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RESUMO 
 

 
 
 
 

As Porphyromonas gingivalis estão presentes em várias formas de 

doenças periodontais. Ainda que uma associação entre a ação sinergista das 

P.gingivalis e doenças cardiovasculares tenha sido sugerida, os efeitos das 

bactérias P. gingivalis como etiologia ainda não foram esclarecidos. O objetivo 

do presente estudo foi avaliar se a inoculação sistêmica de P. gingivalis poderia 

induzir remodelamento cardíaco em ratos. Foram utilizadas 33 ratas de 

linhagem Wistar, os animais foram distribuídos nos seguintes grupos 

experimentais: Sem inoculação de P. gingivalis: Inoculação de 1x108 UFC/mL 

de P. gingivalis: Inoculação de 3x108 UFC/mL de P. gingivalis. Inicialmente 

realizaram uma coleta de sangue basal e um ecocardiograma inicial em todos 

os animais, ezecutaram uma coleta de sangue após sessenta minutos da 

primeira e segunda inoculação, no décimo quinto dia os animais inoculados 

receberam a segunda inoculação de P. gingivalis. No vigésimo nono dia os 

animais foram submetidos a última coleta de sangue e ao último 

ecocardiograma, no trigésimo dia, procedeu a hemodinâmica e a coleta dos 

tecidos em todos os grupos experimentais. Os resultados demonstraram que 

animais inoculados com maior concentração bacteriana 3x108 UFC/mL 

apresesntaram um aumento na temperatura retal, uma redução do TRIV 

(Tempo de relaxamento isovolumétrico), teor de água no pulmão, exibiram - 

dP/dt menor e PD2 maior, um aumento da necrose miocardica pelo CK-MB e 

pelos dados histológicos hematosina-eosina, um teor de colágeno pela 

coloração tricomo de masson, Intensificação do padrão em “escada” da 

fragmentação do DNA, aumento dos níveis de MDA (Malondialdeido) e 

proteinas oxidadas no miocárdio e a presença da expressão de macrófagos no 

miocárdio. Concluiram que animais inoculadas com 3x108 UFC/mL evoluíram 

com congestão disfunção sistólica e diastólica do VE, necrose, apoptose e 

fibrose miocárdica, aumento do estresse oxidativo e infiltrado inflamatório de 

macrófagos no miocárdio. 

Palavras-chaves: Porphyromonas gingivalis, Coração, Doenças 

cardiovasculares, inflamação. 



ABSTRACT 
 

 
 
 

Porphyromonas gingivalis are present in various forms of periodontal 

diseases. Although an association between the synergistic action of P.gingivalis 

and cardiovascular diseases has been suggested, the effects of P. gingivalis 

bacteria as a cause have not yet been clarified. The aim of the present study 

was to evaluate whether the systemic inoculation of P. gingivalis could induce 

cardiac remodeling in rats. 33 rats of Wistar lineage were used, the animals 

were distributed in the following experimental groups: Without inoculation of P. 

gingivalis: Inoculation of 1x108 UFC / mL of P. gingivalis: Inoculation of 3x108 

UFC / mL of P. gingivalis. Initially, they performed a basal blood collection and 

an initial echocardiogram in all animals, and performed a blood collection sixty 

minutes after the first and second inoculation, on the fifteenth day the inoculated 

animals received the second inoculation of P. gingivalis. On the twenty-ninth 

day, the animals underwent the last blood collection and on the last 

echocardiogram, on the thirty-th day, hemodynamics and tissue collection were 

performed in all experimental groups. The results showed that animals 

inoculated with a higher bacterial concentration 3x108 CFU / mL showed an 

increase in rectal temperature, a reduction in TRIV (Isovolumetric relaxation 

time), water content in the lung, exhibited a lower -dP / dt and a greater PD2, an 

increase of myocardial necrosis by CK-MB and hematosin-eosin histological 

data, a collagen content by trichome staining, intensification of the “ladder” 

pattern of DNA fragmentation, increased levels of MDA (Malondialdehyde) and 

oxidized proteins in the myocardium and the presence of macrophage 

expression in the myocardium. They concluded that animals inoculated with 

3x108 UFC/ mL evolved with LV systolic and diastolic dysfunction, necrosis, 

apoptosis and myocardial fibrosis, increased oxidative stress and inflammatory 

infiltrate of macrophages in the myocardium. 

 
 

Keywords: Porphyromonas gingivalis, Heart, Cardiovascular diseases, 

inflammation. 
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1. CONTEXTUALIZAÇÃO 

A doença periodontal (DP) caracteriza-se por infecção crônica 

consequente a níveis elevados de bactérias gram-negativas com períodos de 

exacerbação e de remissão. O fator causal corresponde ao acúmulo de 

componentes microbianos do biofilme dental no interior dos tecidos do 

periodonto, levando a destruição das estruturas periodontais, incluindo tecidos 

de suporte, ossos e ligamentos (PETERSEN; BOURGEOIS; OGAWA; 

ESTUPINAN-DAY et al., 2005). 

A agressão microbiana aos tecidos periodontais é determinada 

principalmente por bactérias gram-negativas, conhecidas como 

periodontopatogênicas, tais como Actinobacillus actinomycetemcomitans, P. 

gingivalis, Tanerella forsythensis e Treponema denticola (O'BRIEN-SIMPSON; 

VEITH; DASHPER; REYNOLDS, 2004; SOCRANSKY; HAFFAJEE; CUGINI; 

SMITH et al., 1998). A respeito da P. gingivalis, a bactéria é presente em  

várias formas de doenças periodontais e sua patogenicidade depende de 

fatores de virulência, incluindo fímbrias, lipopolissacarídeos e produção de 

toxinas. O resultado é colonização da placa subgengival com consequente 

invasão e destruição dos tecidos (BAINBRIDGE; DARVEAU, 2001). A 

participação da P. gingivalis na doença periodontal pode ser exemplificada em 

estudo conduzido na Tailândia, em que a bactéria estava presente na placa 

subgengival de 62% dos 479 indivíduos sem ou com periodontite leve e 96% 

dos 849 casos com periodontite severa (TORRUNGRUANG; 

JITPAKDEEBORDIN; CHARATKULANGKUN; GLEEBBUA, 2015). 

O desfecho principal das doenças periodontais é a perda dentaria, 

porém, há evidências que associam a periodontite com o desenvolvimento de 

doenças cardiovasculares, incluindo acidente vascular cerebral, aterosclerose, 

endocardite, infarto do miocárdio, miocardite e insuficiência cardíaca 

(BRODALA; MERRICKS; BELLINGER; DAMRONGSRI et al., 2005; CHEN; 

CHEN; YANG; WU et al., 2007; FRIEDEWALD; KORNMAN; BECK; GENCO et 

al., 2009; GAUDILLIERE; CULOS; DJEBALI; TSAI et al., 2019; LI; MESSAS; 

BATISTA; LEVINE et al., 2002; MUSTAPHA; DEBREY; OLADUBU; UGARTE, 

2007;  NAKAYAMA,  2010;  PIHLSTROM;  MICHALOWICZ;  JOHNSON, 2005; 

SUZUKI;  SATO;  KANEKO;  YOSHIDA  et  al.,  2017).   Além  disso,  estudos 
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experimentais documentaram piora do remodelamento cardíaco em roedores 

com constrição da aorta (SEKINISHI; SUZUKI; AOYAMA; OGAWA et al., 2012) 

e hiperatividade adrenérgica com isoproterenol (SATO; SOLANAS; PEIXOTO; 

BEE et al., 2017) inoculados com dois importantes patógenos periodontais 

(Aggregatibacter actinomycetemcomitans e P. gingivalis). O tema assumiu 

relevância real em 2012, quando a associação americana do coração publicou 

um documento que suporta a associação entre doença periodontal e 

aterosclerose independente dos fatores de confusão conhecidos (LOCKHART; 

BOLGER; PAPAPANOU; OSINBOWALE et al., 2012). 

As informações precedentes conduzem a acreditar que patógenos orais 

podem agir sinergicamente com doenças cardiovasculares para acentuar o 

remodelamento cardíaco. Todavia, não é conhecido se esses patógenos 

podem despertar este conjunto de alterações moleculares, celulares e 

intersticiais cardíacas, que se manifestam clinicamente por alterações no 

tamanho, massa, geometria e função do coração em sujeitos desprovidos de 

doença cardíaca pré-existente (AZEVEDO; POLEGATO; MINICUCCI; PAIVA et 

al., 2016). A presunção de que micro-organismo orais podem agir no miocárdio 

sadio tem fundamento em diversos estudos mostrando bacteremia basal em 

pacientes acometidos por doença periodontal (KINANE; RIGGIO; WALKER; 

MACKENZIE et al., 2005; MURPHY; DALY; MITCHELL; STEWART et al., 

2006; MUSTAPHA; DEBREY; OLADUBU; UGARTE, 2007; SENTILHES; 

MICHAUD; MIDA, 1989). Além disso, a prevalência de bacteremia após 

procedimento cirúrgico pode ser alta em pacientes medicados ou não com 

antibióticos (POVEDA-RODA; JIMENEZ; CARBONELL; GAVALDA et al., 2008; 

TOMAS; ALVAREZ; LIMERES; POTEL et al., 2007; TOMAS; DIZ; TOBIAS; 

SCULLY et al., 2012). 

A procura do patógeno que poderia conectar a doença periodontal com o 

desenvolvimento de anormalidades cardiovasculares conduz a considerar o 

envolvimento da P. gingivalis. Toma-se como exemplo o estudo de 

(AOYAMA; KURE; MINABE; IZUMI, 2019), em que os autores reportaram 

que pacientes com níveis elevados de anticorpo contra P. gingivalis 

exibiram taxas altas de insuficiência cardíaca comparados com sujeitos que 

tinha menores níveis do anticorpo. 

