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Resumo

A periodontite é uma doenga inflamatéria crénica associada a biofilme
disbidtico que compromete os tecidos periodontais de protecdo e de
sustentacdo. Além das complicacdes locais, a doenca se associa a
alteracées sistémicas, como diabetes e doengas cardiovasculares. E uma
enfermidade com alta prevaléncia na populacgdo, além de ser a principal
causa de perda dentdria em adultos. Muitos fatores relacionados a
periodontite estdo bem estabelecidos, no entanto novas questdes acerca
da etiologia, patogenicidade e formas de tratamento levam a pesquisa
cientifica a ampliar a investigacdo, que em muitos casos necessita passar
pela fase experimental in vivo. Desse modo, os modelos animais sdo uma
alternativa viavel desde que justificado seu uso aos objetivos da
pesquisa. O objetivo deste estudo foi revisar a literatura quanto aos
modelos animais de inducdo de periodontite utilizados de 2018 a 2021.
O termo de busca “periodontitis” foi pesquisado nas bases de dados
PubMed, Lilacs e Scielo, com limitacio de data de 03/2021a 09/2018. A
busca resultou em 1.231 artigos. Apds critérios de inclusao e exclusao,
foram selecionados 300 artigos para analise. Os resultados mostraram
que a principal espécie animal utilizada como modelo de periodontite
sdo os ratos, seguidos por camundongos. Para inducgio da periodontite,
a colocacgdo de ligadura em dentes posteriores foi a metodologia mais
utilizada.

Abstract

Periodontitis is a chronic inflammatory disease associated to dysbiotic
biofilm that compromises the protective and supporting periodontal
tissues. In addition to local complications, periodontitis is also
associated to systemic conditions, such as diabetes and cardiovascular
diseases. It has a high prevalence in the population and represents the
main cause of tooth loss in adults. Many factors related to periodontitis
are well established, however, new questions about the etiology,
pathogenicity and forms of treatment remain to be improved. Which
lead the researchers to use animal models. Thus, animal models are a
viable alternative as long as their use is justified for the purposes of the
research. The aim of this study was to review the literature regarding
the animal models of periodontitis induction used in the last two years.
The term “periodontitis” was searched in the PubMed, Lilacs and Scielo
databases. The date limit 03/2021 to 09/2018 was applied. The search
resulted in 1,231 articles. After inclusion and exclusion criteria, 300
publications were selected for analysis. The results showed that the
main animal species used as a model of periodontitis are rats, followed
by mice. To induce periodontitis, ligation of posterior teeth was the most
used method.

Introducao

A periodontite é a principal causa de perda
dentaria na populagdo adulta e corresponde a um
importante problema de satide publica. Em sua
forma severa, é a sexta doenc¢a mais prevalente no
mundo. Atinge cerca de 11% da populagao mundial,

0 que corresponde a 743 milhdes de pessoasl. O
conhecimento acerca da periodontite evoluiu muito nas
ultimas décadas. Porém, novos achados sdo sempre
acompanhados de novas perguntas, o que torna sempre
necessaria a pesquisa cientifica.
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Estudos longitudinais com humanos sao
limitados em determinar o nivel de atividade da
doenca e o quanto os individuos sdo suscetiveis a
patologia e a sua progressdo. Além disso, para
investigar possiveis modalidades de tratamento,
estudos com humanos apresentam conflitos éticos.
Assim, para estudos pré-clinicos é importante a
adequada selecio de um modelo animal que
apresente caracteristicas semelhantes com relacdo
a anatomia, bem como com a doenga em humanosz.
A aplicagdo translacional do conhecimento
adquirido com pesquisa bdsica para a clinica é
mandatéria3. Visbes simplistas utilizadas no
passado estdo sendo deixadas de lado em prol de
uma visido mais holistica. Adicionalmente, a
justificativa para a pesquisa basica deve considerar
sua aplicacdo a uma situagdo clinica. Assim, como
pré-requisito para os estudos clinicos, modelos que
expliquem casualidade e desfechos de tratamento
sdo necessarios. Modelos animais sdo essenciais
para verificar a seguranca e a eficicia de um
possivel tratamento antes de este ser testado em
humanos3 e tém sido amplamente utilizados na
Periodontia para avaliar a patogénese das doencas
periodontais*> e diferentes modalidades de
tratamento®. Similarmente ao que ocorre em
humanos, a periodontite experimental em animais
promove elevagdo nos niveis séricos de proteinas
da fase aguda, como proteina C reativa, bem como
citocinas inflamatoérias (IL-13 e IL-6)4; sendo assim
um modelo apropriado para estudar a periodontite
e sua relacdo com condigdes sistémicas’.

