera et al., 2020), doenças cardiovasculares, cancro (Michaud et al., 2017), doenças 

hematológicas (Botelho et al., 2021), obesidade (Genco & Borgnakke, 2013), artritite 

reumatóide (Hussain et al., 2020) e lúpus sistémico eritematoso (Hussain et al., 2022). É 

ainda importante referir, e indo de encontro ao tema desta tese, que a inflamação sistémica 

inerente à periodontite está associada a efeitos na fertilidade feminina (Fogacci et al., 

2016) e a outcomes negativos da gravidez (Zhang et al., 2022). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 4 | A doença periodontal encontra-se fortemente associada a outras patologias sistémicas 
(Hajishengallis & Chavakis, 2021). 
 
 
 

  4.4.1. Associação da Periodontite com Patologias do Sistema 

Reprodutor Feminino 

 

 A manutenção da saúde oral e periodontal é preponderante durante a idade 

reprodutiva da mulher (Yildiz Telatar et al., 2021), uma vez que a doença periodontal e a 

inflamação sistémica inerente à mesma podem ter um grande impacto na fertilidade 

feminina (Fogacci et al., 2016; Machado, Lopes, et al., 2020). Ao longo dos últimos anos 
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têm sido colocadas várias hipóteses que expliquem esta associação, sendo de consenso 

geral que a inflamação sistémica de baixo grau associada à periodontite tem efeitos nos 

tecidos do endométrio (Johnson et al., 2010).  

 De acordo com a OMS, a infertilidade pode ser definida como a incapacidade de 

estabelecer uma gravidez após 12 meses de relação sexual desprotegida ou devido à 

diminuição da capacidade reprodutora de um indivíduo, seja individual ou com o seu 

parceiro (Zegers-Hochschild et al., 2009).  

 O mecanismo biológico inerente à inter-relação entre a periodontite e a 

infertilidade poderá estar relacionado com o aumento das citocinas pró-inflamatórias 

sistémicas e consequentemente uma diminuição do nível das citocinas anti-inflamatórias 

(Hajishengallis & Chavakis, 2021). Neste sentido, as citocinas pró-inflamatórias e o stress 

oxidativo alteram o ciclo de ovulações, a produção de hormonas esteróides, como o 

estrogénio e a progesterona e a ovulação propriamente dita (Snider & Wood, 2019). As 

citocinas da família da IL-1 encontram-se em destaque uma vez que reduzem a libertação 

de hormonas necessárias à ovulação, reduzindo, consequentemente, a fertilidade feminina 

(Fogacci et al., 2016). Paralelamente, a inflamação e o stress oxidativo são também 

considerados fatores que prejudicam a maturação meiótica e citoplasmática do oócito 

(Snider & Wood, 2019).  

 A periodontite aparentemente pode estar relacionada com outras patologias como 

síndrome dos ovários policísticos (Machado, Escalda, et al., 2020), endometriose 

(Thomas et al., 2018) e vaginose bacteriana (Escalda et al., 2021). Como referido 

anteriormente, a periodontite encontra-se ainda associada a outcomes negativos da 

gravidez  possíveis de observar na Figura 5, tais como baixo peso à nascença (low birth 

weight [LBW]) (Manrique‐Corredor et al., 2019), nascimentos prematuros (preterm birth 

[PTB]) e ainda tamanho pequeno para a idade gestacional dos recém-nascidos (small for 

gestational age [SGA]) (Zhang et al., 2022). Apesar das evidências apontarem para uma 

associação, o mecanismo biológico ainda não está devidamente explicado. 

 No que toca aos efeitos da periodontite sobre orgãos reprodutores femininos, a 

literatura é escassa. Neste sentido, os modelos animais assumem uma importância 

preponderante na medida em que permitem avaliar e esclarecer os mecanismos biológicos 

inerentes à periodontite bem como a sua interligação com patologias sistémicas (Rojas et 

al., 2021). 



Introdução 

25 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 5 | A periodontite encontra-se associada a outcomes negativos da gravidez (Pessolano et al., 2020). 

 

5. IMPORTÂNCIA DOS MODELOS ANIMAIS NO ESTUDO DA 

PERIODONTITE 

 
 O estudo da patofisiologia da periodontite constitui um desafio dada a sua natureza 

multifatorial.  Assim, devido à variabilidade humana e às limitações éticas associadas aos 

estudos em humanos, o estudo da periodontite através de modelos animais é cada vez 

mais recorrente (de Molon et al., 2018; Rojas et al., 2021). 

 Ao longo dos últimos anos, com o objetivo de aprofundar o conhecimento acerca 

da periodontite, têm sido desenvolvidos diversos estudos em modelos animais com os 

mais variados outcomes (Graves et al., 2012). Este tipo de modelos apresenta a vantagem 

de conseguir mimetizar os processos que ocorrem no ser humano, isto é, in-vivo. No 

entanto, os modelos animais apresentam algumas limitações, sendo que na maioria das 

vezes são menos relevantes do que as que são encontradas em estudos in-vitro, nos quais 

as células são tipicamente alvo de estudo numa superfície plástica (Graves et al., 2012). 

 Os roedores partilham com o ser humano características referentes à doença 

periodontal, tais como a colonização bacteriana e a suscetibilidade para a periodontite 

experimentalmente induzida (de Molon et al., 2016). Através destes modelos animais é 

possível esclarecer os mecanismos biológicos associados à periodontite bem como testar 
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possíveis terapêuticas relevantes no tratamento da mesma (Abe & Hajishengallis, 2013). 

Uma grande parte destes estudos não inclui a indução de periodontite propriamente dita 

mas sim a introdução via subcutânea, intravenosa ou intra-amniótica de patógenos 

periodontais ou dos seus sub-produtos, verificando-se níveis aumentados de citocinas 

pró-inflamatórias (Suh et al., 2019), inflamação uterina e contagem de leucócitos 

aumentada no líquido amniótico e no sangue arterial umbilical (Fogacci et al., 2016). 

 Outras vantagens estão relacionadas com fatores económicos, fácil manuseamento 

do modelo animal, curto período de gestação e desenvolvimento de um processo 

inflamatório periodontal altamente reprodutível (Rojas et al., 2021). 

 

 

  5.1. Métodos de Indução de Periodontite em Ratos 

 
 Existem vários métodos de indução de periodontite descritos na literatura, tais 

como utilização de sonda esofágica (Marchesan et al., 2018; Rojas et al., 2021), injeção 

de lipopolissacarídeo (LPS) (Graves et al., 2012; Pereira et al., 2019; Rojas et al., 2021), 

inoculação oral e retal de periodontite, inoculação periodontal de antígenos bacterianos 

isolados, indução química, método calvário (Rojas et al., 2021), infeção bacteriana com 

Aggregatibacter actinomycetemcomitans (A. actinomycetemcomitans) e ligaduras 

colocadas abaixo do ponto de contacto em dentes molares (Pereira et al., 2019; Rojas et 

al., 2021; Suh et al., 2019). 

 A indução de periodontite através de sonda esofágica consiste na inoculação de 

uma bactéria humana no animal (Marchesan et al., 2018). As bactérias mais comumente 

utilizadas são Porphyromonas. Gingivalis (P. Gingivalis), A. actinomycetemcomitans e 

Fusobacterium nucleatum (F. nucleatum) ou combinações de várias estirpes bacterianas 

(Rojas et al., 2021). A principal limitação desta técnica é a falta de previsibilidade na 

magnitude da perda óssea quando comparada com o método de ligadura nos molares 

(Marchesan et al., 2018; Rojas et al., 2021). Este fator está dependente da bactéria 

utilizada bem como do tipo de roedor, o que sugere que a interação do hospedeiro e os 

fatores microbianos determinam o início e a progressão da doença (de Molon et al., 2016). 