O mecanismo que conecta a doença periodontal às anomalias 
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cardiovasculares, tendo a P. gingivalis como agente causador, ainda não foi 

elucidado, em que a resposta inflamatória sistêmica surge como explicação 

mais razoável (GAUDILLIERE; CULOS; DJEBALI; TSAI et al., 2019). Por 

exemplo, a invasão bacteriana da parede arterial resulta em maior expressão 

das citocinas pró-inflamatórias IL-6, IL-1β e TNF-α, o que desperta 

recrutamento de monócitos e aumenta a captação de lipídeos pelos 

macrófagos (CHEN; CHEN; YANG; WU et al., 2007). Essa informação 

corrobora achados de que a exposição a longo prazo à P. gingivalis acelera a 

progressão da placa aterogênica (LI; MESSAS; BATISTA; LEVINE et al., 2002). 

A resposta inflamatória despertada pela P. gingivalis pode ser mediada pela 

ação de lipopolissacarídeos (LPS) e da protease gingipain-cisteína, culminando 

em apoptose, secreção de citocinas pró-inflamatórias e ruptura de leucócitos 

polimorfo nucleares (ABREU; VORA; FAURE; THOMAS et al., 2001; 

GUTIERREZ-VENEGAS; TORRAS-CEBALLOS; GOMEZ-MORA; 

FERNANDEZ-ROJAS, 2017; MULLER-WERDAN; SCHUMANN; LOPPNOW; 

FUCHS et al., 1998; MYERS; MURTHY; FLANIGAN; WITCHELL et al., 2003). 

Em conjunto, esses fatores conduzem ao desenvolvimento de miocardite 

bacteriana (SHARMA; NOVAK; SOJAR; SWANK et al., 2000). 

A respeito da possível atuação da P. gingivalis no miocárdio, as 

primeiras evidências derivaram de experimentos in vitro com mioblastos 

incubados em meio de cultura das bactérias. Em conjunto, os estudos foram 

concordantes em ilustrar que meio de cultura da P. gingivalis induz hipertrofia e 

apoptose cardiomiócitos (LEE; CHANG; KUO; YING et al., 2006; LEE; KUO; 

LIN; CHEN et al., 2006; LEE; WU; CHANG; CHANG et al., 2006; WU; YEH; 

KUO; HUANG et al., 2008). 

Ao considerar condições experimentais in vivo que caracterizaram o 

impacto da P. gingivalis, a literatura é escassa e contraditória. Akamatsu et al. 

foram os pioneiros a demonstrar que camundongos inoculados com 2×108 

UFC/mL i.v. de P. gingivalis exibiram infiltrado de neutrófilos e monócitos no 

miocárdio  (AKAMATSU;  YAMAMOTO;  YAMAMOTO;  OSEKO  et  al.,  2011). 

Esses achados foram acompanhados de maiores níveis teciduais de IL1-β, IL- 

6, IL17A, IL-18, TNF-α e IFN-γ. Em outro estudo realizado por Ashigaki et al. 

(2013), camundongos sujeitados a três injeções s.c. de 109 UFC/mL de P. 

gingivalis  não  apresentaram  qualquer efeito  deletério miocárdico (ASHIGAKI; 
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SUZUKI; OGAWA; WATANABE et al., 2013). Em suma, esses estudos ilustram 

que há controvérsia a respeito da repercussão negativa da P. gingivalis no 

coração sem anormalidades pré-existentes. Além disso, não há dados na 

literatura que ilustram as repercussões funcionais cardíacas associadas à 

infecção por P. gingivalis. Consequentemente, as limitações e achados 

inclusivos acerca da ação da P. gingivalis no miocárdio fomentaram a 

realização deste estudo experimental. 
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2. OBJETIVOS 

 
 

2.1. Objetivo geral 

Avaliar se a inoculação  sistêmica  de P. gingivalis pode induzir 

remodelamento cardíaco em ratos. 

 
2.2. Objetivos específicos 

• Analisar a temperatura retal dos animais; 

• Avaliar dados biométricos cardiopulmonares; 

• Analisar a morfologia e função VE; 

• Examinar a morte celular por necrose e apoptose. 

• Estudar marcadores de estresse oxidativo; 

• Avaliar o teor de fibrose e macrófagos no miocárdio. 
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3. METODOLOGIA 

 

3.1. Grupos experimentais e desenho de estudo 

Um total de 33 ratas de linhagem Wistar-EPM, com oito semanas de  

vida e peso corporal entre 180 e 200 g, foram utilizadas no estudo. As ratas 

foram mantidas no biotério sob condições controladas de umidade do ar (50% - 

60%), luminosidade (12 horas claro/12horas escuro) e temperatura ambiente 

(22ºC - 25ºC). Procedeu-se com alocação das ratas em caixas plásticas, 

agrupados em no máximo quatro animais por caixa. O estudo foi aprovado pelo 

Comitê de ética em pesquisa animal da Universidade Federal de São Paulo 

(processo: 4396121018). As ratas foram distribuídas em um dos seguintes 

grupos experimentais: 

• Sem inoculação de P. gingivalis (SHAM, n = 11): ratas não submetidas a 

inoculação de P. gingivalis e que receberam somente injeção do meio de 

diluição das bactérias em duas etapas (1º e 15º dias do estudo); 

• Inoculação de P. gingivalis (n = 11): ratas submetidas a inoculação de 1x108
 

UFC/mL de P. gingivalis, sendo inoculadas em duas etapas (1º e 15º dias do 

estudo); 

• Inoculação de P. gingivalis (n = 11): ratas submetidas a inoculação de 3x108
 

UFC/mL de P. gingivalis, sendo inoculadas em duas etapas (1º e 15º dias do 

estudo). 

O protocolo experimental foi definido com base em um estudo prévio da 

literatura, em que os autores inocularam 2x108 UFC/mL de P. gingivalis em 

camundongos em dois momentos – inicial e após 15 dias da primeira 

inoculação  (AKAMATSU;  YAMAMOTO;  YAMAMOTO;  OSEKO  et  al., 2011). 

Esse protocolo promoveu o desenvolvimento de fibrose miocárdica e infiltrado 

inflamatório no seguimento de 28 dias. Assim, nós seguimos o mesmo desenho 

experimental, todavia, para caracterizar o efeito da carga bacteriana, optamos 

por incluir um grupo de ratos com menor e maior carga bacteriana, 

respectivamente, ao adotado no estudo utilizado como base ─ Akamatsu et al. 

(AKAMATSU; YAMAMOTO; YAMAMOTO; OSEKO et al., 2011). O desenho 

experimental do estudo pode ser visualizado na Figura 1. 
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Figura 1. Desenho experimental do estudo, contemplando as intervenções, 
coleta de material biológico e função do VE. 

 
 

3.2. Coleta de sangue 

Os animais foram anestesiados com Isoflurano 5% e dose de manutenção 

de 2%. Com auxílio de capilares de vidro procedeu-se com a coleta de 1 ml de 

sangue da fossa ocular. As coletas de sangue foram realizadas 24 horas antes 

da primeira inoculação bacteriana (basal) e 60 minutos após cada uma das 

inoculações de P. gingivalis. O sangue foi centrifugado por 12 minutos a 4000 

rpm e as amostras de soro foram separadas e armazenadas a -80ºC para 

posterior processamento. 

 
3.3. Preparo e inoculação da P. gingivalis 

A P. gingivalis ATCC 33277 

(https://www.atcc.org/products/all/33277.aspx) foi gentilmente fornecida pelo 

Prof. Dr. Aguinaldo Garcez. As bactérias foram cultivadas em ágar sangue e 

acondicionado em atmosfera anaeróbica a 37oC por 48 a 72 horas. Colônias 

crescidas puras foram colhidas e cultivadas novamente por 72 horas em 10 mL 

https://www.atcc.org/products/all/33277.aspx
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de caldo de infusão de cérebro e coração (BHI). O tubo foi centrifugado a 3000 

rpm por 10 minutos e, posteriormente, o sobrenadante foi removido. O 

precipitado de células microbianas foi suspenso em 3 mL de tampão fosfatos 

(PBS; pH 7,2). A suspensão foi diluída de 10-1 a 10-8 vezes a concentração 

original e as placas foram incubadas por 48 horas em jarra de anaerobiose a 

37ºC para contagem de UFC/mL. Foi obtido uma concentração de inóculo de 

aproximadamente 109 UFC/mL. Para inoculação contaminante dos ratos, foi 

selecionado 0,1 µL do inóculo para o grupo 1x108 e 0,3 µL para o grupo 3x108. 

As bactérias foram inoculadas via veia caudal previamente aquecida para 

causar dilatação. 

 
3.4. Temperatura retal 

A temperatura retal foi avaliada com termômetro digital (Letica, Hb101/2, 

Espanha) em quatro animais por grupo (Letica, Hb101/2, Espanha) (TUCCI, 

2012). A mensuração foi realizada 5 minutos após a inoculação e, em período 

similar para o grupo SHAM. 

 
3.5. Ecocardiograma 

O exame foi realizado no final do estudo (i.e. 28 dias) em aparelho HP 

SONOS 5500, estando os animais anestesiados com mistura de quetamina (50 

mg/Kg) e xilazina (10 mg/Kg), i.p. As áreas do ventrículo esquerdo (VE) ao final 

da diástole (AdVE) e da sístole (AsVE) foram analisadas em modo 

bidimensional. A função sistólica foi avaliada por meio da fração de 

encurtamento da área transversa (FEAT) segundo a fórmula: FEAT=(AdVE– 

AsVE)/AdVEx100%. A curva de velocidade do fluxo diastólico foi obtida a partir 

da imagem apical quatro câmaras, posicionando-se a amostragem de volume 

próximo à face ventricular da valva mitral. Então, determinou-se os valores de 

onda E (maior valor da velocidade de fluxo inicial do enchimento ventricular), 

onda A (maior valor da velocidade de fluxo telediastólico mitral) e razão E/A 

(DE SOUZA VIEIRA; ANTONIO; DE MELO; PORTES et al., 2019; PICOLLO; 

SANTOS; ANTONIO; SILVA et al., 2019). 