As caracteristicas da doenca periodontal em
humanos e modelos animais podem apresentar
grande variacdo dependendo da forma de doenca
periodontal presente e do seu estagio de evolugao.
A selecdo de um modelo experimental ¢é
determinada pelos objetivos da pesquisa bem como
da estrutura laboratorial disponivel. O uso de
animais maiores e com importantes implica¢des
éticas e sociais, como macacos e cies, devem ser
restrito a ultima fase de validacdo de novos
tratamentos. Na maioria dos casos, animais
menores como ratos ou hamsters sdo suficientes
para verificar o papel de bactérias, dieta ou outros
fatores associados a inflamagao periodontals.

Diferentes espécies animais tém sido
utilizadas na pesquisa periodontal, como primatas
ndo humanos, cachorros, coelhos, ferrées, ratos e
hamsters8. Diante da emergéncia de novas terapias
e abordagens bioldgicas das doencas orais, o uso de
modelos animais esta em destaque. Esses modelos
animais para pesquisa foram amplamente
utilizados nos dudltimos anos, uso que foi
acompanhado pela preocupagdo em assegurar a
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realizacdo de tais procedimentos de forma humanitaria.
Para este fim, no Brasil houve a criagdo do projeto
Arouca que posteriormente deu origem a Lei Arouca -
Lei No 11.794, a qual foi sancionada em 8 de outubro de
2008°. Posteriormente foi criado o Conselho Nacional
de Controle de Experimentacdo Animal (CONCEA)
ligado ao Ministério da Ciéncia e Tecnologia, ao qual fica
estabelecida a fun¢do de expedir e fazer cumprir
normas relativas a utilizagdo humanitaria de animais
com finalidade de ensino e pesquisa cientifica. Além de
normatizar, de acordo com convengdes internacionais, e
acompanhar os seguimentos de criagdo e
experimentacdo animal. Esta lei, portanto, visa
assegurar que a ciéncia possa avangar em conhecimento
para a comunidade ao passo que respeite a vida dos
animais tdo necessdrios para este caminho de
investigacao.

Assim, considerando a constante evolucdo das
pesquisas clinicas e pré-clinicas, o objetivo deste
trabalho é fazer uma revisdo integrativa da literatura
e fazer o levantamento das diferentes espécies de
animais utilizadas e as diferentes metodologias
aplicadas para inducdo da periodontite nos anos de
201822021, a fim de verificar quais modelos sdo mais
empregados.

Revisao de Literatura
Materiais e métodos

O termo “periodontitis” foi utilizado como palavra-
chave para a pesquisa dos artigos nas bases de dados
PUBMED, Scielo e Lilacs. Os seguintes filtros foram
selecionados: “outros animais”, para espécies e data de
publicacdo limitada ao periodo de 2018/09 a
2021/03, a fim de analisar as publicacdes referentes
aos ultimos dois anos.

O objetivo foi recuperar estudos com modelos
animais de periodontite experimental. A partir disso,
observar quais espécies de animais foram utilizadas e
qual o método de indugdo da periodontite. Para
selecdo dos artigos, foi feita andlise inicial pelos titulos
e resumos. Caso a informacdo nio fosse encontrada,
seguia-se a busca pelo artigo na integra.

Dois pesquisadores (AGV e RTM) fizeram a busca
ativa. Publicacdes em inglés, portugués e espanhol
foram incluidas. Foram excluidos os artigos
correspondentes a: revisdo de literatura, periodontite
apical, outras condi¢des ou doencas bucais que nio a
periodontite, estudo com células, estudo de
medicacdes e biomateriais em defeitos nao
periodontais, estudo com animais sem indugao de
periodontite, ensaios clinicos, estudos
epidemiolégicos, relatos de caso clinico e ainda artigos
em outros idiomas que ndo os supracitados.