Assim, este método foi estabelecido como não totalmente eficaz na indução de 

periodontite (Rojas et al., 2021). 
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 A indução de periodontite através de injeção de LPS é realizada diretamente na 

gengiva interproximal do palato, entre o primeiro, o segundo e o terceiro molares 

superiores (Rojas et al., 2021). Este método provoca um aumento da expressão de 

citocinas pró-inflamatórias (Suh et al., 2019), migração apical do epitélio juncional e 

ativação da osteoclastogénese (Rojas et al., 2021), resultando numa reabsorção óssea 

alveolar (Graves et al., 2012). A principal vantagem é o controlo sobre o estímulo 

patogénico dado não existir a variável colonização (Graves et al., 2012). No entanto, é 

necessário um regime de injeção bastante repetitivo, em média de 2 a 3 vezes por semana 

(Rojas et al., 2021). Além disso, este método promove uma baixa inflamação sistémica e 

reabsorção alveolar quando comparada com o método de ligadura, conferindo-lhe 

portanto uma limitação (Rojas et al., 2021). 

 O método de inoculação de periodontite via oral e retal é caracterizado por uma 

aplicação tópica, pelo que apresenta a vantagem de minimização de trauma da mucosa e 

de ser passível de ser administrado sem anestesia, promovendo uma inflamação 

periodontal e uma reabsorção óssea alveolar compatível com uma periodontite crónica 

(Rojas et al., 2021). Como limitações verifica-se a possibilidade de estarmos perante uma 

disbiose intestinal/fecal e não propriamente associada a periodontite (Rojas et al., 2021).  

 Em relação à técnica de indução química de periodontite esta pode ser conseguida 

através da ingestão oral de ácido 2,4,6-trinitrobenzóico (TNBS) e/ou de dextran sulfato 

de sódio (DSS). Apresenta a vantagem de não necessitar de anestesia, no entanto, tem 

como grande limitação o facto de não promover a interação bactéria-hospedeiro 

característica da periodontite pelo que não é considerado um bom método de indução da 

doença (Rojas et al., 2021). 

 No método de inoculação calvária de periodontite verifica-se uma inoculação 

subcutânea, frequentemente P. gingivalis, entre as orelhas e os olhos do roedor (Rojas et 

al., 2021). Apresenta como vantagens o facto de promover uma inflamação subcutânea 

aguda e uma rápida absorção óssea alveolar (Marchesan et al., 2018).  

 Relativamente à infeção bacteriana com A. actinomycetemcomitans, é de ter em 

consideração que esta apresenta uma capacidade bastante diminuta em aderir a superfícies 

pelo que pode existir dificuldade em conseguir que ocorra infeção (Graves et al., 2012). 

Em estudos realizados com A. actinomycetemcomitans, com fins de determinação de 

reabsorção óssea e resposta sistémica do hospedeiro à infeção, verificou-se uma elevada 

contagem de linfócitos, células B e CD4, IL-2, IL-1 e TNF-α, observando-se ainda perda 

óssea (Graves et al., 2012). 
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 Assim, verifica-se que embora existam diversos métodos de indução de 

periodontite a maioria apresenta um grande número de limitações (Rojas et al., 2021). A 

técnica que melhor mimetiza a periodontite e os seus mecanismos moleculares em seres 

humanos é através da colocação de ligaduras nos dentes molares (de Molon et al., 2018; 

Fogacci et al., 2016). 

 A indução de periodontite através de ligaduras consiste na colocação de ligaduras, 

sejam estas de seda, nylon ou algodão, em redor dos dentes molares do roedor (Figura 5) 

(Rojas et al., 2021). Deste modo, assiste-se a uma maior retenção de placa bacteriana, o 

que estimula a colonização bacteriana e consequentemente a que se verifiquem condições 

semelhantes às observadas em doentes periodontais humanos (de Molon et al., 2018). A 

interação bactéria-hospedeiro observada com este método é compatível com o paradigma 

atual observado na patogénese da periodontite, em que a existência de uma disbiose 

provoca uma resposta imune de destruição óssea (Rojas et al., 2021).  

 Este método de indução da doença é considerado o que melhor mimetiza a 

periodontite e os seus mecanismos moleculares em seres humanos (Figura 6) (Gao et al., 

2022; Pereira et al., 2019). Apresenta várias vantagens quando comparada com outras 

técnicas de indução de doença periodontal uma vez que requer equipamentos menos 

especializados, não necessita de uma técnica para o cultivo de bactérias anaeróbias e pode 

levar à rápida indução da doença, levando a uma perda óssea previsível e localizada, para 

além de apresentar um baixo custo e manipulação eficiente (Fogacci et al., 2016; Lin et 

al., 2021; Pereira et al., 2019). No entanto, apresenta algumas desvantagens tais como a 

complexa técnica da colocação da ligadura devido ao pequeno tamanho da cavidade oral 

dos roedores (Rojas et al., 2021), possibilidade de perda espontânea da ligadura durante 

o tempo experimental (Lin et al., 2021; Pereira et al., 2019) ou trauma da mucosa 

(Marchesan et al., 2018). De forma a ultrapassar estas dificuldades, são necessários 

operadores experientes e qualificados (Rojas et al., 2021). Quando comparadas as 

técnicas de ligadura e de indução de periodontite por LPS verifica-se que a segunda está 

associada a uma ativação tardia das vias de sinalização quando comparadas com o modelo 

de ligadura (Garcia de Aquino et al., 2009).  

 Na utilização deste protocolo de indução de periodontite verificam-se condições 

clínicas características da periodontite tais como inflamação do tecido gengival (de 

Molon et al., 2018; Fogacci et al., 2016; Rojas et al., 2021) e perda óssea significativa a 

partir do 6º dia de procedimento (de Molon et al., 2018; Rojas et al., 2021). A partir do 

6º dia e até ao 12º dia observou-se uma absorção óssea progressiva devido à ativação da 
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osteoclastogénese por parte do hospedeiro (Marchesan et al., 2018). Por outro lado, existe 

um aumento expressivo no número de citocinas pró-inflamatórias (nomeadamente o 

TNF-α e IL-6) (Suh et al., 2019) e de citocinas ósseas (nomeadamente o RANKL e 

osteoprotegerina [OPG]) associadas à reabsorção óssea (de Souza et al., 2011). A nível 

histológico, observa-se uma diminuição do número de fibroblastos e na densidade de 

colagénio presente no tecido conjuntivo (de Souza et al., 2011). A nível sistémico, existe 

um aumento dos fatores de inflamação aquando da indução de periodontite com recurso 

a ligaduras (Suh et al., 2019). 

 

 
  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Figura 6 | Colocação de ligadura como método de indução de periodontite (Gao et al., 2022). 
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  5.1.1. Estudos em animais relacionando a periodontite com patologias 

inflamatórias sistémicas 

 
 Em relação aos estudos acerca da periodontite e a sua associação com patologias 

sistémicas estes sugerem uma íntima relação devido à inflamação sistémica inerente à 

instalação da doença (Suh et al., 2019). 

