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ABSTRACT | Introduction:

Studies have sought to use methods for
inducing experimental periodontitis in mice
to analyze the inflammatory process and
alternative therapentic factors. Objectives:
To carry out an integrative literature review
on the methods and results of research
carried out in mice in order to induce an
inflammatory process of periodontitis.
Methods: Use gualitative methodology
and definition of the guiding question:
What are the main methods and results in
the induction of experimental periodontitis
in mice? The MeS Hterms: “Periodontitis”
and “Mice” were used to search for scientific
articles in the PubMed database. 4,192
Sull-length works were foundy of these,

16 articles were duplicated in the search
strategies, thus totaling 7 selected articles.
Results: The inflammatory process

of periodontitis in mice can occur more
effectively with the use of ligation than

with gavage, as there is a response by the
immmne cells to the attack of the aggressor
agent, and the ligature is an agent that

will be constantly and commonplace in the
installed region than by gavage. Among the
methodologies for inducing periodontitis,
those with application of the bacterial
pathogen directly to the gingival tissue were
observed; application of 1.PS from P.
gingivalis; placing a ligature with silk thread
soaked with P. gingivalis; and placing a
ligature with silk thread without bacteria
soaking. Conclusion: I this animal
model for the study of periodontitis, some
physiological changes were observed, such as
immunological disorders and changes in heart
rate. Therefore, the results of this review
answered the guiding question established in

the methodology.

Keywords | Mice; Periodontitis;
Porphyromonas; Ligature.

| Emprego da inductio de periodontite
experimental em camundongos para
estudos clinicos: métodos e resultados

RESUMO| Introdugdo: Estudos tém buscado a utilizacio de métodos para
indugio da periodontite experimental em camundongos para andlise do processo
inflamatério e fatores terapcuticos alternativos. Objetivos: Realizar uma revisao
de literatura integrativa sobre os métodos e resultados de pesquisas realizadas
em camundongos a fim de induzir um processo inflamatério de periodontite.
Métodos: Utilizar metodologia qualitativa e definicdo da pergunta norteadora:
Quais os principais métodos e resultados na induc¢ao de periodontite experimental
em camundongos? Os MeSHterms: ‘Periodontitis” ¢ “Mice” foram usados para a
busca dos artigos cientificos na base de dados PubMed. Foram encontrados 4.192
trabalhos na integra; destes, 16 artigos encontravam-se duplicados nas estratégias
de busca, totalizando, assim, 7 artigos selecionados. Resultados: O processo
inflamatério da periodontite em camundongos pode ocorrer com mais eficacia
com a utiliza¢io da ligadura do que pela gavagem, visto que ocorre uma resposta
pelas células imunoldgicas para o ataque do agente agressor, sendo a ligadura
um agente que estard de maneira constante e corriqueira na regido instalada do
que pela gavagem. Entre as metodologias para indugdo da periodontite, foram
observadas aquelas com aplicacio do patégeno bacteriano diretamente no tecido
gengival; aplicacdo de LLPS provenientes de P. gingivalis; colocacao de ligadura com
fio de seda embebido por P. gingivalis; e colocagao de ligadura com fio de seda
sem embebicdo por bactérias. Conclusio: Nesse modelo animal para estudo
da periodontite observaram-se algumas alteragdes fisiologicas, como disturbios
imunologicos e alteragdes na frequéncia cardiaca. Portanto, os resultados dessa

revisao responderam a pergunta norteadora estabelecida na metodologia.

Palavras-chave | Camundongos; Periodontite; Porphyromonas; 1igadura.

"Universidade Estadual da Parafba. Araruna/PB, Brasil.
*Universidade de Sio Paulo. Sio Paulo/SP, Brasil.

98 | Rev. Bras. Pesq. Saide, Vit6ria, 23(4): 98-104, out-dez, 2021 | ISSN: 2175-3946 | DOL: 10.47456/1bps.v23i4.36047



Emprego da inducio de periodontite experimental em camundongos para estudos clinicos | Verissimo e a/.