 
3.6. Cateterismo do VE 

Os animais foram avaliados 24 horas após o último exame 
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ecocardiográfico. O procedimento foi conduzido com os animais anestesiados 

com Uretana (1,2 g/kg, i.p.), aquecidos à 37ºC e ventilados mecanicamente. A 

partir do cateterismo da artéria carótida direita, um micromanômetro Millar 

modelo Mikro-Tip 2F (AD Instruments, Sidney, AUS) foi posicionado dentro do 

VE. Os registros obtidos por meio do software AcqKnowledge® (versão 3.7.5.; 

Camino Goleta, CA, EUA) da pressão intraventricular possibilitaram computar 

os valores da frequência cardíaca (em batimentos por min), das pressões 

ventriculares (mmHg) sistólica (PSVE) e diastólica final (PDfVE) e da primeira 

derivada temporal da pressão (mmHg/s) positiva (+dP/dt) e negativa (-dP/dt) 

(LEVY; SERRA; ANTONIO; DOS SANTOS et al., 2017; MANCHINI; ANTONIO; 

SILVA JUNIOR; DE CARVALHO et al., 2017). 

 
3.7. Atividade sérica da isoforma MB da creatinoquinase (CK-MB) 

A atividade enzimática da CK-MB foi realizada com quite da Biotécnica 

(ref.:1100300; Biotécnica Inc., Varginha, MG, Brasil). O reagente de trabalho foi 

preparado conforme instruções do fabricante e pré-aquecido em banho maria à 

37ºC durante 180 segundos. Seguiu-se com adição de 8 μL de soro em 200 μL 

de reagente de trabalho em duplicata em placa de 96 poços. Após 120 

segundos, realizou-se quatro leituras a 340 nm em intervalos de 60 segundos 

em espectrofotômetro Spectra MaxM5 (Molecular Devices, CA, EUA). 

 
3.8. Teor de água no pulmão, biometria cardíaca e armazenamento do 

material biológico 

Imediatamente após estudo hemodinâmico, os animais foram 

eutanasiados com superdosagem de Uretana (4,8 g/kg−1; i.p.) (SERRA; 

SANTOS; BOCALINI; ANTONIO et al., 2010). O pulmão direito foi retirado e 

pesado para obtenção do valor de massa tecidual úmida (MU). Em seguida, o 

pulmão foi mantido em dessecador a 80°C por 24 h e pesado para obtenção da 

massa tecidual seca (MS). O teor de água no pulmão foi utilizado como 

indicador de insuficiência cardíaca e calculado com a seguinte equação: [(MU– 

MS)/MU]x100. O coração foi retirado, dissecado para retirada dos vasos da 

base e átrios e, em seguida, foi pesado em balança analítica de precisão de 

0,0001 g. Em seguida, o VE foi separado para determinação de sua massa e 

transversalmente cortado em duas porções. A porção basal foi conservada em 
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formol tamponado 10% e a porção apical congelada em freezer -80oC. 

 

3.9. Histologia 

A porção basal do VE pré-fixada em formol tamponado a 10% foi 

desidratada em soluções crescente de álcool etílico (70%, 80% e 90%) por 90 

minutos cada, três passagens em álcool absoluto e Xilol, respectivamente. 

Após impregnação do tecido em parafina, os músculos foram clivados e 

incluídos transversalmente no bloco para obtenção de dois cortes de 12 µm de 

espessura em micrótomo (Leica RM2125, Nussloch, Alemanha). Os cortes 

foram dispostos em lâminas de microscópio e mantidos repousando a 37ºC por 

12 horas para seguinte coloração com hematoxilina-eosina e tricromo de 

Masson. As lâminas foram visualizadas em microscópio Olympus (modelo 

BX53, Shinjuku, Tokio, Japão) com o objetivo de avaliar áreas com presença 

de infiltrado inflamatório, edema, necrose e fibrose intersticial. A expressão de 

colágeno foi realizada em 8-10 fotomicrografias documentadas aleatoriamente 

em aumento de 20x. As análises foram conduzidas por dois avaliadores 

independentes com software Image-Pro Plus (Rockville, EUA) desprezando-se 

as mensurações na região perivascular. 

 
3.10. Extração e análise da fragmentação de DNA 

Para a obtenção de DNA genômico, 50 mg de tecidos foram 

homogeneizados com 500 μL de solução TNES (Tris-HCl 250 mM (pH= 7,5), 

NaCl 2 mM, EDTA 100 mM, SDS 2,5%). A essa mistura foram adicionados 5 

μL de proteinase K (20 mg/ml), seguido de agitação em vórtex por 10 segundos 

e incubação a 65ºC por 40 minutos. Em seguida, as amostras foram colocadas 

no gelo, adicionados 3 μL de ribonuclease A (4 mg/ml), agitadas em vórtex por 

10 segundos e incubadas a 37ºC por 30 minutos. Após a incubação, foram 

adicionados 200 μL de NaCl 5 M, agitadas em vórtex por 10 segundos e 

centrifugadas a 15000 xg a 4ºC por 6 minutos. Os sobrenadantes foram 

transferidos para tubos de 1,5 mL contendo 600 μL de isopropanol 100% 

gelado e as amostras centrifugadas a 15000 xg à 4ºC por 6 minutos. Os 

sobrenadantes foram descartados por inversão e 600 μL de etanol 70% gelado 

foram adicionados aos precipitados, seguido de centrifugação a 15000 xg à  

4ºC por 6 minutos. Após o descarte dos sobrenadantes, os precipitados foram 
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secos em estufa a 37ºC e, então, ressuspendidos em 30 μL de solução TE 

(Tris-HCl 10mM (pH = 8,0), EDTA-NaOH (pH 8,0; 1 mM)). Alíquotas de 5 μg do 

DNA foram analisadas por eletroforese em géis de agarose a 1% em tampão 

TAE 1X. A eletroforese foi realizada em cubas horizontais contendo solução 

TAE 1X como tampão de corrida, por 30 minutos sob tensão elétrica de 90 V e 

corrente de 60 mA constantes. Foram utilizados marcador de peso molecular 

de 1 Kb e as imagens dos géis foram digitalizadas em transluminador UV 

Kodak, modelo 120 (Koda, NY, EUA). 

 
3.11. Imuno-histoquímica para macrófago 

A porção basal do VE embutida em parafina foi cortada  

transversalmente em duas fatias de 7 µm de espessura. As amostras foram 

fixadas em lâminas silanizadas e incubadas com anticorpo monoclonal primário 

anti-macrophage HAM-56 (1:100, ref.: 279M-16; Cell Marque, CA, EUA) por 

cerca de 18 horas (Marques et al., 2016 de Oliveira et al., 2018). Após lavagem 

de 30 minutos, a reação de coloração foi realizada com diaminobenzidina 

(Scytek Laboratories, Logan, EUA) e os núcleos contrastados com 

hematoxilina. Fotomiografias foram obtidas em microscópio Olympus (modelo 

BX53, Shinjuku, Tokio, Japão). Para cada lâmina, foram registradas 

aleatoriamente de 8 a 10 fotomicrografias correspondentes as regiões 

meso/subendocárdica em aumento de 20x. A expressão de macrófagos foi 

analisada por dois avaliadores independentes com software Image-Pro Plus 

(Rockville, EUA) desprezando-se as mensurações na região perivascular. 

 
3.12. Marcadores de estresse oxidativo 

A lipoperoxidação foi determinada pela análise dos níveis miocárdicos  

de malondialdeído (MDA) com ensaio de substâncias reativas ao ácido 

tiobarbitúrico (TBARS) (DOS SANTOS; DE OLIVEIRA; ANTONIO; TEIXEIRA et 

al., 2020). Para tal, 40 mg do VE foi homogeneizado em 500 µL de tampão de 

lise (Tris-HCl 0,05 M; SDS 0,5%; DTT 1mM; pH 8). Preparou-se mistura 

contendo 250 µL de homogenato, 50 µL de 4% butilidroxitolueno (BHT), 300 µL 

de ácido acético 20% e 300 µL 0,78% de solução aquosa de ácido 

tiobarbitúrico (pH 3,5). Foram preparadas misturas contendo 250 µL de 

homogenato, 50 µL de BHT 4%, 300 µL de ácido acético 20% e 300 µL 0,78% 
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de solução aquosa de ácido tiobarbitúrico (pH 3,5). Em seguida, a mistura foi 

aquecida a 95°C por 60 minutos e centrifugada a 12000 rpm por 15 minutos. 

Então, 100 µL do sobrenadante foi pipetado em duplicata em placa de 96 

poços para determinação da absorbância em 532 nm em espectrofotômetro 

Spectra MaxM5 (Molecular Devices, CA, EUA). Os resultados foram 

normalizados pela quantidade de proteína total dosada pelo método de 

Bradford e expressos como mM/g de proteína total. 

O teor de proteínas oxidadas foi analisado por Western blot com quite da 

Abcam (ref.: ab178020, Abcam, Cambridge, MA, EUA) em homogenato de VE 

contendo 10 g de proteína (DE OLIVEIRA; ANTONIO; ARSA; SANTANA et 

al., 2018; GRANDINETTI; CARLOS; ANTONIO; DE OLIVEIRA et al., 2019). 