Diferentes estudos mostram uma estreita relação entre a inflamação associada à 

periodontite e as doenças vasculares ateroscleróticas (Rojas et al., 2021). Num estudo 

realizado através da injeção de LPS de P. gingivalis em ratos saudáveis, verificou-se a 

presença de níveis elevados de células inflamatórias circulantes, estando os níveis séricos 

de IL-6 aumentados (Leira et al., 2020), assemelhando-se portanto ao que se observou 

num outro estudo, realizado por Rojas e colaboradores (2021), que utilizou o mesmo 

método de indução da doença mas desta vez em murganhos apresentando uma 

hiperlipidémia e em que se verificou um desenvolvimento de placas ateroscleróticas. 

Estudos em modelos animais demonstram ainda uma associação entre a 

periodontite e patologias hepáticas. Vasconcelos e colaboradores (2017), induziu 

periodontite através do método de ligadura e verificou efeitos sistémicos nos tecidos 

hepáticos, nomeadamente  esteatose microvesicular. O mecanismo biológico sugerido 

pelos autores prende-se ao aumento do stress oxidativo e peroxidação lipídica devido à 

diminuição de pericitos (Vasconcelos et al., 2017).  

 A relação entre a diabetes mellitus com a periodontite também foi explorada em 

modelos animais, sendo de consenso geral que apresentam uma relação bidirecional 

(Lalla & Papapanou, 2011).  Lalla e Papapanou (2011) verificaram que a diabetes mellitus 

conduz  a um aumento da degradação dos tecidos periodontais, reduzindo a quantidade 

de colagénio  presente nos mesmos (Lalla & Papapanou, 2011).  

 Referente ao tema desta tese, Fogacci e colaboradores (2016), num estudo 

envolvendo 40 ratos fêmea, refere que a inflamação sistémica induzida pela periodontite 

interfere na fertilidade das fêmeas.  Neste estudo, verificou-se que dos 27 animais do 

grupo experimental, em que foi induzida a doença, apenas 11 conseguiram engravidar 

numa primeira tentativa. Posteriormente, foi realizada uma segunda tentativa e aqui os 

resultados são ainda mais flagrantes uma vez que de 16 animais apenas 1 conseguiu 

engravidar. Por outro lado, no grupo controlo, dos 13 animais existentes apenas 1 não 

engravidou após as duas tentativas, mostrando que existe uma relação entre a periodontite 

e a fertilidade ainda pouco esclarecida (Fogacci et al., 2016). 
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 Uma vez que se verifica uma escassez de literatura relativamente aos efeitos e 

consequências da indução de periodontite na inflamação sistémica e, mais 

especificamente, nos órgãos reprodutores femininos, a presente tese tem como objetivo 

avaliar a plausibilidade biológica da possível associação entre a periodontite e as 

alterações histopatológicas e inflamatórias nos órgãos reprodutores femininos em modelo 

animal de roedor. 
  
  



Efeito da Indução de Periodontite nos Órgãos Reprodutores Femininos e Inflamação Sistémica em Ratos 

 32 

 
 
 
 
 
 
 
 
 



Materiais e Métodos 

33 
 

II. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 2.1. Ética 

 
 O presente estudo insere-se no projeto “Periodontal Health and Fertility in Rats” 

(PETIT). A experiência foi realizada nas instalações do Biotério do Campus do Lumiar 

da Faculdade de Farmácia da Universidade de Lisboa (Portugal), um laboratório de 

roedores de referência nacional e licenciado onde todos os protocolos experimentais são 

conduzidos de acordo com a Direção Geral de Medicina Veterinária e Alimentar 

(DGAV).  

 O presente projeto foi previamente avaliado e aprovado pela Comissão de Ética 

do Órgão Responsável pelo Bem-Estar Animal (ORBEA – anexo 1), sendo 

posteriormente ratificado pela comissão de Ética Egas Moniz (processo nº 68/22 – anexo 

2). 

 

  2.2. Caracterização da Amostra 

 
A Figura 7 apresenta a forma como a amostra do estudo (14 modelos animais) está 

distribuída no seguimento desta investigação. Assim, num total de 14 animais, 4 

pertencem ao grupo controlo e nos restantes é realizado um protocolo de indução de 

periodontite de 21 dias (5 Ratos Wistar) e outro de 28 dias (5 Ratos Wistar). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 7 | Amostra do estudo – grupo controlo e grupo experimental. 
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 2.3. Cuidado Animal 

 
 O presente estudo incidiu sobre catorze ratos fêmeas Wistar, sistemicamente 

saudáveis, de 12 semanas de idade, com peso entre 217.00-257.80 gramas. Os animais 

foram alojados em gaiolas em grupos de 4 e 5 ratos, num ambiente estável e controlado 

(temperatura de 23oC, com uma humidade relativa do ar de 40%, ciclo claro-escuro de 12 

horas) e com livre acesso a alimento e água. 

 

 2.4. Indução de Periodontite 

 
 Os ratos fêmea foram distribuídos de forma aleatória num grupo controlo e num 

grupo experimental. Todos os animais do grupo de indução de periodontite foram 

anestesiados com cetamina a 100mg/kg e xilazina intraperitonial a 10mg/Kg, numa 

proporção de 2:1, previamente à colocação de ligaduras.  

 Foram definidos previamente dois protocolos de durações distintas, um de 21 dias 

e outro de 28 dias. A indução de periodontite foi realizada através da colocação de 

ligadura de seda 5-0 ao redor do segundo molar superior bilateral (Abe & Hajishengallis, 

2013). A sutura foi introduzida e fixada suavemente para evitar danos periodontais e orais. 

No protocolo de 28 dias, o posicionamento das ligaduras foi avaliado 15 dias após a 

colocação inicial, sendo os ratos submetidos a anestesia como anteriormente referido. As 

ligaduras permaneceram em todos os ratos ao longo de todo o período experimental.   

 Aos 21 e 28 dias os animais foram novamente anestesiados, como referido 

anteriormente, e foram eutanasiados através de deslocação cervical. De seguida, uma 

parte da maxila foi processada e analisada para análise macroscópica e a outra foi 

processada e analisada para análise para análise macroscópica. 

 

  2.5. Processamento e Análise Macroscópica da Reabsorção Óssea Alveolar 

 
 Com o objetivo de verificar se a indução de periodontite levou à reabsorção óssea 

alveolar foi medida macroscopicamente a perda óssea alveolar nas superfícies vestibular 

e palatina dos molares maxilares (de Molon et al., 2018).  

 As amostras foram colocadas em peróxido de hidrogénio a 3% durante 24 horas 

de modo a facilitar a remoção dos tecidos periodontais moles remanescentes. De seguida 

as amostras foram colocadas em etanol (70%) até que seguissem para avaliação 
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macroscópica (de Molon et al., 2018). As amostras de osso foram retiradas e foram secas, 

e, em seguida, as mesmas foram submersas em azul de metileno (0.7 g/L) durante cerca 

de cinco minutos e posteriormente lavadas abundantemente com água (de Molon et al., 

2018). 

 Através da utilização de um estereomicroscópio com ampliação de 20x foram 

obtidas fotografias das superfícies vestibular e palatina previamente coradas. A distância 

da junção amelocementária (JAC) à crista óssea alveolar foi medida em seis localizações 

nos segundos molares (mésio-vestibular, centro-vestibular, disto-vestibular, mésio-

palatino, centro-palatino e disto-palatino) (de Molon et al., 2018) através do programa 

ImageJ (https://imagej.net/ij/index.html). 

 

  2.6. Processamento e Análise Histológica 

 
 Os órgãos reprodutores femininos (útero, ovários e trompas de Falópio) e as 

amostras de tecido da maxila foram recolhidos e fixados em formol tamponado a 10%. 