INTRODUGAO |

A priori, os animais sao utilizados em pesquisas desde antes do
Renascimento. Cientistas conhecidos, como René Descartes,
consideravam os animais como maquinas bioldgicas e,
portanto, ndo sentiam dor por nio possuirem alma'. Sendo
assim, os animais estavam fora da percepgio moral humana
e se estabeleceram praticas bastante comuns naquela época

que hoje nio sdo mais aceitas, como a vivissec¢io®.

Por volta do século XVIII, gracas a Jeremy Bentham,
houve a introducdo de ideologias sobre os principios
morais ¢ legislacdes para os cuidados no uso de animais em
pesquisa’. Nio obstante, entre os animais mais utlizados,
estao os roedores. Ratos e camundongos foram as primeiras

espécies a serem utilizadas na pesquisa laboratorial' 2.

Os roedores sdo bastante utilizados para pesquisas
cientificas com énfase nos tecidos periodontais pela
incrivel semelhanga que esses animais possuem nas regides
dos molares’. Dessa forma, os camundongos e ratos sio
os modelos ideais para a analise da perda 6ssea alveolar e

processo inflamatdrio da doenca periodontal®.

Este artigo, portanto, tem como objetivo realizar uma revisio
de literatura integrativa sobre os métodos e resultados de
pesquisas realizadas em camundongos a fim de induzir um
processo inflamatério de periodontite, com resolucio da
pergunta norteadora e definicio do melhor método que

promova um teduzido desconforto/dano ao animal.

METODOS |

Esta revisio de literatura integrativa se apdia numa
trabalhos  de
Rother®, Souza, Silva & Carvalho® e em Pereira et 4/, e

metodologia  qualitativa baseada nos
no desenvolvimento da pergunta de pesquisa: Quais os
principais métodos e resultados da indug¢ao de periodontite

experimental em camundongos?

Para isto, foi utilizada a base de dados eletronica PubMed (U.
S. National Library of Medicine (NLM)) para pesquisar e
identificar estudos que respondessem a pergunta norteadora.

Foram utilizadas duas palavras-chave para a composicdo
da chave de pesquisa, sendo os seguintes MeSHterms:
“Periodontitis” e “Mice”. Em seguida, os pesquisadores

selecionaram os trabalhos com andlise no titulo e resumo,
com base nos critérios de elegibilidade. Foi estabelecido o
desenvolvimento de 5 etapas (Figura 1) para a busca pelos
artigos e desenvolvimento desta revisdo integrativa.

Figura 1 — Etapas metodoldgicas para a selegio dos artigos e

desenvolvimento da revisao

Determinagao dos
1°Eta - S
pa descritores (MeSHterms)
a Busca avangada na base
2" Eta
pa - de dados (PubMed)
3° Etapa ‘ S:Le:ao dos artlgositq’u'e se
quaram aos critérios
4° Etapa - Formulagio de tabela
descritiva sobre cada estudo
Desenvolvimento da
5" Eta ‘
pa discussao dos estudos

Fonte: Os autores, 2021.

Os critérios de elegibilidade foram: artigos publicados na
integra gratuitamente; artigos que se adequem a tematica;
pesquisas em animais. Em seguida, artigos que preencheram
os critérios de elegibilidade foram identificados e incluidos
na revisdo. Os trabalhos que preencheram todos os
critérios de selecdo foram incluidos no estudo, os que ndo
preencheram os critérios e/ou nio se mostraram relevantes

foram excluidos.

RESULTADOS |

Com a busca avancada através da utilizacao do MeS Hterm
ja mencionado, foram selecionados apenas os artigos que
entraram nos critérios de inclusdo. Os resultados por

analise foram representados na Tabela 1.