Amostras foram submetidas à eletroforese em SDS-poliacrilamida (12%) e, em 

seguida, as proteínas foram transferidas para membranas de fluoreto de 

polivinilideno. A eficiência da transferência e a igualdade da carga de proteínas 

foram verificadas com Ponceau S. As membranas foram bloqueadas em TBST 

(50 mM Tris-HCl; 150 mM NaCl, 0,05% Tween 20; pH 7,4), contendo BSA 5%, 

lavadas três vezes e, em seguida, incubada overnight a 4°C com os anticorpos 

disponíveis no quite. Após lavagem com TBST, as membranas foram expostas 

ao reagente de detecção por quimiluminescência. Marcadores de peso 

molecular foram usados para identificar as proteínas. A expressão proteica foi 

determinada por imagem obtida em fotodocumentador (ImageQuant 4000 mini, 

GE, Alemanha) e a densidade óptica das lâminas foram mensuradas em 

software do próprio equipamento. 

 
3.13. Análise estatística 

Os dados são apresentados como média ± desvio padrão da média. A 

normalidade dos dados foi analisada com teste de Shapiro-Wilk. Os dados com 

distribuição normal foram analisados com ANOVA uma (pós-teste de Newman- 

Keuls) ou duas (pós-teste de Bonferroni) vias. Dados não paramétricos foram 

analisados com Kruskal-Wallis complementado por Dunns. Todas as análises 

foram realizadas com o programa Graph Pad Prism (versão 6,01; CA, EUA). O 

nível de significância adotado foi de p≤0,05. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1. Características gerais dos animais 

Os 33 animais incluídos no estudo sobreviveram até o final do protocolo 

independentemente da infecção bacteriana com P. gingivalis. Ao final do 

período do estudo e, seguinte eutanásia dos animais, procedeu-se com a 

análise macroscópica de órgãos vitais e que não revelou anormalidades 

patentes em decorrência da inoculação com P. gingivalis. 

Como análise inicial da repercussão da P. gingivalis, observamos que 

houve aumento significativo da temperatura retal (Figura 2). Nota-se, ainda, 

que as alterações de temperatura ocorreram independentemente da 

concentração de bactérias inoculadas. 
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Figura 2. Temperatura retal dos animais SHAM e submetidos a inoculação de 
diferentes concentrações de P. gingivalis. O tamanho amostral para cada grupo 
experimental é ilustrado dentro das respectivas barras. Os registros foram obtidos com 
cinco minutos após cada inoculação. O nível de significância para cada comparação é 
representado acima das barras. 

 
 

4.2. Dados ecocardiográficos 

Dados morfologia e desempenho do VE estão dispostos na Tabela 1. As 

áreas diastólicas e sistólicas finais isoladas ou indexadas pela massa corporal 

não diferiram entre os grupos experimentais. Circunstância congênere foi 

verificada para os dados de frequência cardíaca, FAC, ondas E e A e razão 
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E/A. As duas concentrações de P. gingivalis resultaram em valores menores do 

TRIV em comparação ao grupo SHAM. 

 

Tabela 1. Dados ecocardiográficos do ventrículo esquerdo. 

 SHAM 
(n=11) 

1x108
 

(n=11) 
3x108

 

(n=11) 

AdVE (cm2) 0,33±0,07 0,34±0,04 0,36±0,08 

AsVE (cm2) 0,12±0,02 0,13±0,03 0,12±0,02 

AdVE/MC (cm2/g) 0,0014±0,0003 0,0015±0,0002 0,0013±0,0003 

AsVE/MC (cm2/g) 0,00051±0,00012 0,00057±0,00013 0,00046±0,00013 

FC (bpm) 261±36 229±57 227±59 

FAC (%) 63±4 60±9 64±7 

Onda E (cm/s) 88±12 82±18 80±11 

Onda A (cm/s) 36±11 34±4 41±8 

Razão E/A 2,6±1 2,7±1,3 2±0,6 

TRIV (ms) 22±2 16±2*
 17±2*

 

AdVE, área diastólica final do VE; AsVE, área sistólica final do VE; FC, frequência 
cardíaca; FAC, variação fracional da área; MC, massa corporal; TRIV, tempo de 
relaxamento isovolumétrico; *p<0,05 vs. grupo SHAM. 

 
 

4.3. Hemodinâmica do VE 

Dados provenientes das análises hemodinâmicas do VE estão dispostos 

na Figura 3. A frequência cardíaca (Figura 3A) e a pressão sistólica do VE 

(Figura 3B) não diferiram significativamente entre os grupos experimentais. 

Todavia, os dois grupos inoculados com concentrações distintas de P. 

gingivalis exibiram valores significativamente maiores da pressão diastólica 

final do VE comparados ao grupo SHAM (Figura 3C). A análise dos dados 

hemodinâmicos revela um padrão de disfunção ventricular dependente da 

carga bacteriana inoculada. Assim, os valores da +dP/dt (Figura 3D) e -dP/dt 

(Figura 3E) foram significativamente menores nos animais sujeitados a P. 

gingivalis somente quando inoculados com a maior carga bacteriana. 
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Figura 3. Hemodinâmica do ventrículo esquerdo (VE). (A) FC, frequência cardíaca; 
(B) PVE, pressão sistólica; (C), PD2, pressão diastólica final; primeira derivada 
temporal da pressão positiva (D) e negativa (E). O tamanho amostral para cada grupo 
experimental é ilustrado dentro das respectivas barras. O nível de significância para 
cada comparação é representado acima das barras. 

 
 

4.4. Necrose miocárdica 

A Figura 4 ilustra os valores médios da atividade sérica da CK-MB em 

condições basais e 60 minutos após cada inoculação de P. gingivalis. Houve 

aumento significativo na atividade enzimática somente após inoculação da 

maior carga bacteriana. Diferença significantes foram caracterizadas somente 

após a segunda inoculação. 

 
 

Figura 4. Atividade sérica da isoforma MB da creatinoquinase (CK-MB) em ratas em 

condições basais e após a inoculação de 1x108 (n=7) e 3x108 (n=8) de P. gingivalis.  

As análises foram conduzidas em amostras coletadas após 60 minutos para cada 

inoculação. *p<0,0001 vs. Basal; #p<0,01 vs. vs. Inoculação 1; &p<0,05 vs. 1x108. 
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4.5. Variáveis biométricas 

A Tabela 2 ilustra os dados biométricas obtidos ao final do seguimento 

de 28 dias de estudo. A massa corporal foi significativamente maior nos 

animais que receberam 3x108 de P. gingivalis em comparação aos grupos 

SHAM e 1x108. A P. gingivalis despertou aumento na massa cardíaca isolada 

somente nos animais sujeitados a inoculação de 3x108, que diferiram dos 

demais grupos experimentais. Todavia, quando a massa cardíaca foi indexada 

pela massa corporal, as diferenças significantes entre os grupos experimentais 

desapareceram. Os valores de massa do ventrículo direito e VE foram 

semelhantes entre os grupos experimentais. A inoculação de P. gingivalis 

resultou em aumento no teor de água pulmonar somente nos animais 

inoculados com 3x108. 

 

 
Tabela 2. Dados biométricos. 

 SHAM 

(n=11) 

1x108
 

(n=11) 

3x108
 

(n=11) 

MC (g) 237±23 228±18 268±14*#
 

Peso cardíaco (mg) 751±103 687±72 827±85*#
 

Peso do VE (mg) 543±100 539±66 611±52 

Peso do VD (mg) 172±49 147±10 216±108 

Peso cardíaco/MC (mg/g) 3±0,4 3±0,2 3,1±0,2 

Peso do VE/MC (mg/g) 2,3±0,4 2,4±0,2 2,3±0,2 

Peso do VD/MC (mg/g) 0,72±0,2 0,65±0,04 0,79±0,38 

H2O pulmonar (%) 78,6±1,4 79,9±0,8 81,3±2,4*
 

MC, MC, massa corporal; VE, ventrículo esquerdo; VD, ventrículo direito. *p<0,05 
vs. grupo SHAM; #p<0,05 vs. grupo SHAM. 

 

 

4.6. Dados histológicos 

Análises das imagens de cortes do miocárdio coradas com hematoxilina- 

eosina e documentadas em microscopia de luz corroboraram os achados de 

atividade plasmática da CK-MB ao indicarem a existência de dano miocárdico 
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nos animais do grupo 3x108. Como ilustrado na Figura 5, documentou-se 

presença de miocitólise delimitada por tecido de granulação, cardiomiócitos 

sem estriações e fibras musculares com citoplasma em tumefação. 

 
 

Figura 5. Micrografias representativas dos grupos experimentais obtidas em coloração 
com hematoxilina/eosina. Nota-se a presença de miocitólise delimitada por tecido de 
granulação ( ), cardiomiócitos sem estriações ( ) e fibras musculares com citoplasma 
em tumefação ( ). As fotomicrografias foram registradas com ampliações de 20 x e 40 
x, conforme reportado na borda inferior direita de cada painel. 

 
 

O conteúdo de colágeno no miocárdio foi examinado em cortes 

montados sobre as lâminas coradas pelo método de tricromo de Masson 

(Figura 6). A concentração de colágeno nos animais submetidos à menor carga 

bacteriana não foi estatisticamente diferente das mensurações adquiridas em 

regiões equivalentes no grupo SHAM. Contudo, ratas sujeitadas à carga de P. 

gingivalis de 3x108 exibiram fibrose miocárdica patente, em que os valores de 

teor do colágeno foram significativamente superiores em comparação aos 

registrados para os grupos SHAM e 1x108. 
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Figura 6. No topo da figura são ilustradas micrografias representativas da marcação 
para colágeno no miocárdio (área azuladas) de cada grupo experimental. As imagens 
foram registras com aumento de 20x. O gráfico representa a quantificação do teor de 
colágeno. O tamanho amostral para cada grupo experimental é ilustrado dentro das 
respectivas barras. O nível de significância para cada comparação é representado 
acima das barras. 