Resultados
A busca resultou em um total de 830 artigos
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encontrados na base de dados PUBMED, 280
artigos na Lilacs BBO e 121 artigo na Scielo,
sendo ao todo 1231 artigos encontrados.
Destes,153 foram excluidos por serem revisio de
literatura, 78 por serem referentes a periodontite
apical, 164 por abordarem outras condi¢cdes ou
doencas bucais que ndo a periodontite, 126 por
serem estudos com células, 44 estudos de
medicacdes e biomateriais, 115 estudos com
animais sem indu¢do de periodontite, 166
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estudos com pacientes, 22 relatos de caso clinico, 12
estudos epidemioldgicos, 25 por serem artigos
repetidos entre as bases de dados, 4 artigos por serem
de outros idiomas que ndo portugués, inglés ou
espanhol e, por fim, 22 por outros motivos (guia
pratico, carta ao editor, historia de um pesquisador).
Ao todo, foram excluidos do levantamento
bibliografico 931 artigos, e selecionados 300 artigos,
como mostrado no fluxograma (figura 1).
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Figura 1- Publica¢des encontradas e selecionadas para levantamento bibliografico
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Com relagdo aos animais de escolha para
realizacdo dos experimentos nos 300 estudos
selecionados, observamos que: 180 estudos
utilizaram ratos (121 sem especificacio de
espécie, 38 ratos Wistar, 19 ratos Sprague
Dawley, dois ratos Lewis), 106 utilizaram
camundongos, oito utilizaram caes (trés deles
especificaram a raca Beagle e um Foxhound), um
primata ndo humano, um equino e dois suinos em
miniatura (Tabela 1).

A informacgao sobre o método para indugao
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da periodontite também foi extraida dos artigos.
Dentre os 300 estudos analisados, 189 utilizaram
somente ligadura, 11 ligadura + bactéria / LPS, 82
somente bactéria / LPS, 10 utilizaram defeito
periodontal criado cirurgicamente e oito trabalhos
utilizaram outras metodologias (administracdo de
Pam3CSK4 na cavidade bucal, fenestracdo Ossea
associada a ligadura, dieta rica em sacarose-caseina,
ligadura combinada com alimentag¢do com alto teor de
acucar) (Tabela 2).

Tabela 1- principais espécies animais utilizadas

ANIMAIS UTILIZADOS NOS ESTUDOS PARA INDUCAO NUMERO DE ESTUDOS
DE PERIODONTITE
Ratos (sem expecificacdo) 121
Ratos Wistar 38
Ratos Sprague Dawley 19
Ratos Lewis 2
Camundongos (sem especificacio) 106
Camundongos germ free 1
Camundongos transgénicos 1
Caes Beagle 3
Caes Foxhound 1
Caes (sem especificacio) 4
Suinos em miniatura 2
Primatas ndo humanos 1
Equinos 1
TOTAL 300
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Tabela 2: Métodos de inducdo da periodontite experimental

METODOS DE INDUCAO DA PERIODONTITE NUMERO DE ESTUDOS
EXPERIMENTAL
Ligadura 189
Ligadura+bactéria/LPS 11
Bactéria/LPS 82
Defeito periodontal criado cirurgicamente 10
Outros 8
TOTAL 300
organismos e/ou seus subprodutos ou pela facilitacdo
Discussao do acimulo de biofilme colocando-se uma ligadura na

Novas terapias requerem avaliacoes pré-
clinicas a fim de estimar o potencial biolégico,
eficadcia e seguranca antes de sua introdugdo e
aplicagdo. Além disso, deve-se sempre considerar o
carater translacional das investigacdes, a fim de
produzir conhecimento que possa ser aplicado aos
pacientes afetados por determinadas condigdes.
Assim, dentre as diversas possibilidades de
modelos experimentais, cabe ao pesquisador
selecionar o mais adequado para os objetivos do
seu estudo.