A partir da estratégia relatada, foram encontrados 4.192

(quatro mil e cento e noventa e dois) trabalhos na integra;
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destes, 16 (dezesseis) encontravam-se duplicados nas

estratégias de busca, totalizando, assim, 7 (sete) selecionados.

Para isso, estabeleceu-se a constru¢do do Quadro 1 para

as pesquisas clinicas que utilizaram metodologias de

inducdo da periodontite experimental em camundongos

e seus resultados para melhor compreensio da influéncia

de tal método. Sendo assim, no Quadro 1 detalhou-se o

Tabela 1 - Selecio dos artigos por andlise empregada e estabelecimento dos critérios de inclusao

objetivo da pesquisa, o método de inducio de periodontite

experimental utilizado e os resultados de cada estudo.

integra Duplicados Artigos selecionados
Artigos 4192 16 7
Fonte: Os autores, 2021.
Qunadro 1 — Métodos e resultados detalhados
Autor/Ano Objetivo Método de inducao Resultados

Identificar um mecanismo
causal responsavel para o
aumento da resisténcia a

Blasco-Baque . . ) . . .
insulina e hiperglicemia apos

1 mL de uma mistura de 109 unidades
formadoras de col6nia (UFC) de
cada patogeno periodontal, como

Porphyromonas gingivalis (P. gingivalis)

Os patégenos periodontais

P. gingivalis, Fusobacterium
nucleatum e Prevotella intermedia
promovem a doenga periodontal,

vascular cerebral isquémico
em camundongos.

etal®. ) . o - . distarbios imunoldgicos cervicais
periodontite em camundongos | em 2% de carboximetilcelulose aplicada . .
) . - e sistémicos, juntamente
alimentados com um na superficie de molares inferiores, - . .
. . . com disbiose da microbiota
dieta rica em gordura. quatro vezes por semana, durante 1 més. .
periodontal.
Aplicacdo de LPS provenientes de P.
Investigar os efeitos do gingivalis. O sulco gengival palatino
psoraleno e da angelicina no do molar dos camundongos no grupo
crescimento de P. gingivalis controle foi injetado com 6 pl de solugdo | Psoraleno e a angelicina tiveram
e periodontite induzida por salina trés vezes por semana sob efeitos dependentes da dose
Li et al® lipopolissacarideo (LPS) anestesia por 4 semanas, enquanto os benéficos em relagado a inibicao
o derivado de P. gingivalis e, camundongos no LPS e na angelicina do plancténico P. gingivalis e
posteriormente, avaliar seus foram injetados com 6 pl de LPS (10 biofilmes de P. gingivalis.
efeitos na osteogénese em mg / ml, InvivoGen, San Diego, CA,
camundongos. EUA). Além disso, os ratos do grupo da
angelicina foram injetados com 5 pl de
angelicina (20 mg / ml) 30 min antes.
Explorar o efeito da A periodontite pode afetar a
Ting et al.1° periodontite no peso visceral Colocagao de ligadura com fio de seda morfologia geral dos 6rgéos
9 ’ e coeficiente de animais contendo P. gingivalis. internos (especialmente o bago)
modelo sob obesidade. de animais modelo obesos.
Injegéo de LPS. 20 ug de LPS diluidos A periodontite causou
Avaliar o papel de periodontite | em PBS foram injetados bilateralmente perda ossea alveolar; a distancia
" © pape’ de p . Jetac . do CEJ a0 ABC foi de 0,24 +
cronica no processo de nos tecidos gengivais palatinos entre : :
. " . . L : 0,01 mm no grupo periodontite
Chi et al.". desenvolvimento de acidente o primeiro maxilar e segundos molares

trés vezes por semana durante 1 més.
Os camundongos de controle receberam
injecdes de PBS da mesma maneira.

+ acidente vascular cerebral,
obviamente maior do que o do
grupo de controle, que foi 0,14 +
0,01 mm (P <0,001).

