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RESUMO

Objetivo:  Este  estudo  visa  apresentar  as  principais  categorias  de  modelos experimentais in vivo em odontologia e suas aplicações na pesquisa pré-clínica, destacando  sua  importância  para  o  entendimento  de  doenças  bucais  e  o desenvolvimento de terapias. Materiais e Métodos: Foi realizada uma revisão bibliográfica  nas  principais  bases  de  dados  científicas  (PUBMED,  MEDLINE, Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 4, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia SCIELO, LILACS, COCHRANE) e uma compilação de estudos conduzidos pelo Laboratório  de  Patologia  Bucal  da  Universidade  Federal  do  Ceará.  Modelos experimentais,

como

úlceras

orais,

carcinogênese,

lesões

apicais,

movimentação  dentária  induzida,  interferência  oclusal,  exodontia  e  defeitos ósseos  mandibulares  foram  descritos.  Detalhes  metodológicos  incluem  a escolha de animais, procedimentos éticos, e análises histológicas, bioquímicas e  moleculares. Resultados:  Os  modelos  descritos  permitiram  a  replicação  de condições  clínicas,  como  inflamação,  reparo  ósseo  e  neoplasias.  Exemplos incluem o uso de carcinógenos tópicos para estudos de câncer de boca, modelos de  lesão  apical  para  avaliar  respostas  inflamatórias,  e  a  utilização  de  mini-implantes  para  movimentação  dentária  controlada.  Resultados  demonstraram alta  reprodutibilidade  e  relevância  clínica,  com  impacto  na  compreensão  de processos como a remodelação óssea e as respostas imunológicas. Conclusão: Modelos  experimentais  são  ferramentas  indispensáveis  na  odontologia  para  o estudo  de  doenças  e  terapias  em  condições  controladas.  Embora  possuam limitações,  eles  garantem  resultados  confiáveis  para  a  aplicação  clínica, contribuindo significativamente para a ciência translacional. A padronização das metodologias  e  o  respeito  aos  princípios  éticos  são  essenciais  para  sua efetividade e aceitação científica.

Palavras-chave: Modelos. Animais. Experimentação Animal.

ABSTRACT

Objective: This study aims to present the main categories of in vivo experimental models in dentistry and their applications in preclinical research, highlighting their importance  for  understanding  oral  diseases and  the  development  of  therapies.

Materials and Methods: A bibliographic review was conducted in major scientific databases  (PUBMED,  MEDLINE,  SCIELO,  LILACS,  COCHRANE),  and  a compilation of studies carried out by the Oral Pathology Laboratory of the Federal University  of  Ceará  was  made.  Experimental  models,  such  as  oral  ulcers, carcinogenesis, apical lesions, induced dental movement, occlusal interference, exodontia, and mandibular bone defects, were described. Methodological details include animal selection, ethical procedures, and histological, biochemical, and molecular  analyses. Results:  The  described  models  allowed  the  replication  of clinical conditions, such as inflammation, bone repair, and neoplasms. Examples include  the  use  of  topical  carcinogens  for  oral  cancer  studies,  apical  lesion models  to  assess  inflammatory  responses,  and  the  use  of  mini-implants  for controlled  dental  movement.  Results  demonstrated  high  reproducibility  and clinical  relevance,  impacting  the  understanding  of  processes  such  as  bone remodeling  and  immune  responses. Conclusion:  Experimental  models  are indispensable  tools  in  dentistry  for  studying  diseases  and  therapies  under controlled conditions. Although they have limitations, they provide reliable results for  clinical  application,  significantly  contributing  to  translational  science.

Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024

DOI: https://doi.org/10.59483/rfpp.v4n4127

2

Modelos experimentais in vivo em Odontologia Standardization  of  methodologies  and  adherence  to  ethical  principles  are essential for their effectiveness and scientific acceptance.

Key words: Models. Animal. Animal Experimentation.

 



INTRODUÇÃO  

O  avanço  contínuo  do  conhecimento  e  a  qualidade  das  novas  descobertas, especialmente  nas  ciências  biológicas,  são  resultado  do  desenvolvimento  e criação  da  experimentação  animal,  que  permite  a  constante  atualização  de procedimentos  e  técnicas,  além  de  uma  abordagem  mais  padronizada  para  o ganho de mais conhecimento (1-2).

Em meados de 1865, Claude Bernard revelou os princípios do uso de animais como modelo de estudo em suas pesquisas sobre fisiologia. O trabalho intitulado

“Introdução  ao  Estudo  da  Medicina  Experimental”  buscou  determinar  os princípios para um estudo experimental na medicina. Em 1868, Charles Sanders Peirce, fundador do pragmatismo, estabeleceu a importância do uso de modelos animais  para  visualizar  melhor  os  processos  a  serem  estudados.