 
 

4.7. Fragmentação de DNA internucleossomal 

A Figura 7 representa a fragmentação de DNA analisada com emprego 

de gel de agarose. O padrão em “escada” foi intensificado somente com 

maiores quantidades de P. gingivalis, situação que vigorou no grupo 3x108. 

 

Figura 7. Fotografia de eletroforese em gel de agarose que caracteriza a 
fragmentação em escada do DNA. Pares de base são indicados pelas setas a 
esquerda. Notar que nas amostras do grupo 3x108 a fragmentação do DNA está 
intensificada. Experimentos representativos de duas amostras de miocárdio por grupo. 

 
 

4.8. Imuno-histoquímica 

A quantificação do teor de macrófagos no miocárdio do grupo 1x108 não 
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foi estatisticamente diferente das mensurações adquiridas no grupo SHAM 

(Figura 8). Contudo, a expressão de macrófagos no miocárdio do grupo 3x108 

foi significativamente maior em comparação aos grupos SHAM e 1x108. 

 

Figura 8. Micrografias representativas dos grupos experimentais obtidas pela 
imunomarcação para macrófagos (painel superior). Regiões positivas apresentam 
coloração acastanhada. As imagens foram registras com aumento de 20x. O gráfico 
representa a quantificação do teor de macrófagos. O tamanho amostral para cada 
grupo experimental é ilustrado dentro das respectivas barras. O nível de significância 
para cada comparação é representado acima das barras. 

 
 

4.9. Lipoperoxidação 

A expressão de MDA no miocárdio foi significativamente aumentada nos 

animais submetidos a P. gingivalis e aumento na lipoperoxidação foi 

independente da concentração de bactérias inoculadas (Figura 9). 
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Figura 9. Expressão de malondialdeído (MDA) no miocárdio de ratas SHAM e 
submetidas a inoculação de 1x108 e 3x108 de P. gingivalis, respectivamente. O 
tamanho amostral para cada grupo experimental é ilustrado dentro das respectivas 
barras. O nível de significância para cada comparação é representado acima das 
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barras. 

4.10. Proteínas oxidadas 

Dados da expressão de proteínas oxidadas no miocárdio são ilustrados 

na Figura 10. Houve maiores níveis de oxidação proteica nos dois grupos 

inoculados com P. gingivalis. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figura 10. Teor de proteínas oxidadas no miocárdio de ratas SHAM e submetidas a 
inoculação de 1x108 e 3x108 UFC/ml de P. gingivalis, respectivamente. O tamanho 
amostral para cada grupo experimental é ilustrado dentro das respectivas barras. O 
nível de significância para cada comparação é representado acima das barras. 
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DISCUSSÃO 

A miocardite é uma doença caracterizada pela presença de infiltrado 

inflamatório associada com morte dos cardiomiócitos não ligada ao insulto 

isquêmico (ARETZ, 1987). A miocardite secundária a infecção pode ser 

atribuída a fungos, bactérias, protozoários e vírus (LEONE; PIERONI; 

RAPEZZI; OLIVOTTO, 2019; LU; SUN; LIU; ZHENG et al., 2015; YOON; VAIL; 

KLEINMAN; LENTO et al., 2015). A respeito da etiologia bacteriana da 

miocardite, documenta-se como agentes causadores a brucella, chlamydia, 

clostidrium, corynebacterium diphtheria, francisella tularensis, haemophilus 

influenzae, gonococcus, legionella spp, meningococcus, mycobacteria, 

mycoplasma pneumoniae, neisseria meningitis, pneumococcus, salmonella, 

staphylococcus, streptococcus, tularemia, tetanus, syphilis e vibrio cholera 

(KINDERMANN; BARTH; MAHFOUD; UKENA et al., 2012; LEONE; PIERONI; 

RAPEZZI; OLIVOTTO, 2019; MONTERA; MESQUITA; COLAFRANCESCHI; 

OLIVEIRA et al., 2013; SAGAR; LIU; COOPER, 2012). 

Essa tese de doutorado foi conduzida para examinar se a bactéria P. 

gingivalis poderia causar miocardite e consequente remodelamento cardíaco 

em ratas saudáveis. Os animais que foram infectados por via venosa evoluíram 

com congestão pulmonar, disfunção VE sistólica e diastólica, necrose, 

apoptose, fibrose, aumento do estresse oxidativo e maior infiltrado de 

macrófagos no miocárdio. Esses achados foram evidentes em ratas sujeitadas 

a maior carga bacteriana. 

A primeira resposta à infecção caracterizou-se pelo aumento na 

temperatura retal, que foi mensurada no quinto minuto após a inoculação das 

bactérias. Esse achado era previsível na medida que os pirogênicos derivados 

das bactérias podem atuar no hipotálamo para aumentar o ponto fixo da 

temperatura corporal (PRAJITHA; ATHIRA; MOHANAN, 2018). 

Atentando para a literatura, não é incomum identificar, ao menos, uma 

espécie bacteriana oral em amostras de valvas cardíacas e aneurismas de 

aorta (NAKANO; NEMOTO; NOMURA; INABA et al., 2009; OKUDA; KATO; 

ISHIHARA, 2004). Dentre os diferentes patógenos bucais, a P. gingivalis 

desperta interesse devido à sua atuação chave em mediar os efeitos da  

doença periodontal no sistema cardiovasculares (AOYAMA; KOBAYASHI; 

HANATANI;    ASHIGAKI    et    al.,    2019;    ARMINGOHAR;    JORGENSEN; 
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KRISTOFFERSEN; ABESHA-BELAY et al., 2014; HAJISHENGALLIS; 

LAMONT; GRAVES, 2015; HOLMLUND; HEDIN; PUSSINEN; LERNER et al., 

2011;   KEBSCHULL;   DEMMER;   PAPAPANOU,   2010;   PADILLA;  LOBOS; 

HUBERT; GONZALEZ et al., 2006). De fato, há dados ilustrando associação 

positiva entre bacteremia sistêmica por P. gingivalis e risco de infarto do 

miocárdio (HOLMLUND; HEDIN; PUSSINEN; LERNER et al., 2011; LYSEK; 

SZAFRANIEC;  POLAK;  JANKOWSKI  et  al.,  2018;  PUSSINEN;  ALFTHAN; 

TUOMILEHTO; ASIKAINEN et al., 2004). Outros estudos indicam que a P. 

gingivalis também pode intensificar o remodelamento miocárdico em condições 

de doença cardíaca pré-estabelecida (DELEON-PENNELL; DE CASTRO 

BRAS; IYER; BRATTON et al., 2014; SATO; SUZUKI; AOYAMA; WATANABE 

et al., 2017). 

Nesse projeto de pesquisa, a proposta consistiu em avaliamos se a 

inoculação intravenosa de P. gingivalis poderia despertar anormalidades 

morfofuncionais cardíacas em ratas saudáveis. Essa questão foi pouco 

explorada na literatura, com registro de somente um estudo (KANEKO; 

SUZUKI; AOYAMA; WATANABE et al., 2017). Os autores não identificaram 

diferenças significantes na fração de encurtamento e na massa do VE entre os 

animais SHAM e inoculados com 108 UFC/mL de P. gingivalis. Em nossas 

condições experimentais, ao exame ecocardiográfico, a única modificação 

documentada compreendeu a redução do TRIV. Embora não existem estudos 

que investigaram o remodelamento atrial consequente a contaminação por P. 

gingivalis, é possível supor que o átrio esquerdo possa ser afetado pela 

bacteremia. Essa condição poderia, por exemplo, elevar a pressão no átrio 

esquerdo, precipitando a abertura da valva mitral (APPLETON; HATLE; POPP, 

1988; GRAZIOSI, 1998) e resultar em valores menores do TRIV nos animais 

sujeitados a P. gingivalis. A análise da dimensão do átrio esquerdo poderia 

apoiar essa hipótese, todavia, em nosso delineamento experimental, imagens 

da cavidade atrial não foram registradas em fita. 

A ausência de alterações na morfologia e desempenho sistólico do VE 

ao ecocardiograma pode ser atribuída a especificidade do método. Achados 

ecocardiográficos na miocardite são inespecíficos e sua utilização tem valor no 

diagnóstico diferencial da miocardite com outras patologias (BLAUWET; 

COOPER, 2010; MONTERA; MESQUITA; COLAFRANCESCHI; OLIVEIRA et 
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al., 2013). Esse inconveniente conduziu à análise das pressões 

intraventriculares por meio de cateter de pressão Millar, o que confere maior 

precisam na avaliação do desempenho ventricular. Como caracterizado na 

Figura 3, ratas do grupo 3x108 exibiram maior pressão de enchimento e 

disfunção sistólica e diastólica do VE. 

O teor de água aumentado nos animais inoculados com a maior 

concentração de bactérias caracterizou a presença de congestão venosa 

pulmonar no modelo. A primeira condição que fundamenta esse achado 

provém dos indicadores de desempenho diastólico. Os animais do grupo 3x108 

exibiram -dP/dt menor e PD2 maior em comparação com ratas SHAM. É aceito 

que disfunções diastólicas que cursam com aumento da pressão de 

enchimento do VE causam transiente do líquido plasmático dos capilares 

pulmonares para os espaços intersticiais e alvéolos (MIGLIORANZA; PICANO; 

BADANO; SANT'ANNA  et al., 2017; ROSCANI;  MATSUBARA; MATSUBARA, 

2010). Deve-se mencionar que o grupo 1x108 também apresentou valores de 

PD2 superiores ao grupo SHAM e que não repercutiu em congestão pulmonar. 