Selecido do modelo animal de experimentagao:

Diferentemente do que ocorre em humanos,
em que a doenca periodontal tem um carater
progressivo podendo levar anos para atingir
propor¢des maiores de inflamacdo e perda de
insercdo, nos modelos animais a doenc¢a progride
em poucas semanasll. A adequada selecdo do
modelo animal de experimentacio é determinada
pelos objetivos da pesquisa, bem como pela
estrutura laboratorial disponivel. De maneira geral,
animais de pequeno porte como ratos e
camundongos sdo 6timos modelos e fornecem
adequada significancia estatistica para se avaliar o
papel do biofilme, dieta ou outros fatores na
periodontite. No entanto, a literatura também
reporta o uso de animais maiores, como primatas
ndao humanos!!, coelhos!21314 c3esl5, gatos? e
porcos miniaturale.

A destruicao dos tecidos periodontais pode ser
induzida por meio da inoculacdo de micro-

regido cervical dos dentes molares?’.

Os micro-organismos periodontopatogénicos mais
utilizados sdo Aggregatibacter actinomycetemcomitans,
Treponema denticola, Tannerella forsythia,
Fusobacterium nucleatum e principalmente
Porphyromonas gingivalis. Em nosso estudo, 44% dos
trabalhos que utilizaram bactérias para inducdo da
periodontite fizeram wuso da inoculagdo de
Porphyromonas gingivalis. Porém, estudos anteriores
demonstraram que a perda oOssea alveolar foi
significativamente menor em experimentos utilizando
Aggregatibacter  actinomycetemcomitans  quando
comparado a utilizacdo de Porphyromonas gingivalis, o
que torna esta espécie bacteriana mais efetiva na
indugio da periodontite!8.

Como subproduto dos micro-organismos
causadores da periodontite, a literatura também
reporta a utilizagio de lipopolissacarideo (LPS)
derivado de Porphyromonas gingivalis ou de Escherichia
coli. O LPS é uma endotoxina presente na membrana
externa das bactérias Gram-negativas. Apresenta efeito
irritativo aos tecidos periodontais, induz o aumento da
resposta inflamatdria e, se persistente, ocasiona a
periodontite?°.

Modelo de periodontite em ratos

O rato é o roedor mais utilizado para estudo da
doenca periodontal?, o que é comprovado pelo presente
estudo. Nossos dados mostram que nos anos de 2018 a
2021, 60% dos estudos com modelos experimentais de
periodontite utilizaram ratos. A denticdo do rato é
composta por incisivos (2 inferiores e 2 superiores) e 3
molares (primeiro, segundo e terceiro) em cada
hemiarco. A estrutura gengival é similar a de humanos,
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com a presenca do sulco gengival e aderéncia do
epitélio juncional a superficie radicular®.

Em ratos, a periodontite parece ser um
processo infeccioso3. Pode ser induzida por meio da
microbiota indigena, da introducdo de patégenos
e/ou seus subprodutos, da colocacdo de ligaduras,
da criacdo cirdrgica de defeito periodontal ou ainda
modelos mistos2. A administracdo de LPS
bacteriano e a colocagdo de ligaduras sdo os
modelos mais utilizados. A literatura mostra que a
colocagdo de ligadura ao redor dos molares de rato
gera uma perda 6ssea alveolar com diferenca
estatistica com relagdo ao grupo controle apenas
sete dias ap0s sua colocagao*. Com relacio a efeitos
sistémicos da inflamac¢do induzida por meio das
ligaduras, esses sdo observados apds 14 dias da
colocagdo de quatro ligaduras+*s. Adicionalmente,
também foi observado o aumento de proteina C
reativa, IL-6, LDL4 bem como aumento na
expressao vascular de COX-25.

Alimitacdo do uso de bactérias e/ou LPS é pelo
fato de este modelo gerar uma rapida resposta
aguda do organismo, assim a infeccdo gerada
provavelmente representa vias especificas de
alguns tipos celulares. A vantagem é um rapido
processo de doengca sem a necessidade do
crescimento de bactérias ou extensiva manipulacio
das estruturas dentais3.

Adicionalmente, a manuten¢do de ratos em
biotério tem custos relativamente baixos, o que
favorece o desenvolvimento de estudos com
tamanho amostral significativo.