As amostras foram posteriormente seccionadas e embebidas em parafina, obtendo-se 

cortes de 5 μm de espessura. De seguida, foram coradas com hematoxilina e eosina (HE) 

para avaliação histológica (de Molon et al., 2018), por um avaliador especializado e 

blindado. As amostras acima referidas foram pontuadas tanto para a inflamação como 

para a necrose.  

 Relativamente à condição inflamatória, os tecidos foram avaliados consoante o 

número de células inflamatórias (células polimorfonucleares e mononucleares) presentes 

por campo de 40x de ampliação. Utilizou-se o seguinte sistema de pontuação: 1 

(nenhuma) para menos de 10 células inflamatórias, 2 (leve) entre 10 a 50 células 

inflamatórias, 3 (moderado) entre 51 a 100 células inflamatórias, e 4 (grave) quando se 

observaram mais de 100 células inflamatórias (Tabela 1).  

 No que toca à necrose, os tecidos foram avaliados com uma ampliação de 10x e a 

pontuação numérica foi atribuída de acordo com a extensão da camada de tecido 

necrótico. Utilizou-se o seguinte sistema de pontuação: 1 (nenhum) 0-25%, 2 (leve) 25-

50%, 3 (moderado) 50-75% e 4 (grave) 75-100% (Tabela 1).  
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Tabela 1 | Tabela de pontuação para a inflamação e necrose. 
 

SCORE INFLAMAÇÃO 
(Nº de Células Inflamatórias) 

NECROSE 
(%) 

1 (Nenhum) <10 0 a 25 

2 (Leve) 10 a 50 26 a 50 

3 (Moderada) 51 a 100 51 a 75 

4 (Grave) >100 76 a 100 

 

 

  2.7. Análise Sanguínea 

 
 Aos 21 e 28 dias de experiência, cada grupo experimental e respetivos controlos 

foram anestesiados como supramencionado e realizou-se a abertura da cavidade torácica 

de cada animal com bisturi e, utilizando uma agulha de calibre 22, realizou-se a colheita 

de cerca de 4000 μL de sangue venoso através de punção no ventrículo esquerdo. As 

amostras de sangue foram colocadas em dois tipos de tubos: 1) tubo com ácido 

etilenodiamino tetra-acético (EDTA) e 2) tubo de gel (Vacutainer), e seguidamente, 

foram processadas e analisadas por um técnico de análises clínicas da Joaquim Chaves 

Saúde experiente e blindado. 

 Os níveis séricos de vários parâmetros sanguíneos utilizando tecnologias distintas: 

Citometria de Fluxo Fluorescente e Metodologia de SAFLAS para a determinação da 

percentagem de neutrófilos, linfócitos, monócitos e eosinófilos e contagem de IgA, IgM 

e IgG com os reagentes Lysercell® WDF e Fluorocell WDF; Citometria de Fluxo 

Fluorescente para a contagem diferencial de leucócitos e imunoglobulinas (IG), contagem 

de eritrócitos (RBC), contagem de plaquetas (PLT); Impedância e Foco Hidrodinâmico 

para a determinação da contagem de plaquetas (PLT), contagem de eritrócitos (RBC) e  

(HCT), através do Método de Sulfato Lauril de Sódio, livre de cianeto. O equipamento 

utilizado para a realização do hemograma foi o Sysmex XN10. 
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  2.8. Análise Estatística  

 
 As variáveis contínuas recolhidas para a perda de osso alveolar e o nível 

inflamatório histológico do periodonto e nos órgãos reprodutores femininos foram 

estimadas e comparadas às médias e desvio-padrão, dos grupos controlo e dos grupos 

experimentais de 21 dias e 28 dias de indução de periodontite através de ligaduras.  

 Para as análises sanguíneas, a análise estatística foi realizada usando o software R 

Studio. As estimativas das variáveis de interesse foram obtidas por bootstrap (n=10 000), 

técnica de reamostragem que permite estimar a distribuição amostral uma vez que a 

amostra de animais é pequena. Adicionalmente, o teste estatístico análise de variância 

(ANOVA) foi aplicado para avaliar a significância das diferenças entre os grupos. 

Seguidamente realizou-se a análise emparelhada em grupo análises distintas: 1) do grupo 

experimental dos 21 dias com o respetivo grupo controlo de 21 dias; 2) do grupo 

experimental dos 28 dias com o respetivo grupo controlo de 28 dias; e 3) do grupo 

experimental dos 21 e 28 dias. Adotou-se o nível de significância de 0.05, considerando-

se estatisticamente significativos os valores de p abaixo desse limite.  
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III. RESULTADOS 

 3.1. Análise Macroscópica da Reabsorção Óssea Alveolar  

 
Com o objetivo de perceber se a periodontite levou à reabsorção óssea alveolar 

foram obtidas fotografias das superfícies vestibulares e palatinas (Figura 8). 

Seguidamente, foi medida a distância da JAC à crista óssea alveolar em seis localizações 

nos segundos molares maxilares. 

Comparando os resultados do grupo controlo e do grupo experimental observa-se 

que os valores do último se encontram substancialmente aumentados em ambos os 

protocolos de 21 e 28 dias (Figura 9 e Tabela 2). 

Relativamente ao protocolo de indução de periodontite de 21 dias, e comparando 

com o respetivo controlo, é possível observar que, no grupo experimental, a localização 

com maior perda de osso alveolar é a disto-vestibular (0.67±0.17 vs 0.24±0.07), seguida 

da disto-palatina (0.65±0.09 vs 0.22±0.07). Por outro lado, a zona com menor perda de 

osso alveolar foi a centro-vestibular (0.47±0.21 vs 0.25±0.02).  

No que concerne ao protocolo de 28 dias comparando com o respetivo controlo 

(Figura 10), a localização com maior perda óssea alveolar é, em concordância com o 

protocolo de duração inferior, a disto-vestibular (0.58±0.34 vs 0.26±0.02). As outras 

localizações apresentaram medições inferiores e semelhantes entre si (0.44±0.11; 

0.46±0.24; 0.46±0.10; 0.47±0.14). 

Além disso, quando comparados os dois protocolos de indução de periodontite 

em roedores em termos de perda óssea total, os resultados do protocolo de 21 dias são 

mais expressivos, isto é, observa-se uma maior reabsorção óssea alveolar (0.57±0.15 vs 

0.49±0.19). 
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Figura 8 | Fotografias das superfícies vestibular e palatina obtidas através do estereomicroscópio referentes 
a ambos os protocolos (21 e 28 dias). 
 

 

 
Figura 9 | Gráfico representativo da perda óssea alveolar por localização nos grupos experimentais e nos 
grupos controlo. 
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Tabela 2 | Média dos resultados da perda óssea alveolar por localização e total, e respetivo desvio padrão.  

 

 

Grupo 

Média ± Desvio Padrão 

MV V DV ML L DL Total 

PD21 0.53 ± 0.14 0.47±0.21 0.67±0.17 0.55±0.13 0.53±0.10 0.65±0.09 0.57±0.15 

PD28 0.44±0.11 0.46±0.24 0.58±0.24 0.46±0.10 0.47±0.14 0.5±0.13 0.49±0.19 

Non-

PD21 
0.25±0.06 0.25±0.02 0.24±0.07 0.22±0.09 0.23±0.10 0.22±0.07 0.25±0.06 

Non-

PD28 
0.25±0.03 0.26±0.05 0.26±0.02 0.28±0.17 0.27±0.05 0.27±0.05 0.25±0.09 

MV – Mésio-Vestibular; V – Vestibular; DV – Disto-Vestibular; ML – Mésio-Lingual; L – Lingual; DL – 
Disto-Lingual. 