A explicação mais razoável reside na magnitude de aumento da PD2, que não 

foi muito maior nos animais 1x108 (7,5±2,5; mmHg) em comparação ao grupo 

SHAM (4,6±2; mmHg), mas dobrou nas ratas 3x108 (9,9±3,1; mmHg). Não há 

informações precedentes sobre os valores de PD2 no modelo de miocardite 

induzida pela P. gingivalis. Todavia, em modelos de insuficiência cardíaca, 

valores altos de PD2 são margeados como acima de 12 mmHg (SARAIVA; 

KANASHIRO-TAKEUCHI;  ANTONIO;  CAMPOS  et  al.,  2007;  TUCCI, 2011). 

Outro aspecto a se considerar é o fato da P. gingivalis induzir lesão pulmonar 

associada com resposta inflamatória (BENEDYK; MYDEL; DELALEU; PLAZA 

et al., 2016; CHEN; ZHOU; YI; LI et al., 2018). É possível que o aumento no 

teor de água também ocorreu em resposta a maior lesão e inflamação 

pulmonares nos animais sujeitados a carga de 3x108 em comparação àqueles 

animais inoculados com concentração menor de P. gingivalis. 

Em relação as informações de biometria cardíaca, ficou assinalada a 

inexistência de hipertrofia miocárdica após a inoculação com P. gingivalis, o 

que corrobora achados prévios em camundongos (KANEKO; SUZUKI; 

AOYAMA; WATANABE et al., 2017) − os autores não encontraram aumento na 

razão massa cardíaca e peso corporal. Admitindo que aumentos na massa 
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miocárdica expressem a existência de crescimento celular, é possível assumir 

posição contrária às observações clínicas que associam doenças periodontais 

com hipertrofia miocárdica (ANGELI; VERDECCHIA; PELLEGRINO; 

PELLEGRINO et al., 2003; FRANEK; NAPORA; BLACH; BUDLEWSKI et al., 

2010; SHIMAZAKI; SAITO; KIYOHARA; KATO et al., 2004). Evidentemente 

que essa conclusão é razoável ao assumir a P. gingivalis como mediadora dos 

efeitos cardíacos consequentes a doença periodontal. É valido, ainda, referir 

que os estudos clínicos que associam periodontite com o aumento anormal da 

massa miocárdica são assolados por limitações no delineamento experimental 

e no diagnóstico da hipertrofia VE e da periodontite (SUZUKI; SATO; KANEKO; 

YOSHIDA et al., 2017). 

O método empregado no estudo possibilitou identificar dados  que 

tornam admissível considerar a P. gingivalis como indutora de lesão 

miocárdica. Para tal, nos valemos da mensuração da atividade plasmática da 

CK-MB, enzima que, quando elevada, indica a existência de necrose 

miocárdica (BLOMBERG; KIMBER; BURKE, 1975; FAN; MA; XIA; SUN et al., 

2017). O dano celular foi evidente somente nas ratas inoculadas com o maior 

teor bacteriano, informação que foi confirmada em cortes histológicos do 

miocárdio. Utilizando marcação por tricromo de Masson, ficou caracterizado 

aumento no teor de colágeno, com áreas de intensidade fibrose 

subendocárdica. Existe artigo na literatura no qual a microestrutura miocárdica 

também foi examinada após inoculação de P. gingivalis em camundongos 

(AKAMATSU; YAMAMOTO; YAMAMOTO; OSEKO et al., 2011). Empregando 

desenho experimental congênere ao nosso, os autores analisaram as 

modificações histológicas no miocárdio, um, três, cinco e quatorze dias após 

duas inoculações de 2x108 UFC/mL de P. gingivalis. Verificaram que, a partir  

de cinco dias, até quatorze dias, houve clara infiltração de células inflamatórias 

e fibroblastos, achados que possuíam similaridade à histopatologia do infarto 

do miocárdio. Admitindo a existência de associação entre aumento de colágeno 

e disfunção diastólica (BURLEW; WEBER, 2002; HESS; RITTER; 

SCHNEIDER; GRIMM et al., 1984), é possível entender porque a disfunção 

diastólica do VE foi mais evidente nos animais do grupo 3x108, em que a 

expressão do colágeno foi significativamente superior ao dos demais grupos 

experimentais. 
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Circunstância análoga à necrose miocárdica foi verificada para a morte 

celular por apoptose, com padrão em escada de fragmentos de DNA evidente 

em ratas do grupo 3x108. Os primeiros indícios que P. gingivalis poderia induzir 

apoptose de cardiomiócitos provém de experimentos in vitro, em que células 

H9c2 incubadas com meio condicionado de P. gingivalis exibiram fragmentação 

de DNA e condensação nuclear (LEE; CHANG; KUO; YING et al., 2006; LEE; 

WU; CHANG; CHANG et al., 2006; WU; YEH; KUO; HUANG et al., 2008). A 

interpretação dos nossos achados de maior apoptose e, sua repercussão no 

remodelamento cardíaco induzido pela P. gingivalis, é de difícil compreensão 

porque os estudos prévios foram direcionados, em sua maioria, à examinar a 

apoptose na miocardite infecciosa de origem viral e parasitaria (ALTER; 

JOBMANN; MEYER; PANKUWEIT et al., 2001; ELLIS; DI SALVO, 2007; 

SARASTE; AROLA; VUORINEN; KYTO et al., 2003; TOSTES; BERTULUCCI 

ROCHA-RODRIGUES; DE ARAUJO PEREIRA; RODRIGUES, 2005; YAMADA; 

MATSUMORI; WANG; OHASHI et al., 1999; YU; REN; ZHANG; QIAO et al., 

2017). Nessas condições, há informação suficiente que confere destaque à 

morte celular programada em mediar a injúria celular e a transição das 

miocardiopatias do estado hipertrófico para insuficiência cardíaca (ABBATE; 

SINAGRA; BUSSANI; HOKE et al., 2009; DEBIASI; ROBINSON; SHERRY; 

BOUCHARD et al., 2004; KYTO; SARASTE; SAUKKO; HENN et al., 2004; LI; 

LIU; ZHAO; CHEN et al., 2019; YU; LONG; LI; LIANG et al., 2016). 

É de se assinalar aspectos inerentes ao método de detecção da 

apoptose no miocárdio. O DNA fragmentado, caracterizado em gel de agarose 

com emprego de SYBR-safe foi o método de escolha. A marcação com SYBR- 

safe foi preferida àquela que utiliza brometo de etídio por ter  mais 

sensibilidade, menor fluorescência inespecífica de fundo e ser desprovida de 

potencial cardiogênico. Salienta-se, ainda, o corriqueiro emprego do método na 

literatura para identificação da apoptose em diferentes tipos celulares (BAHI; 

ZHANG; LLOVERA; BALLESTER et al., 2006; MARTINEAU; WHYTE; GREER, 

2008;  OFFER;  AMES;  BAILEY;  SABENS  et  al.,  2007;  REICH;  PUCKEY; 

CHEETHAM; HARRIS et al., 2006). A alternativa à técnica de SYBR-safe seria 

o método conhecido como “terminal de desoxinucleotidil transferase dUTP 

(TUNEL)” (KYRYLKOVA; KYRYACHENKO; LEID; KIOUSSI, 2012; 

MAJTNEROVA;   ROUSAR,   2018).   Julgamos   a   técnica   de   detecção  de 
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fragmentos de DNA por SYBR-safe mais apropriada porque o TUNEL possui 

limitações, como por exemplo, a rotulação inadequada de células necróticas 

como apoptóticas (GRASL-KRAUPP; RUTTKAY-NEDECKY; KOUDELKA; 

BUKOWSKA et al., 1995; OHNO; TAKEMURA; OHNO; MISAO et al., 1998; 

YAOITA; OGAWA; MAEHARA; MARUYAMA, 2000). 

Ainda não existe informação definitiva sobre os mecanismos 

patofisiológicos determinantes do remodelamento cardíaco induzido pela P. 

gingivalis. Há diversos fatores de virulência da P. gingivalis que podem afetar 

diretamente o miocárdio, com a atuação de LPS da membrana bacteriana 

assumindo papel de destaque (CURTIS; KURAMITSU; LANTZ; MACRINA et 

al., 1999; MCDONALD; GRINMAN; CARTHY; WALLEY, 2000). A base para 

esse fundamento provém de condições experimentas que se valeram do 

emprego de LPS e ilustraram a presença de necrose, apoptose, fibrose e 

disfunção ventricular (AUKRUST; GULLESTAD; UELAND; DAMAS et al., 2005; 

DELEON-PENNELL; IYER; ERO; CATES et al., 2017; GONCALVES; 

GUARIDO; ASSREUY; DA SILVA-SANTOS, 2014; LORIGADOS; ARIGA; 

BATISTA; VELASCO et al., 2015; SORIANO; GUIDO; BARBEIRO; CALDINI et 

al., 2014; XIANCHU; LAN; MING; YANZHI, 2018; ZHANG; QI; WANG; XU et 

al., 2019). 

É bem fundamentado que os efeitos deletérios dos LPS são mediados 

pelo aumento da inflamação e do estresse oxidativo (BULLON; CORDERO; 

QUILES; MORILLO et al., 2011; LI; GOU; YU; JI et al., 2019). Assim, é 

razoável pensar que nossos achados de aumento na lipoperoxidação, na 

oxidação de proteínas e no teor de macrófagos no miocárdio de ratas 

inoculadas com P. gingivalis derivem, ao menos em parte, da ação dos LPS. 

De real importância é o estresse oxidativo e a inflamação que se 

estabelecem a longo prazo porque podem agir sinergicamente para induzir 

remodelamento cardíaco via alterações conformacionais em  proteínas, 

ativação de vias de sinalização indutoras de hipertrofia e morte celular, fibrose 

intersticial, disfunção mitocondrial e isquemia (DHIMAN; GARG, 2011; 

ELTZSCHIG; CARMELIET, 2011; NISHIDA; OTSU, 2006; SALOMON; 

JIROUSEK; GHOSH; SHARMA, 1987; TADA; SUZUKI, 2016; TAYLOR, 2008).. 