Avaliar o efeito da mutagao
nula de Msx2 durante a
periodontite experimental em
camundongos.

Korah et al."2.

Camundongos de 12 semanas foram
anestesiados intraperitonealmente com
uma mistura de cetamina (80 mg / kg)
e xilazina (10 mg / kg). Fios de seda
preta trancada 6-0 esterilizada foram
embebidos em cepa P. gingivalis
cultivada em uma camara anaerobica
por 1 dia e foram colocados no local
palatino cervical do primeiro molar
superior do lado direito.

A via Msx2 influenciou a
resposta do tecido periodontal
a periodontite experimental e
pareceu ser um fator protetor
contra a osteonecrose do 0sso

alveolar.

*continua.
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*continuacio.

Identificar os genes expressos
diferencialmente relevantes
(DEGsS) e esclarecer o

Uma ligadura de seda foi amarrada

As moléculas relacionadas
com a resposta imune inata
podem estar associadas com a

(ecocardiograficamente) e
inflamagao no miocardio
em camundongos Balb / ¢
submetidos a periodontite, por
meio da ligadura do primeiro
molar esquerdo.

Maekawa et . . . ao redor do segundo molar superior .~ . .
13 mecanismo subjacente a destruigéo do tecido periodontal
al.®. L. . esquerdo nos camundongos . . )
rapida perda 6ssea alveolar na periodontite induzida por
usando ligadura induzida ligadura.
periodontite em camundongos.
Examinar a hemodinamica
[presséo arterial (PA),
variabilidade PA (APV),
frequenma. ca.r_dlaca Sob cetamina (100 mg / kg) e xilazina A pe’rlodontlte causou dls.fun.gao
(HR) e variabilidade e . cardiaca, aumento das citocinas
P . (10 mg / kg), anestesia intraperitoneal, . ) .,
. da frequéncia cardiaca cardiacas e hiperatividade
Ribeiro et ~ . Camundongos Balb / ¢ foram S )
(HRV)], funcao cardiaca . - . simpatica, em linha com estudos
al.". submetidos a ligadura do primeiro molar

inferior esquerdo com sutura de seda
estéril 4-0 para indugéo por periodontite.

epidemioldgicos que indicam um
aumento do risco de eventos
cardiovasculares na clinica.

Fonte: Os autores, 2021.

DISCUSSAO |

No Brasil, aprovou-se em 2008 a Lei 11.794, também
Lei

procedimentos para uso cientifico de animais”®. Com a

conhecida como Arouca, que normatiza oOs
publicacdo da lei, foram criadas comissoes de ética para
uso de animais (CEUA) em cada instituigao de pesquisa,
assim como o CONCEA, que passou a ser responsavel
por todas as discussoes referentes a criagio e ao uso de
animais em laboratodrios cientificos. Ainda que a Lei Arouca
tenha passado treze longos anos em tramitacio, pode-se
afirmar que nenhuma outra lei brasileira tratou com tal

exclusividade o tema da experimentacio animal'.

Os camundongos participam da seguinte taxonomia: Classe
— Mamifera; Ordem — Rodentia; Familia — Muridae; Género —
Mus; e Bspécie — musculus. Estes animais possuem origem
no continente asiatico, mas se difundiu por todo o planeta.
O suico albino (Swiss) é o ancestral de todas as linhagens®
O uso de camundongos em pesquisas possui vantagem por
serem animais pequenos, muito proliferos e serem de facil

domesticacio e manutencio®.

Sao animais de héibitos noturnos. Além disso, suas
atividades mais incidentes sdo a exploracdo do ambiente,
acasalamento, procura de alimentos, repouso, auto-
higieniza¢do e contato fisico. Possuem audicio apurada e

alta sensibilidade a ultrassons (comunicacdo). Além disso,

ruidos de pico ou subito causam estresse, podendo levar ao

canibalismo dos filhotes pelas suas maes®.