 

 

  3.2. Análise Histológica 
 

 Os órgãos reprodutores femininos e os fragmentos de maxila analisados foram 

pontuados para as condições de inflamação e necrose. 

 No que se refere aos órgãos reprodutores femininos, os ovários e as trompas de 

Falópio são as estruturas que apresentaram um menor score inflamatório (1), observando-

se menos de 10 células inflamatórias por campo de visão. Por outro lado, o útero é o órgão 

em que se verificou um maior número de células inflamatórias por campo de visão e 

consequentemente uma maior componente inflamatória. No protocolo de indução de 

periodontite de 21 dias verificou-se um número aumentado de células inflamatórias 

comparativamente ao grupo controlo (61.20±26.13 vs 45.5±14.85). Já no protocolo de 28 

dias também se observou uma maior contagem de células inflamatórias 

comparativamente ao grupo controlo (57.80±26.05 vs 47.5±14.85 vs 47.50±45.97). 

Comparando os dois protocolos é possível confirmar que o protocolo de menor duração 

(21 dias) apresentou resultados superiores para a inflamação (61.20±26.13 vs 

57.80±26.05), sendo o tipo celular predominante em ambos os eosinófilos. Comparando 

os dois protocolos de indução de periodontite em termos estatísticos, através do teste 

ANOVA, foi possível determinar uma variância de 0.07, não sendo, portanto, 

significativa. 
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 No que diz respeito ao periodonto, a inflamação subsequente da periodontite ativa 

é notória, estando neste caso os neutrófilos em destaque. Quando comparados os dois 

protocolos de indução de periodontite verifica-se que no protocolo de 21 dias o score 

inflamatório é mais alto comparativamente ao de 28 dias. Exemplo disto é que dos 5 

animais utilizados neste protocolo 4 destes apresentam um score de 4, indicando a 

presença de mais de 100 células inflamatórias por campo de visão. No que toca ao 

protocolo de 28 dias existe inflamação inerente, no entanto, com um score mais baixo. 

Este facto comprova a inflamação aguda presente numa fase inicial da doença que tende 

a estabilizar, daí a cronicidade ser uma das características da periodontite. 

 Em relação à condição necrótica das amostras estudadas verificou-se que tanto no 

grupo controlo como no grupo experimental o score foi de 1, indicando a presença de 

uma extensão de tecido necrosado entre 0 e 25%, sendo, portanto, irrisória. 

 

  3.3. Análise Sanguínea 

 
           Relativamente ao protocolo de indução de periodontite de 21 dias podemos 

verificar que existem componentes sanguíneos que apresentam uma maior expressividade 

sérica em condições de periodontite ativa comparativamente com o grupo controlo tais 

como os neutrófilos (15.76±4.68 vs 8.05±0.49), basófilos (0.14±0.31 vs 0.00±0.00), 

fosfatase alcalina (108.20±25.33 vs 68.50±13.44), antiestreptolisina (TASO) (2.63±3.36 

vs 1.20±1.41), IgA (1.46±0.30 vs 0.90±0.00). Por outro lado, existem parâmetros 

sanguíneos em que se verificou uma diminuição comparativamente ao grupo controlo tais 

como os linfócitos (82.62±4.39 vs 90.1±0.42), o estradiol (14.58±13.29 vs 24.4±24.89), 

progesterona (9.84±3.01 vs 14.15±9.69), ferro (419.00±45.74 vs 478.50±54.45) e ureia 

(42.34±2.38 vs 46.00±1.41). Em termos estatísticos, não foram verificadas diferenças 

estatísticas significativas (Tabela 3 e Figura 10).  

          No que toca ao protocolo de 28 dias também existem parâmetros sanguíneos que 

se encontram aumentados como os neutrófilos (13.10±8.62 vs 6.95±2.19), PCR 

(0.005±0.01 vs 0.000±0.00), TASO (5.78±9.32 vs 2.55±0.64) e IgG (73.38±8.45 vs 

59.5±0.71). Em oposição, os linfócitos (84.94±9.88 vs 91.5±2.55), o estradiol 

(14.94±12.71 vs 25.30±22.34) e a ureia (42.60±4.34 vs 45.5±0.71) encontram-se 

diminuídos em comparação com o grupo controlo. Em termos estatísticos, e tal como no 
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protocolo de menor duração, não se verificam diferenças estatísticas relevantes (Tabela 

3). 

          Quando comparados os dois protocolos verifica-se que no protocolo de 21 dias 

existem alguns parâmetros aumentados relativamente ao protocolo de 28 dias: contagem 

de plaquetas (627.60±131.19 vs 542.40±216.61), neutrófilos (15.76±4.68 vs 13.10±8.62), 

fosfatase alcalina (108.20±25.33 vs 60.60±11.55), creatinina quinase (CK) 

(1336.60±576.06 vs 1147.75±392.69) e IgG (93.32±20.70 vs 73.38±8.45). Por outro lado, 

no protocolo de 28 dias também se verificam alguns parâmetros aumentados, tais como: 

linfócitos (28 dias 84.94±9.85 vs 21 dias 82.62±4.39), T3 (131.60±12.83 vs 

123.30±15.35) e alanina aminotransferase (ALT) (49.60±21.62 vs 35.80±6.26) (Tabela 

3). 

 Em termos estatísticos, e recorrendo aos testes comparadores, verificaram-se 

algumas diferenças estatisticamente significativas quando comparados os dois protocolos 

de 21 e 28 dias. Assim, PCR (aos 21 dias 0.0034±0.00 vs aos 28 dias 0.005±0.01), com 

p=0.046; fosfatase alcalina (aos 21 dias 108.2±25.33 vs aos 28 dias 60.6±11.55), com 

p=0.0142; IgG (aos 21 dias 93.32±20.70 vs aos 28 dias 73.38±8.45), com p=0.043. 

Relativamente aos outros parâmetros analisados e utilizando os testes comparadores não 

se verificaram resultados estatisticamente significativos (Tabela 3). 

 

 

Figura 10 | Gráficos representativos dos níveis de vários componentes sanguíneos nos grupos 
experimentais e nos grupos controlos.  
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Tabela 3 | Resultados e análise estatística das análises sanguíneas efetuadas: média, desvio padrão, diferença de médias, p-value e intervalo de confiança 

 

 

Análise 

 

Média e Desvio Padrão 

 

Diferença de Médias 

 

p-value 

 

95% IC 

 

PD21 

 

C21 

 

PD28 

 

C28 

 

PD21 vs 

C21 

 

PD28 vs 

C28 

 

PD21 vs 

PD28 

 

PD21 vs 

C21 

 

PD28 vs 

C28 

 

PD21 vs 

PD28 

PD21 vs 

C21 

PD28 

vs C28 

PD21 

vs 

PD28 

Contagem 

Leucocitária 

(10^9/L) 

 

2.18±0.52 

 

2.19±0.74 

 

1.67±0.69 

 

 

2.78±2.41 

 

- 0.01 

 

- 1.10 

 

0.51 

 

0.95 

 

0.48 

 

0.27 

 

0.95 

 

0.48 

 

0.27 

Contagem de 

Eritrócitos 

(10^12/L) 

 

7.36±0.33 

 

6.98±0.76 

 