Consequentemente é previsível que esse cenário cooperativo tenha atuado 
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para despertar remodelamento cardíaco adverso em nossos animais 

inoculados com P. gingivalis. 
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CONCLUSÃO 

Esse estudo ilustra que a P. gingivalis pode induzir remodelamento 

cardíaco análogo à miocardite em ratas. Os efeitos adversos da P. gingivalis no 

miocárdio foram mais evidentes com a intensificação da carga bacteriana. 

Ratas inoculadas com 3x108 UFC/mL evoluíram com disfunção sistólica e 

diastólica do VE, necrose, apoptose e fibrose miocárdica. Esses achados foram 

acompanhados de aumento do estresse oxidativo e infiltrado inflamatório de 

macrófagos no miocárdio. 
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The peri‹xlorrtal diseme (PO) etiology is rrminly rotated with sor • bacterial strains, siz•h n  Porphymmonas  gingivalis 

(fi ig*iiig*vn/is). Nonsurgical root scaling (e.g, antibiotics) may achdve a tmlporary decreme in the fi ig*iiig*vn/is level, yet it 

cannot era:licate the minoorganisrn Moreover antibiotics can lead to bacterial resétarx•e and urxlesirable side effects. This 

syst•matic revieu' we pwformed to identify animal data defiriing antiminobial photodyrnmic therapy (PACT) role on exper- 

imental PO m‹xLls in thetreaMnt off igiiiigivn/is. Embase, MEOLINE, and PubMed were examined for studies published fiom 

Jamiary l98o to Aught 2018. MeSH terms and Scopic data were used to fmd more related ireywoids Four studies were selected 

and revdwed by two indeperident researches with a sirlz•tured tual for raling the march qlmlity. The berieficial effect of PACT 

ilx•luded rediz•tions in fi ig*iiig*vn/is courts, bleeding on probing, redness, and inflarrmntion on multiple sites (ie., fast molaz, 

dental implants; subgingival; and mandibular prmlokus). Although our results suggest thal PACT displays antimérobial action 

an P.@ii@vn/is, tins improving the PO, a »onimiformity in the PACT protocol and the limited number of studies in luded lead to 

consider tlnt the bactericidal efficmy of PM against pwiodontal pa&ogens in PO •mains urx•lear. 

 
iteyword s Porphymm onac gingi valic- P. gengivalis- Photodynamic therapy • Antimicrobial photodynamic therapy • 

Phototherapy • Photo-mtimteddisinfection • Antimicrobial photodyrnmic chmlotherapy 

 

Introduction 

 
dermal biofilm is a main etiological fmtor for pwiodontal dis- 

ease (PO) [1], and it develops over a period of several weeks, 

initially developing supragingimf, wdh a mattue subgingival 

biofilm tlnt establishes up to 12 weeks [2]. As the bio film 

mcumulates, there is colonizat*an of several periodontal bm- 

teria (e.g., Aggrega r*bo ever ocr*nomycerem co m iron s; 

Nasob ae ter i um sp .; to r ph yr om on ac g i ngi va lic 

(fi ig*nig*vo/is)•, Pre vo fella sp. ; Trep onema dev iieola -, 

•irr rococmis beta-herrmlytic) [3-5]. The bacterial biofilm 

leads to a wide range of  in ffmmntory sellings  ilx• luding the 

activation of leiz•‹x•yles, neutrophils, and T lymph‹x•yies and 

the releme of antibodies,  lipopol   charides, and chemical 

in flammatory mediators that inc lude cyto ir ines and 

chemokiries [6—9]. Chronic periodontitis produces tissue signs 

such as periodontal p‹x•ireis, pwi‹xlontal allachr •nt appantt6 

loss, bleeding, bone loss, resulting ultimately in tooth low 

[9—1 3]. 

Nonsurgical mat scaling may achieve a tmlporary decrease 

in the subgingiml bacteria levels, yet it cannot eraficat• the 

microorganism. The l‹x•alion of these bacteria in imreachabie 

areas, such n furcalions or the base of peri‹xiontal p‹x•irets, 

probably accounts for the failure of mechanical therapy [4]. 

The •fore, combination of treatmerits such as non-iescctive 

   peri‹xlontal sugery; antibiotics, and go‹xl oral hygiene are 
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means to control the bmteria [14]. Conv‹•rsely, it he been 

reportxl thal antibiotics can lead to bmt‹xial resistance and 

undesirable skie effects [14, 15]. These limitations inve led 

to the search for neu' appiomhes tlnt we effective and easily 

applied in the bactermlia of PO. In this regard, photodyrnmic 

antiminobial cherrmtherapy (PACT), which uses a low-revel 
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light dcd or laser), was intr‹xluced as a promising strategy 

antimicrobial platform to a:ljuvant treat PD.  PACT  has been 

a scientific derrmnstrated effect against rnicr‹xirganisrn since 

Raab has published it in 1 900; ioromed wn coudo turn would 

die following irradiation in combination with acridine dye 

[16]. The PACT reduces mic robes with little effect on 

keratinocytes, thereby condituting a safe alternative for arlli- 

miciobial treatment [17]. The surface of both Gram-positive 

and £iram-negative bacteria is negatively charged, which 

rrakes anionic photosensitizers ineffective [I]. PART is based 

on the use of light at a speci6c wavelength in combination 

with a photosensitizer (PS); it leads to phototoxic reactions to 

induce bacterial destrixtton in a reaction called photcdynamic 

effect. The PACT requires two componerll s a light souire and 

a photosensitizer photo reactive drug) capable of binding to 

the targeted cell. The photosensitizer becorr es activated by 

light at a certain wavelength, thereby producing ringlet oxy- 

gon as well a a&er reactive agents which are toxic to bacteria 

[I &, I +]. PART begins when a PS absorbs a resonant photon 

(visible light or near-infrared) and it may impact the ekctron 

orbital by a given energy to PS molecule, which goes to sin- 

glet excited form. At this point, PS terlds to decay, and it has 

Mo ways (i) emitting light by fluorescence or (ii) making an 

inteirrossing syst•m to a triplet state. The triplet state of PS 

has a long-teim life arid it has the opportunity to transfer en- 
ergy  to  oxygen  on  substrate.  The  W  receives  the   PS”s energy 

and it becomes toxic to every celt especially to those that have 

less enzynmtic content againd reactive oxygen species (ROS). 

One single rrmlecule of PS may go to this route about I0,OO0 

times until it is destroyed [17]. Mechanism of PACT is 

showed in Fig. 1. 

Although several researchers have found a PACT effect 

alone or in combirution with alterrattve therapies to reduce 

bacterial infection [20, 21], there are sNdies showing null 

results [22, 23] a r even a h igher bacterial load [24]. 

Therefore, the aim of the present study was to systenmtically 

review the bact•ricidal effe•acy of PACT in expe ntal PD 

modek.  I n this  primer,  we focus on  the  PACT action in 

P. giiigivnfrs bemuse it is conurmnly found in PD [4, 13, 14] 

arid accounts for the nmjority of periodontal tésue danmge 

[25]. Moieover, to our knowledge, there ae riot many system- 

atic  reviews  aimed  at  the antimic rob ial  PAC‘T against 

P. gingivalis, in which  there is data  illustrating  a positive 

[26] or negative [27] e@cacy. 

 

 
Materials and methods 

 
Search strategy 

 
The seach scheme was carried out in accordance with the 

Systemat ic Rev iew Center for Laborato ry An imal 

Ezperimerltalion (SY RCTE) guidelines for syst•matic review. 

Origfiul reseach articles published in English on Embase, 

MEDMNE, arid PubMed, from January l9b0 to August 201 b, 

were ieirieved arid evaluatxl by two iridependerll authors 

The keywords from related añicles were selected, and 

MeSH teims arid Scopus interlutional data lines were used 

to fmd wore related keywords wdh ckise meanings. The entire 

search  strategy  used was (Porph yromonos gingivalis OR 

P. gingim frs) AND (phot‹x1ynamic therapy OR photodyiumic 

OR   p hototh erapy  OR   p hotochemotherapy  OR photo- 
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mtimted disin faction) ANO (antimicrobial photodynamic 

therapy OR antimicrobial phot‹xlyrnmic OR antiminobial 

photo&erapy OR antimicrobial photodynamic OR antimino- 

bial photochemotherapy). MeSH terrro were used individinl- 

ly or combined to inneme the ladings. The search we re- 

peated following a revieu' of the ehgible paperson exp‹•rim‹xi- 

tal r •thodology outcomes, and irmdiation par tms. The 

retrieved articles were also reviewed to identify possible ad- 

ditiornl studies. 

 

SNdy selection 

 
Title and abstrmt screening of citations were examined for 

poteritially eligible studies, and two indeperiderit revieu'ers 

applied predetermined inclusion criteria to full studies. 

Conflicts were solved by a third indeperident marcher 

Inclusion criteria were n folkiws: 

 
1. live animal subjects; 

2. random allocation of treaMnt; 

3. type of irra:fiction we provided n an intwvention to al 

lent one of the treaMnt groups; 

4. a quantitative or sari-qinntitative r •nuie; 

5. English language. 

 
The exclusion niteria were n follows 

 
I. in vitro, clinical and systerrmtic review articles with or 

without r •ta-arnlysis; 

2. papers riot published in English kmglmge. 

 

 
Quality of studies 

 
Potentially ehgible articles we • printed, revdwed, and criii- 

callyjudged for quality mting by two indeperid‹xit reviewms. 