Modelo de periodontite em camundongos

No presente estudo, 35,3% dos trabalhos
utilizaram camundongos, correspondendo a
segunda espécie animal mais utilizada para a
inducdo da periodontite. O modelo com
camundongo é relativamente de baixo custo e
conveniente. Ha bastante informacao a respeito de
seu sistema imunoloégico bem como
disponibilidade = de diferentes linhas de
camundongos transgénicos, o que representa uma
importante ferramenta para a pesquisaz20.21, Assim
como os ratos, os camundongos apresentam
incisivos (2 inferiores e 2 superiores) e 3 molares
(primeiro, segundo e terceiro) em cada hemiarco8.
Comparando-se com o modelo com ratos, uma
desvantagem é o tamanho reduzido da arcada e
uma maior dificuldade acompanhada da maior
necessidade de habilidade técnica para realizar o
procedimento cirtrgico de colocagio das ligaduras,
se esta for a metodologia escolhida.

Modelo de periodontite em coelhos
O coelho também é um animal utilizado para o
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estudo da periodontite. Uma vantagem do uso de coelho
é que este animal ndo desenvolve a periodontite
somente com a colocagio de ligadura. E necessario que
a ligadura seja associada a administracdo de algum
patdégeno. Assim, o coelho pode ser utilizado para testar
especificamente o impacto de algum patégeno de
origem humana, diferentemente de modelos com ratos
ou camundongos, em que a colocacao de ligadura induz
a periodontite pela conversdo da microbiota comensal
em patogénica3. No presente levantamento, ndo foram
encontrados estudos com a indugdo de periodontite em
coelhos nos anos estudados. Porém, esse é um modelo
validado, com excelentes estudos na literaturat213,

Modelo de periodontite em cies

0 modelo de periodontite em cdes esta entre os
mais bem estabelecidos modelos para estudar a
ocorréncia natural de gengivite e periodontite322. O
beagle é um dos mais comumente utilizados devido a
seu tamanho e temperamento8. Todos os caes
domésticos tém uma suscetibilidade natural ao
desenvolvimento da doenca periodontal na fase adulta,
porém adequada saude pode ser mantida com
apropriado controle do biofilme. A prevaléncia e a
severidade da doenca periodontal em cdes variam de
acordo com a idade e com a raca. Uma limitacdo deste
modelo é a localizagdo e a extensdo nao serem
homogéneas823. Além disso, o uso de cdes se torna
menos desejavel em pesquisa pelo fato de estes serem
animais domésticos e requererem companhia diaria,
adequado espaco e pratica de exerciciol0. No presente
estudo, apenas oito (2,6%) dos 300 trabalhos utilizaram
cdes como modelo experimental.

Criacao cirurgica de defeito periodontal:

Como alternativa aos modelos de indugio crénica
da periodontite (como a colocacdo de ligaduras ou
introducdo de periodonto patégenos, que gradualmente
induzem alteracdes teciduais), tem-se a criacdo
cirtirgica de um defeito.

Uma vantagem deste modelo é a redugdo do tempo
experimental para se obter uma quantidade desejada de
perda dssea alveolar. Além disso, ha a possibilidade de
melhor padroniza¢do dos defeitos em todos os animais
dos grupos?2. Uma grande utilizacdo desse modelo é para
o estudo de terapias regenerativas de defeitos dsseos.
No presente estudo, 10 trabalhos utilizaram este
modelo de defeito periodontal. Foram utilizados c3es,
porcos miniaturas e ratos.

Modelo de inducao de periodontite com ligadura:

0 modelo com ligaduras ja é bem estabelecido na
literatura. No presente trabalho, esse foi 0 método mais
encontrado, com 189 artigos (63%). A ligadura consiste
em um fio amarrado ao redor da cervical dos dentes,
possivelmente na regido subgengival, para aciimulo de
biofilme e consequente reabsorcdo 6ssea alveolar. Ja
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foram reportadas ligaduras de diversos materiais:
seda, elastico, algodao, nylon e metal2+. Ligaduras
de algoddo parecem ser mais favoraveis do que os
demais materiais devido a sua maior retentividade
de biofilme. Entretanto, materiais como seda, nylon
e elastico podem apresentar maior resisténcia do
que o algodao?s.