7.71±0.19 

 

7.66±0.45 

 

0.39 

 

0.05 

 

- 0.35 

 

0.48 

 

0.85 

 

0.09 

 

0.48 

 

0.85 

 

0.09 

Hemoglobina 

(g/dL) 

13.40±0.48 13.05±2.05 14.08±0.54 14.50±0.85 0.35 - 0.42 - 0.68 0.66 0.57 0.09 0.66 0.57 0.09 

Hematócrito 

(%) 

48.24±2.96 44.40±7.50 47.84±1.45 47.85±2.90 3.84 - 0.01 0.4 0.48 0.57 0.007 0.48 0.57 0.57 

Contagem de 

Plaquetas 

(10^9/L) 

 

627.60±131.19 

 

473.50±294.86 

 

542.40±216.61 

 

519.00±309.71 

 

154.1 

 

23.4 

 

85.2 

 

0.38 

 

1.00 

 

0.52 

 

0.38 

 

1.01 

 

0.52 

Neutrófilos 

(%) 

15.76±4.68 8.05±0.49 13.10±8.62 6.95±2.19 7.71 6.15 2.66 0.10 0.29 0.59 0.10 0.29 0.59 

Linfócitos 

(%) 

82.62±4.39 90.10±0.42 84.94±9.88 91.50±2.55 - 7.48 - 6.56 - 2.32 0.10 0.29 0.67 0.10 0.29 0.67 

Monócitos 

(%) 

1.28±0.33 1.35±0.21 1.22±0.64 0.90±0.00 - 0.07 0.32 0.06 0.85 0.66 0.95 0.85 0.66 0.96 

Eosinófilos 

(%) 

0.20±0.31 0.50±0.14 0.64±0.91 0.65±0.35 - 0.30 - 0.01 - 0.44 0.39 0.85 0.47 0.39 0.85 0.47 



Resultados 

45 
 

Basófilos 

(%) 

0.14±0.31 0.00±0.00 0.00±0.00 0.00±0.00          

Estradiol 14.58±13.29 24.4±24.89 14.94±12.71 25.3±22.34 - 9.82 - 10.36 - 0.36 0.38 0.49 0.10 0.38 0.49 0.99 

FSH <0.30±0.00 <0.30±0.00 <0.30±0.00 <0.30±0.00          

Progesterona 9.84±3.01 14.15±9.69 9.02±4.32 9.7±3.25 - 4.31 - 0.68 0.82 0.49 0.95 0.71 0.49 0.95 0.71 

TSH 0.005±0.00 0.005±0.00 0.005±0.00 Sem amostra          

T4 4.31±0.44 4.30±0.57 4.16±0.69 Sem amostra - 0.20 - 0.68 - 0.06 0.67 0.95 0.91 0.67 0.95 0.90 

Cortisol 2.30±0.70 2.20±0.28 2.26±0.55 2.90±0.99 0.10 - 0.64 0.04 0.86 0.48 0.95 0.86 0.48 0.95 

LH <0.30±0.00 <0.30±0.00 <0.30±0.00 <0.30±0.00          

T3 123.30±15.35 124.00±7.07 131.60±12.83 Sem amostra - 0.80 - 0.64 - 11.8 1.00 0.48 0.24 1.01 0.48 0.24 

PCR 0.0034±0.00 0.006±0.01 0.005±0.01 0.00±0.00 0.001 0.004 - 0.005 0.99 0.48 0.046 0.97 0.48 0.05 

Albumina 4.05±0.56 4.45±0.07 4.33±0.29 4.55±0.35 - 0.13 - 0.23 - 0.01 0.67 0.53 1.00 0.67 0.53 1.02 

Fosfatase 

Alcalina 

108.20±25.33 68.50±13.44 60.60±11.55 65.50±26.16 39.70 - 4.90 47.60 0.20 0.85 0.0142 0.20 0.85 0.01 

ALT 35.80±6.26 38.50±2.12 49.60±21.62 54.00±16.97 - 2.70 - 4.40 - 13.8 0.77 0.85 0.13 0.77 0.85 0.13 

Amilase 1696.60±258.01 1587.00±144.25 1762.80±238.92 1534.50±103.94 109.60 219.30 - 66.20 0.67 0.29 0.71 0.67 0.29 0.71 
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Amilase P 1440.60±211.90 1244.40±111.02 1534.25±167.69 1359.00±1350.0

0 

96.10 184.25 - 102.65 0.58 0.41 0.47 0.58 0.41 0.47 

AST 150.20±42.70 163.50±13.44 234.60±73.91 210.00±91.92 - 13.30 24.6 - 84.4 0.75 0.87 0.08 0.75 0.87 0.08 

Cálcio 2.85±0.21 2.80±0.01 2.72±0.15 Sem amostra 0.05 184.25 0.13 0.96 0.41 0.42 0.96 0.41 0.42 

CK 1336.60±576.06 1111.50±181.73 1147.75±392.69 1329.50±1112.4

3 

225.10 - 181.75 188.85 0.76 0.81 0.70 0.76 0.81 0.70 

Creatinina 0.47±0.05 0.46±0.01 0.48±0.02 0.50±0.02 0.01 - 0.03 - 0.01 0.96 0.38 0.88 0.96 0.38 0.88 

Ferritina <0.05±0.00 <0.05±0.00 <0.05±0.00 <0.05±0.00          

GGT <0.10±0.00 <0.10±0.00 <0.10±0.00 <0.10±0.00          

Ferro 419.00±45.74 478.50±54.45 424.25±78.39 423.00±14.14 - 59.50 1.25 - 5.25 0.29 1.00 0.91 0.29 1.03 0.91 

LDH 964.80±293.20 1073.00±74.95 987.00±82.25 860.50±218.50 - 108.20 126.50 - 22.20 0.57 0.41 0.87 0.57 0.41 0.87 

Lipase 6.32±0.15 

 

5.85±0.07 5.97±0.38 5.60±5.60 0.35 - 0.43 0.93 0.29 0.99 0.10 0.29 0.99 0.10 

Proteínas 

Totais 

5.90±0.55 6.15±0.07 6.06±0.29 6.20±0.28 - 0.25 - 0.14 - 0.16 0.66 0.87 0.68 0.66 0.87 0.68 

Ureia 42.34±2.38 46.00±1.41 42.60±4.34 45.50±0.71 - 3.66 - 2.9 - 0.26 0.20 0.38 0.95 0.20 0.38 0.95 

TASO 2.63±3.36 1.20±1.41 5.78±9.32 2.55±0.64 0.35 - 0.43 0.93 0.29 0.99 0.10 0.29 0.99 0.10 

IgA 1.46±0.30 0.90±0.00 1.14±0.26 1.80±0.42 0.56 - 0.66 0.32 0.10 0.20 0.15 0.10 0.20 0.15 
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PD21 – Grupo de indução de periodontite de 21 dias; C21 – Grupo controlo aos 21 dias; PD28 –Grupo de indução de periodontite de 28 dias; C28 – Grupo controlo aos 28 dias; 
FSH – Hormona folículo-estimulante; TSH – Hormona estimulante da tiróide; LH – Hormona luteínica; T3 – Triiodotironina; PCR – Proteína C Reativa; ALT – Alanina 
aminotransferase; AST - Aspartato Aminotransferase; CK – Creatinina Quinase; GGT – Gamaglutamiltransferase; LDH - Lactato Desidrogenase; TASO – Antiestreptolisina; 
IgA – Imunoglobulina A; IgM – Imunoglobulina M; IgG – Imunoglobulina G. 
 