Para o desenvolvimento de pesquisas na analise da doenga
periodontal em animais ¢ importante que as caracteristicas
anatomicas dos dentes do animal utilizados sejam as mais
similares possiveis com a dos seres humanos, ou seja,
dentes que apresentem trés partes distintas: coroa, colo e
raiz'"'%, Desta forma, seleciona-se a regiio anatomica do
primeiro molar de roedores que é semelhante a observada
em humanos, podendo este elemento dentario ser utilizado
em estudos".
A doenca periodontal, também conhecida como
periodontite, ¢ um processo inflamatério ocasionado pelo
acumulo de biofilme préximo a jun¢io amelocementdria,
manifestando-se clinicamente com sangramento gengival e
sem petda de inser¢io dssea®. A ma higiene é o principal
motivo para o acumulo de biofilme e desenvolvimento
da gengivite e, se ndo for tratado, pode se desenvolver a

estagios de maior severidade, como a petiodontite®.

O estudo de meta-anilise de Janakiram ez a/? destaca
evidéncias cientificas relevantes entre a doenga periodontal

e as doencas cardiovasculares, associadas também

com diabetes e sindromes metabdlicas. As doencas
como a aterosclerose,

cardiovasculares, apresentaram

como fatores de risco o aumento do colesterol (low density
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lipoprotein — 1.LDL) e do fator de necrose tumoral em
individuos com petiodontite?".

Outrossim, a utilizagao de animais em pesquisa ¢ bastante
cogitada por semelhancas genéticas ou até mesmo
bioquimicas entre o corpo humano e os animais. Fazendo
referéncia a utilizacio de camundongos e o principio
dos 3 R’s (Refinement; Reduction e Replacement), o uso de
camundongos para esta pesquisa ¢ de extrema importancia
pelas semelhancas anatomicas presentes no 1° Molar
animal e humano, estimulando a importancia de analise da

petiodontite induzida por ligadura®*.

Para a conten¢do tomatemos como base Lapchik e al’,
em que se deve pegar pela base da cauda; levar para o
local de contencio; colocar em uma superficie em que
o camundongo se agarre; pressiond-lo sobre o dorso e
segurar firmemente a pele desta regido; e fixar a cauda entre

os dedos e a palma das mios.

Como estes animais sio enquadrados no grupo S.PF,

possuem uma microbiota controlada, isentos de

organismos patogénicos, sendo necessarias barreiras
sanitirias rigorosas, pois sio sensiveis as infec¢oes®. Na
pesquisa de Blasco-Baque ¢7 al®, os autores identificaram
um mecanismo causal responsavel para o aumento da
resisténcia a insulina e hiperglicemia apds a inducio
de periodontite em camundongos. Para tal indugdo, os
pesquisadores aplicaram 1ml. de uma mistura de 109 UFC
de P. gingivalis, Fusobacterium nucleatum ¢ Prevotella intermedia
em 2% de carboximetilcelulose aplicada na superficie de
molares inferiores, quatro vezes por semana, durante um
meés. Sendo assim, os autores conseguiram promover a
doenga periodontal, como também acabaram ocasionando
disturbios imunolégicos cervicais e sistémicos, juntamente

com uma disbiose da microbiota periodontal.

Os métodos de indugdo utilizados pelos autores nas
pesquisas analisadas foram enquadrados no Quadro 2.

Qunadro 2 — Métodos de indugdo analisados

Na pesquisa de Li ¢ a/’, houve a indu¢do de periodontite
nos camundongos com aplicagio de LPS provenientes
de P. gingivalis para investigar os efeitos do psoraleno e da
angelicina no desenvolvimento da periodontite e seus efeitos
na osteogénese. Em sua metodologia, os autores injetaram
no sulco gengival palatino do molar dos camundongos 6
ul de LPS (10 mg / ml, InvivoGen, San Diego, CA, EUA),
em que a psoraleno e a angelicina tiveram efeitos benéficos
em relagdo a inibicdo do biofilme de P. gingivalis, principal

indutor da periodontite.