A maioria dos estudos que utilizam ligaduras
para indug¢do da periodontite reportam o uso de
uma, ou duas ligaduras®2627. Com relagdo a esta
quantidade, deve-se atentar para o objetivo do
estudo. Para avaliar os efeitos locais da
periodontite, uma ou duas ligaduras sao
perfeitamente suficientes. Entretanto, se o objetivo
do modelo for gerar uma inflamacao sistémica, faz-
se necessaria a colocagdo de quatro ligaduras a fim
de gerar um processo inflamatério mais
exacerbado*s.

Modelo de inducao de periodontite com
bactérias e/ou LPS:

Diversos  micro-organismos ja  foram
utilizados para indu¢do da periodontite, por meio
de diferentes metodologias: exposicdo dos animais
ao micro-organismo, injecdo intraperitoneal de
micro-organismos, aplicacao dos micro-
organismos na cavidade bucal e na gengiva,
administracdo do micro-organismo por meio de
gavagem?.

Como alternativa ao patogeno, alguns estudos
reportam o uso de LPS. Este é um modelo valido
para examinar como a resposta imune responde ao
desafio bacteriano. Perda éssea alveolar pode ser
observada ap0s sete dias da injecdo de LPS28. No
presente estudo, 82 trabalhos (27%) utilizaram
patégeno ou LPS.

Associacio de ligadura a bactérias/LPS:

Em nosso levantamento, 11 estudos (4%)
associaram a colocacdo de ligaduras as bactérias.
Esse modelo é comumente utilizado para induzir a
periodontite em coelhos, entretanto os trabalhos
encontrados com este modelo nos ultimos dois
anos foram realizados em ratos e camundongos3.
Ha certa divergéncia na literatura a respeito deste
método. Em um estudo com ratos Wistar, dois
modelos de inducdo foram comparados. Um grupo
recebeu a colocagao de ligadura e o outro recebeu
ligadura associada a inoculagdo de Porphyromonas
gingivalis. Os dois grupos desenvolveram
periodontite, quando comparados ao grupo
controle, no entanto a perda dssea alveolar do
grupo que recebeu somente ligadura foi
estatisticamente maior. Os autores atribuem essa
diferenga ao fato de a Porphyromonas gingivalis nao
fazer parte da flora normal do rato, e possivelmente
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haver competi¢do bacteriana com o biofilme disbiético
gerado a partir da colocag¢do das ligaduras?2°.

Outros métodos

Como mostrado anteriormente, dentre todas as
opcdes validadas, o modelo experimental de
periodontite mais utilizado é a colocagdo de ligaduras
em ratos. Porém, alguns modelos menos comuns foram
encontrados em nossa busca: administracio de
Pam3CSK4 na cavidade bucal3?, fenestracdo oOssea
associada a ligadura3?, dieta rica em sacarose-caseina3?,
ligadura combinada a alimentagdo com alto teor de
acdcar33. Adicionalmente, a literatura também ja
reportou o uso de cavalos!034, furdesz810, hamsters,
gatos? e carneiros2.

Conclusao

A experimentacdo animal na Periodontia §é
necessaria e relevante. Modelos animais fornecem
importantes informagdes sobre os mecanismos de
doengas. A pesquisa animal é essencial para se
estabelecer relagdes de causa e efeito bem como para
testar novas terapias. Nosso estudo mostrou que a
espécie mais utilizada para inducio da periodontite nos
dltimos anos foi o rato, e a metodologia mais empregada
neste periodo foi a colocacdo de ligadura.

N3o h4 um tnico modelo especifico que represente
todos os aspectos da doenca em humanos. Cabe ao
pesquisador selecionar e adequar o melhor modelo aos
objetivos de sua pesquisa. Vale salientar que os animais
sdo vulneraveis, e os modelos para a pesquisa devem
ser claramente planejados e justificados, com base no
principio dos 3 Rs criado por Russel e Burch em 1959,
do inglés: Replacement [substituicdo], Reduction
[reducdo], Refinement [refinamento].
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