IgM 6.70±3.29 5.00±1.13 6.44±2.11 5.85±0.35 1.70 0.59 0.26 0.77 0.95 0.91 0.77 0.95 0.91 

IgG 93.32±20.70 98.50±13.44 73.38±8.45 59.50±0.71 - 5.18 13.88 19.94 0.76 0.10 0.043 0.76 0.10 0.04 
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IV. DISCUSSÃO 

 4.1. Principais Resultados 

 
 O presente estudo demonstrou que a periodontite se encontra associada a 

reabsorção óssea alveolar bem como alterações dos parâmetros inflamatórios. Assim, 

verificou-se um aumento dos parâmetros inflamatórios, tanto a nível histológico como 

sanguíneo, ao nível do periodonto e dos órgãos reprodutores femininos.  

 Através da análise macroscópica da reabsorção óssea alveolar foi possível 

verificar que a periodontite tem consequências ao nível dos tecidos moles e duros do 

periodonto, lesando-os. Tal como se verificou em estudos anteriores comprovou-se que 

os ratos são um modelo animal viável no que toca à dinâmica remodelação óssea aquando 

da presença de periodontite ativa, sendo esta regulada pela osteoclastogénese (Wu et al., 

2020). De Molon e colaboradores (2018) verificaram, através do mesmo método de 

indução de periodontite, uma perda óssea alveolar generalizada, com especial destaque 

para as localizações distais, tal como o presente estudo corrobora (em disto-vestibular, 

aos 21 dias 0.67±0.17 vs 0.24±0.07; em disto-palatino, aos 21 dias 0.65±0.09 vs 

0.22±0.07; em disto-vestibular, aos 28 dias 0.58±0.34 vs 0.26±0.02; em disto-palatino, 

aos 28 dias 0.50±0.13 vs 0.27±0.05). Além disso, tal como em investigações anteriores, 

observou-se que a perda óssea foi mais evidente no protocolo de duração inferior 

comparativamente ao de maior duração, facto que atesta uma das principais 

características da periodontite, a sua cronicidade. Ao comparar estes resultados com 

estudos realizados anteriormente, verifica-se a existência de duas fases distintas no 

decorrer da doença: uma fase aguda, com uma crescente ativação dos osteoclastos e 

consequente destruição dos tecidos periodontais (que ocorre numa primeira instância) e 

uma fase crónica/de estabilização em que se verifica um decréscimo dos níveis de 

osteoclastos e um cessar da inflamação inerente à doença enquanto os tecidos tendem 

reposicionar-se numa posição mais apical (de Molon et al., 2018; Marchesan et al., 2018; 

O’Boyle et al., 2020; Wu et al., 2020).  

 No que toca à análise histológica, verificou-se uma inflamação inerente à 

existência de periodontite ativa, sendo esta bastante evidente no periodonto e no útero. 

Relativamente ao periodonto é possível verificar que o score inflamatório é maior no 

protocolo de 21 dias comparativamente ao de 28 dias, sendo os neutrófilos as células 

inflamatórias em destaque. O infiltrado de neutrófilos observado no periodonto relaciona-



Efeito da Indução de Periodontite nos Órgãos Reprodutores Femininos e Inflamação Sistémica em Ratos 

 50 

se com a inflamação aguda inerente à instalação da doença, sendo que estas células 

apresentam, para além de função antimicrobiana, um papel fundamental no início da 

modulação da resposta inflamatória e imunidade inata (Hajishengallis, 2020; McGlade et 

al., 2022; Wang et al., 2021). A plausabilidade do protocolo de 21 dias apresentar um 

score inflamatório maior do que o de 28 dias deve-se mais uma vez a uma possível 

estabilização da doença, com um cessar/diminuição da inflamação inerente (de Molon et 

al., 2018). No que concerne aos órgãos reprodutores femininos, comprova-se que a 

periodontite pode levar a uma inflamação dos mesmos. Dos órgãos em análise, as trompas 

de Falópio e os ovários apresentaram um score inflamatório baixo, com a presença de 

menos de dez células inflamatórias por campo de visão. Por outro lado, o útero foi o órgão 

mais afetado com a predominância eosinófilos, células especializadas que estão 

envolvidas no combate a vários tipos de infeções, inclusive infeções bacterianas, como é 

o caso da periodontite. No entanto, a presença de eosinófilos também pode ser associada 

a funções de homeostasia, nomeadamente na regulação do desenvolvimento das 

glândulas mamárias e preparação do útero para a gravidez (Marichal et al., 2017; 

Wechsler et al., 2021).  

 Também a nível sanguíneo se verificou um aumento da componente inflamatória, 

tanto a nível sistémico como dos órgãos reprodutores femininos. Tal como previsto 

verificou-se, em ambos os protocolos, um aumento da percentagem de neutrófilos, sendo 

que estes apresentam um papel fundamental na imunidade inata, e também em casos de 

inflamação crónica dado que contribuem para a resolução da condição infeciosa através 

da libertação de serina protease e ativação de células imunitárias (Cecoro et al., 2020; 

Herrero-Cervera et al., 2022; McGlade et al., 2022), estando portanto presentes nas várias 

fases inflamatórias, tanto aos 21 dias como aos 28 dias. Também a TASO, que é um 

exame indicador de infeção recente por streptococcus, se encontrava aumentada, algo 

expectável dada a etiologia da periodontite. Por outro lado, verificou-se uma diminuição 

de ureia, um biomarcador da função renal, em ambos os protocolos o que pode indicar 

uma possível disfunção renal associada à inflamação sistémica inerente à periodontite 

(Dörfer et al., 2017). 

 No protocolo de indução de periodontite de 21 dias, verificou-se um aumento dos 

níveis de fosfatase alcalina, um biomarcador de turn-over ósseo, comparativamente ao 

protocolo de maior duração (aos 21 dias 108.20±25.33 vs aos 28 dias 60.60±11.5), facto 

que podemos relacionar com a maior perda óssea alveolar observada no protocolo de 

menor duração aquando da análise macroscópica (Wu et al., 2020). Também neste 
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protocolo se observou um aumento dos níveis de IgA (21 dias 1.46±0.30 vs controlo 

0.90±0.00), algo expectável uma vez que esta é a principal imunoglobulina secretada pela 

mucosa oral, estando demonstrado que apresenta um papel ativo na proteção contra os 

patógenos da periodontite (Napimoga et al., 2011). Por outro lado, verificou-se uma 

diminuição dos níveis de ferro (21 dias 419.00±45.74 vs controlo 465.50±54.45), 

condição que acontece frequentemente em doentes periodontais devido a uma maior 

produção de células leucocitárias, levando a uma diminuição da contagem de eritrócitos 

e consequentemente a anemia ferropénica por défice de ferro (Nibali et al., 2019). 

 No que concerne ao protocolo de indução de periodontite de 28 dias, verificou-se 

um aumento dos níveis séricos de PCR (28 dias 0.005±0.01 vs controlo 0.00±0.00), uma 

proteína de fase aguda produzida pelo fígado que é secretada como resposta a situações 

de infeção ou dano tecidual (Machado et al., 2021). Ao compararmos a contagem de 

linfócitos do protocolo de 21 dias com a dos 28 dias verificamos que é ligeiramente 

superior no último (21 dias 82.62±4.39 vs 28 dias 84.94±9.88), facto que é plausível uma 

vez que os linfócitos estão associados a fases inflamatórias mais tardias e à imunidade 

adaptativa, em que existe a criação de anticorpos contra um determinado patógeno 

(McGlade et al., 2022); dado o aumento de linfócitos no protocolo de 28 dias era 

previsível um aumento de IgG dado que esta é produzida pelos linfócitos B.  