Ting ¢t al."” avaliaram os efeitos da indu¢io da periodontite
no peso visceral e no coeficiente de animais em condi¢ao
de obesidade, com colocacio de ligadura com fio de seda
contendo P. gingivalis, afetando a morfologia geral dos
orgaos internos dos camundongos. Além desse estudo,
Ribeiro e¢# al'* examinaram a hemodinamica, funcio
cardiaca e inflamacdo do miocardio em camundongos,
sob cetamina e xilazina com colocag¢do de ligadura no
primeiro molar inferior esquerdo com sutura de seda
estéril 4-0 para inducdo por periodontite, observando
disfuncao cardiaca, aumento das citocinas cardiacas e
hiperatividade simpatica.

No estudo de Chi ez al'", os pesquisadores avaliaram o papel
da periodontite cronica no desenvolvimento do acidente
vascular cerebral isquémico em camundongos com inje¢ao
de LPS. No método, 20 pg de LPs diluidos em PBS foram
injetados bilateralmente nos tecidos gengivais palatinos trés
vezes por semana durante 1 més. No resultado da pesquisa,
a periodontite causou perda éssea alveolar maior no grupo
de periodontite + acidente vascular cerebral do que no
grupo controle.

Mackawa ez al."” identificaram que as moléculas relacionadas
com a resposta imune inata podem estar associadas com a
destrui¢io do tecido periodontal na periodontite induzida
por ligaduras. A colocacio da ligadura de seda foi ao redor

do segundo molar superior esquerdo nos camundongos.

Métodos

Autores

Aplicacdo do patdgeno diretamente ao tecido gengival

Blasco-Baque et al.®

Aplicacado de LPS provenientes de P. gingivalis

Li et al.® e Chi et al."

Colocagao de ligadura com fio de seda embebido por P. gingivalis

Ting et al.’® e Korah et al.™?

Colocagao de ligadura com fio de seda sem embebigao por bactérias

Maekawa et al.” e Ribeiro et al.™

Fonte: Os autores, 2021.
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Os autores Korah ¢# a/.'? avaliaram o efeito da mutagio
nula de Msx2 durante a periodontite experimental em
camundongos através da colocagao de fios de seda preta
trancada 6-0 esterelizada embebidos com cepa P. gingivalis
por 1 dia e colocacio no primeiro molar superior do lado
direito. Sendo assim, a via Msx2 influenciou a resposta
do tecido periodontal a periodontite experimental e
pode ser um fator protetor contra a osteonecrose do

0sso alveolat.

CONCLUSAO |

A indugao de periodontite experimental em camundongos
¢ um método cientifico importante para a andlise e
desenvolvimento de novas pesquisas na area da Periodontia
em seres humanos. Tal metodologia é necessaria para
a avaliacio de alteragdes fisiopatologicas de métodos
alternativos terapéuticos, como 6leos essenciais, no
combate a diversos processos patolégicos.

Para inducio da periodontite, foi observada as seguintes
metodologias: Aplicacio do patégeno diretamente ao
tecido gengival; aplicacio de LPS provenientes de P
gingivalis; colocagao de ligadura com fio de seda embebido
por P. gingivalis; e colocagao de ligadura com fio de seda
sem embebicio por bactérias. Além disso, houve a
apresentacdo de algumas alteracGes fisiologicas como
distarbios imunologicos e alteracGes na frequéncia cardiaca

com a induc¢io de periodontite cronica.

Por fim, os resultados da revisio realizada neste artigo
responderam a pergunta norteadora estabelecida na
metodologia. Almeja-se o desenvolvimento de pesquisas
com relagdo a possivels novos processos terapéuticos
alternativos para a doenca periodontal, como por exemplo,
a utilizacdo de Oleos essenciais no tratamento de tal

processo inflamatorio.
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