Systerlmtic revieu's are commonly pwformxi in clinical trials 

but r1 ely in animal studies. Qinlity raiing scales commonly 

used consider imues as the appiopriat‹xiess of the anirlml m‹xl- 

A being emluatcd; therefore, the quality of study  we  am- 

lyzed using a scale targeted for animaldissue researches 

(QATRS) [28}. QATRS is a 20-point scale em luat*an cinrt 

designed to assess mndomimtion, blinding,  stmfardimtion, 

and reliability of r •niner •nts, mnnger •nt of study with- 

&awals, appIopriat•riess  of statistical  meth‹xis,  arid  simiktrity 

of the animalnissiie rrmdel wi& clinical studies. 

 
 

Resuhs 
 

Overall, 76 articles were foimd in a first screening on the 

databases, and abstracts were used to identify studies who 

were repeatedly found in more than one database (i.e. , 

repealed study; ii = 27). Thereby; 49 studies were prescreeried 

for overall revieu'. Among these, 45 studies were excluded 

because they did not meet the inclusion criteria of this system- 

atic revieu': m vdio studies (ii = 18); clinical trials (ii = 20); 

systematic revieu's (ii = 5); rio experimental m‹xlel of PO 

(ii = 1); lipopolysaccinride inoculation (ii = 1). Therefore, four 

studies were ilx•luded for nitical evaluation of the bacterial 

infection protocol and PM (Fig, 2). 

Table 1 shows data extrmted fiom the papers, in which the 

studies emlinted two animal species (i.e., rat and dog), and 

several bacterial strains {Acriii omyeec , Fucoba exert um 

nudeatum, Fucobocierium sp, P. gingivalic, Prevoref/o sp, 

$treptoeoeeuc beta-hemolytic, Treponem a deniieola ) [3, 

20—31]. The indiz•tion of PO in multiple sides (fnt molaz, 

derital fix'plants, subgingival reg*ans, and mandibular prmlo- 

lars) was mainly caused by using a ligalure rrmdel (three stud- 

ies),  and  only  one  study  was  conducted  with  the direct 

P. grunt mic in‹xnilaiion According to the QATR S, thestudies 

showed a range ofmethoJological quality between 14 aixl 18 

poiots ou a scale until 20. 

Table 2 illuslmt's PM eftécttvei›ess Jhe stixlies ap- 

plied dic<Ie to 8›e target tissue with a wavelenglh Gauging 6am 

660 to 662 nm, a fluaxe varying tx•tw<en I2.7 and 2I2.3 J/cm*, 

arxl ioadLuxe t>•t een 0.06 and I.06 W/an*. Unfortumtely 

only one study ind a complete description of the irradiation 

paormetas [3] 8‹•ve@ jJxñosaa¥bzxs weie usad on &e lxscte- 

ñ& MTxMg aHHñm bye, 2%6 wNam, 1bñn %, md BLC 
 

 

we reported tx•tween 10 and 180 s pz site. Table 2 ako shows 

the main t›mefiis of PM    n  a fiveapproach to contml 

oral tm ter‹xnia Notwithstanding, PM is distirictiy a:lvarita- 

ge'ato in rediz•irig the puixiorital signs ofredriem, breeding on 

probing, md inflammation 

 
 

Discussion 

 
The PO is rrminly asmiated with the piescrx•e of distirx•t 

bacterial strains, in which fi ig*iiig*vn/is is a &am-negative 

bmterium leading to colonization of subgingiml pf«jue with 

consequent tissue inmsion and desirlz•tion in several forms of 

PO [4, 13]. Thus, although the ilx•luded studies he:1 the pwi- 

odontal biofilm as a target m which it he multiple bmt•ria, 

this systerrmiic review of experimental studies reviewed the 

in vivo antimicrobial effe•acy of PACT against a major pwi- 

odontal pathogen in PM ig*iiigivoâs. The application of 

eligibility niteria resilted in the inclusion of only four studies 

dwived fiom an initial screeriing of 49 papers. Although the 

studies thal fulfilled our eligibility niteria applied different 

PACT piot‹x•ok, the reduction of pwiopathogenic microor- 

ganism counts we a corrurmn fmding. On the other hand, an 

issue slxiuld be clarified for the study of deOliveira et aL [31] 

in which P. gingivalic couril z were significantly reduced 
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1 ween after a  single  application  of  PACT.  However  after 

4 weeks, the authors repoñed a  regiowth  of  microorganism. 

A reasotmble expkuniion for this fmding is the fiequericy of 

the PACT application, in which there are indications thal 

PACT tmalri •nt slxiuld be perfornvxi weekly [31]. 

Multiple fmtors for the bmtericidal effect of PACT are 

proposed These include ONA b •akdown, efllux of po&si- 

um ion, abnomnlities of sarcolemrnal prot•ins, and int‹mup- 
tions io the cell  wall  synthesis  [26].  Typically  the  ligkt  ab- 

earption by the photoserisdizer results in excited singlet state 

and triplet excited state to cause type I and type photo- 

oxidative reactions. The • is a must of re:léals and reactive 

oxygeri species, and ifsufficiurt oxidative damage ensues, this 

will result io target-batezial dmh [32—3s]. 

 

Photosensitizers and light protocol 

 
It is rioteu'orthy tlnt the included studies had substantial het- 

erogeneity in the parametms related to PACT. For example, 

each study lms applied different pkotoseusitizezs ou di@crent 

Leer ioadiatiou fluerx-es to cause decontaznioatiorx Azutene, 

toluidine blue, choñu E6, BLC 1010, aixl phenothiazine cMo- 

rkie of methylerie blue or toluidirie blue n photosensitizers 

were ilx•ludeA This critwion we selected because these dyes 

are the most used for oral PACT [36]. Moreover r •thylerie 

blue and toluidine blue present high effectiveriess in both 

Gram-positive and Gram-negative bacteria [37]. 

All sbidies ilx•luded demonstrated tlnt the combiintion of 

dyes and a light source PACT led to lower bact•rial prolifer- 

ation compared with samples of control animals (not treated 

with PACT). It ins been reported tint the effectiveness of 

PACT is greater to control or elimiinte oral bacteria in plants- 

tonic pinse tlnn in biofilms [38]. The probableremons for the 

lower effectiveness of PACT in biotopes may be the distilx•t 

and protected phenotypes, siz•h n those of dental pf«jue mi- 

croarganisrro, which we able to adhere to the teeth [39]. 

The therapeutic light corresponds to a srrmll shue of the 

total electromagnetic re:fiction with wavelerigths fiom véibie 

to injured fiom 300 to ll00 mm [40]. All ilx•luded studies 

have applied irra:fictions with a waveleng& of 650 to 652 rim 

combined with thedye. This wavelerigth range he been well- 

repoñed to be wdhin asuitable*9hototherapeutic window“ to 

excite the photosensitizer to produce re:licals arid/or reactive 

oxygen species [41]. Further, abhough a relaiiornhip betweeri 

User irreAiance and the bactericidal efficmy of PM rerrmins 

to beestablished, we have reported vmy low inc:liarx•evalues 

for the four in-luded studies, in which it can limit the clinical 

translation of the firidings. In fat, clinéal studies that showed 

a significant reduction in fi igiriigivofis ind a higher range of 
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                                Limitations 

There are son+e limitations that can be rai'x'd from our review. 

lint. it is evident from the previous discussion that the di@er- 

                                ences in laser licence and irradiance and types of photosensi- 

tizer would have resulted in a nonstandardized overall dose of 

PALL in the included sNdies. Then. studi es with standardized 

inclusion criteria and treatment regimens are recommended in 

this regard. Moreover. the variance of PALL patterns and the 

absence of all irradiation data make the coni{›ari son between 

sNdies complex. Secon4 the mull number of studies  includ- 

ed in this systenutic review is insufficient to perfbmi a n+eta- 

analysis. which could better illustrate the PALL efficacy rele- 

vant to cli nical observations. Thir4 there are heterogeneity 

between the four included sNdies such as the us of the two 

animal species (i.e.. rat and dog) and three distinct prixedures 

to induce PD (i.e.. ligature. peri-implant. or bacterial injec- 

tion). These observations have iniporlant implications to eval- 

uate PALL role. for example. the rate of PD in dogs is high. 

increases with aging. and hence. the etiopathology is closely 

associated with hununs }42j. Min the dher han4 the ixcur- 

rence of PD in rats is less frequent than in hunun and there is 

continuous growth and migration  of  the  teeth  }43j.  which 

nii ght not be subtl e for sNdying the repercussion of the 

PALL over long periods. In addition. variability in had re- 

spon'x's to bacterial infection among dog and rat can contrib- 

ute signi6cantly to the severity of PD and thus. the effect of 

the PALL. Finally. ligatures or seeding with exogenous {Path- 

ogens (bacterial i rrxulation) to induce PD can elicit different 

disea'x' evolution }44j and therefore a non-singular  response 

to PACT treatment. 

 

 
 

 
Although PART i s a promising strategy to eradicate {Path- 

ogenic  microorganisms such asP   pi’/tpi’t n/i’s. and  this sys- 

  tenutic review has shown some benefit concerning the ef-                                                       

fectiveness of therapy.  some  I imitations  show and  should be  considered  so  

to assume  a well -de fined  bactericidal ef- 

ficacy of PART against periodontal pathogens in PD. A 

valuabl e route could be to establish a wel I-standardized 

PALL to be applied honiogeneously in fuNre experin+ental 

studies. Thi s could result in less heterogeneous data for 

antimicrobial  effectiveness.  Ndwithstanding.  t›rani-nega- 

time bacteria as P  pi’/tpi’t n/i’s  are  far  more  resi slant  to 

PA IT    }43 j.  The re fa re.   search   fa r   n ew  a pproach es 

[ e.g.. pa lymyx in B nonape ptide or ethyl ene dianiine 

                     tetraacetic acid) that can pemieabil ize the outer n+eni- 

brane to allow non-cationic photos ensitizer }43j could 

have bener antibacterial results coni{›ared with data re- 

ported in this review. 
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