 Relativamente aos órgãos reprodutores femininos, é possível observar um 

aumento dos parâmetros inflamatórios com consequente diminuição dos níveis 

hormonais femininos. Assim, em ambos os protocolos, verificou-se uma diminuição tanto 

dos níveis de estradiol (aos 21 dias 14.58±13.29 vs controlo 24.40±24.89; aos 28 dias 

14.94±12.71 vs controlo 25.30±22.34) como de progesterona (aos 21 dias 9.84±3.01 vs 

controlo 14.15±9.69; aos 28 dias 9.02±4.32 vs 9.70±3.25).  

 Devido à escassez de literatura relativamente aos efeitos da periodontite nos 

órgãos reprodutores femininos é fundamental perceber qual o possível mecanismo 

biológico inerente a possível associação. Desta forma, esta inflamação pode estar 

relacionada com o aumento das citocinas pró-inflamatórias e a diminuição das citocinas 

anti-inflamatórias, que ao entrarem na circulação sistémica, afetam tecidos e órgãos que 

se encontram à distância, inclusive órgãos do sistema reprodutor feminino, levando a 

alterações do ciclo de ovulações e da produção de hormonas esteróides (Hajishengallis & 

Chavakis, 2021; Shi et al., 2019; Snider & Wood, 2019). O aumento destas citocinas pró-

inflamatórias, onde se incluem a TNF-α, IL-1β e IL-6, amplamente associadas à 

periodontitite, também estão relacionadas com uma disrupção do normal metabolismo 
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lipídico e da glucose, induzindo assim uma disfunção metabólica (Shi et al., 2019). Como 

resultado desta disfunção dá-se um aumento dos níveis de triglicéridos circulantes, que 

são armazenados nos adipócitos, provocando uma hipertrofia dos mesmos e 

consequentemente uma necrose induzida por hipóxia com infiltração de macrófagos 

circulantes nos adipócitos. Estes macrófagos promovem a secreção adicional de citocinas 

pró-inflamatórias levando a um consecutivo aumento da condição inflamatória (Snider & 

Wood, 2019). Por outro lado, as hormonas esteróides como a progesterona e o estradiol, 

são derivadas do colesterol e responsáveis por um conjunto de alterações estruturais, 

funcionais e de homeostasia que ocorrem no aparelho reprodutor feminino, incluindo no 

útero.  Desta forma, variações nos níveis de colesterol, associadas à disfunção metabólica 

lipídica, levam a alterações no processo de esteroidogénese, e consequentemente, a 

alterações nos níveis das mesmas (Yang et al., 2022), com implicações a nível uterino 

(Maliqueo et al., 2016).  

 É de ter em consideração que os níveis hormonais mesurados diferem consoante 

a fase do ciclo menstrual em que cada fêmea se encontrava, sendo que nos roedores o 

ciclo é bastante curto (cerca de quatro ou cinco dias), existindo portanto oscilações 

constantemente das concentrações hormonais (Marcondes et al., 2002). 

 

 4.2. Forças e Limitações 

 
 Ao longo da presente investigação verificaram-se algumas limitações, estando 

estas associadas, principalmente, ao modelo de estudo – modelos animais. Primeiramente 

é de referir que este tipo de modelo não nos permite mimetizar na sua totalidade a 

cronicidade da doença uma vez que os protocolos utilizados foram de duração média, ao 

contrário das patologias crónicas que apresentam uma progressão lenta e de longa 

duração. A utilização da técnica anestésica por injeção intraperitoneal pode ser fator 

confundente no que toca à inflamação uterina devido à proximidade com o órgão 

reprodutor. Por outro lado, os roedores apresentam um ciclo menstrual bastante curto com 

várias alterações ao nível hormonal, sendo, portanto, difícil determinar em que fase do 

mesmo se encontravam. Por último, é de destacar a complexidade da colocação das 

ligaduras uma vez que a cavidade oral dos animais é bastante pequena. É possível 

verificar este facto através da observação dos resultados da avaliação da perda óssea, que 

nos mostra que existe uma variação dentro da própria amostra, isto é, a reabsorção óssea 
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tende a revelar-se aumentada à medida que a experiência do operador foi aumentando 

com a colocação das ligaduras.  

 No entanto, é de sublinhar a fiabilidade deste modelo animal dado que apresenta 

bastantes semelhanças com o Ser Humano ao nível do início e progressão da doença, 

simulando os processos que ocorrem in vivo, sem o comprometimento ético associado 

aos estudos em humanos. Relativamente ao método escolhido para indução da doença – 

colocação de ligaduras – este foi amplamente descrito como aquele que melhor mimetiza 

a periodontite bem como os mecanismos moleculares inerentes ao desenvolvimento da 

mesma no Ser Humano. É ainda de destacar a perda óssea previsível e localizada, 

característica da periodontite. 

 

 

  4.3. Perspetivas Futuras 

 
             Dada a escassez de evidência científica no que concerne ao impacto da 

periodontite no aparelho reprodutor feminino existe a necessidade crescente de mais 

estudos, utilizando amostras animais mais amplas e de diferentes durações ao nível do 

protocolo de indução de periodontite. Através da utilização de um protocolo de maior 

duração seria possível reproduzir a cronicidade da periodontite. Também seria de 

relevância clínica a utilização de animais com outro tipo comorbilidades uma vez que a 

periodontite apresenta fatores de risco, nomeadamente a idade, estando esta associada 

obviamente a uma menor eficácia do sistema imunitário. É ainda importante perceber e 

comprovar se estas alterações nos órgãos reprodutores femininos terão consequências ao 

nível da fertilidade e se estarão relacionadas com outcomes negativos da gravidez. De 

modo a evitar a inflamação subsequente da injeção intraperitoneal, seria interessante a 

utilização de outro tipo de anestesia, como por exemplo, através da técnica anestésica 

inalatória.  
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V. CONCLUSÃO 

 Os resultados obtidos neste estudo demonstram um aumento dos parâmetros 

inflamatórios tanto ao nível do periodonto como do útero, corroborando a relação entre a 

periodontite e a inflamação sanguínea e dos órgãos reprodutores femininos. Ainda que a 

nível estatístico não se verifiquem variações sanguíneas significativas, os presentes 

resultados parecem demonstrar uma consequência da periodontite no endométrio, 

podendo abrir novas linhas de investigação relativas à importância dos cuidados de saúde 

periodontal na saúde sistémica e na saúde do aparelho reprodutor feminino. 
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ANEXOS 

Anexo 1 – Aprovação do projeto pela Comissão de Ética do Órgão Responsável pelo 

Bem-Estar Animal (ORBEA). 

 

 
 
 
Anexo 2 – Aprovação do projeto pela Comissão de Ética Egas Moniz. 
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Anexo 3 – Aprovação de utilização de imagem referente à Figura 1. 
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Anexo 4 – Aprovação de utilização de imagem referente à Figura 2. 
 
 
 
 

  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 5 – Aprovação de utilização de imagem referente à Figura 3. 
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Anexo 6 - Aprovação de utilização de imagem referente à Figura 4. 

 
 
 
 
 
Anexo 7 – Aprovação de utilização de imagem referente à Figura 5. 
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Anexo 8 – Aprovação de utilização de imagem referente à Figura 6.  
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