Posteriormente, em 1927, Percy W. Bridgman escreveu em seu livro “A Lógica da  Física  Moderna”  que  os  modelos  são  ferramentas  de  pensamento  úteis  e inevitáveis, que nos permitem decifrar o não familiar a partir do familiar (1).

Segundo  Fagundes  et  al.  (3),  eventos  químicos  e  físicos  podem  ser desencadeados em animais para verificar alterações em doenças humanas. Sua proposta ressalta a utilidade da experimentação animal para o entendimento dos processos  patológicos  nos  humanos.  Um  dos  objetivos  dos  modelos experimentais  é  identificar  um  procedimento  ou  técnica  que  permita compreender  profundamente  os  mecanismos  que  reproduzem  os  dados  (1).

Essencialmente,  os  modelos podem  ser  considerados  uma  implementação  de uma parte da realidade, pois reproduzem um evento (2).

O estabelecimento de modelos experimentais contribui para o entendimento de eventos  naturais,  principalmente  fenômenos  relacionados  à  ciência  médica.

Como resultado, pode-se compreender a fisiologia da patogênese das doenças, ação  de  medicamentos  ou  consequências  de  intervenções  cirúrgicas.  No entanto, esses modelos devem ser o mais semelhantes possível às condições que estão imitando (3).

As  respostas  humanas  às  doenças  não  podem  ser  simuladas  de  forma  fiel.

Como resultado, modelos experimentais ideais não existem. No entanto, cada modelo  contribui  de  maneira  única  para  o  acúmulo  de  conhecimento  sobre  o processo biológico do objetivo estudado (ou seja, uma doença ou seu possível tratamento) (4).

Além  de  toda  a  organização  necessária  para  a  realização  dos  experimentos, questões éticas são fundamentais para a execução desses estudos. A Lei 11.794

foi  aprovada  no  Brasil  em  8  de  outubro  de  2008,  após  trâmite  de  13  anos, Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia regulamentada  pelo  Decreto  6.899,  em  15  de  julho  de  2009,  o  que  levou  à implantação do CONCEA - Conselho Nacional de Controle de Experimentação Animal e das CEUAS - Comissões de Ética no Uso de Animais, estabelecendo procedimentos e responsabilidades para o uso de animais de laboratório (5). Em 2 de fevereiro de 2016, o CONCEA publicou uma resolução normativa (No. 30) sobre  os  Cuidados  e  Uso  de  Animais  em  Atividades  de  Ensino  ou  Pesquisa Científica,  atualizando  as  diretrizes  para  os  pesquisadores  (6).  Todos  os experimentos  para  o  desenvolvimento  de  modelos  seguem  as  diretrizes  do ARRIVE® implementadas pela resolução NC3R e têm como objetivo melhorar a análise,  o  design  e  a  execução  dos  estudos  com  animais,  expandir  as informações a serem publicadas e reduzir o uso excessivo de animais.

A qualidade dos estudos na fase pré-clínica, essencial para a transição para os seres  humanos,  depende  consideravelmente  da  adequação  dos  modelos animais. De fato, na área da Odontologia, diversos modelos experimentais têm sido propostos para melhor atender a esse objetivo. O desenvolvimento e uso de  biomateriais,  principalmente  em  odontologia,  endodontia  e  cicatrização óssea; melhoria de técnicas e protocolos cirúrgicos; e o manejo e tratamento da dor orofacial são exemplos de alvos de pesquisa que podem ser aplicados no sistema estomatognático de animais (6-7).

Nesta  revisão,  objetivamos  descrever  mais  de  10  anos  de  experiência  de trabalho utilizando modelos animais para abordar diferentes alvos no estudo de alterações bucais.

OBJETIVO(S) 

Objetivos gerais:

•  Descrever e analisar modelos experimentais in vivo em odontologia, com foco em suas aplicações na pesquisa pré-clínica.

•  Avaliar a contribuição desses modelos para o desenvolvimento de novas terapias odontológicas.

Objetivos específicos:

•  Identificar  as  principais  aplicações  dos  modelos  de  úlceras  orais, carcinogênese,  lesões  apicais,  movimentação  dentária  induzida, interferência oclusal, exodontia e osteonecrose.

•  Analisar as metodologias e protocolos utilizados em cada modelo.

•  Avaliar  a  reprodutibilidade  e  a  relevância  clínica  desses  modelos  na compreensão das doenças bucais.

•  Examinar o impacto dos modelos de exodontia e movimentação dentária na cicatrização óssea.

•  Propor o uso de simulações biofísicas e matemáticas para reduzir o uso de animais em pesquisas odontológicas.
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia DESCRIÇÃO DOS MODELOS EXPERIMENTAIS 

 

Modelo Experimental de Úlceras Orais: 

O modelo de úlceras orais é utilizado para avaliar os mecanismos envolvidos no processo  inflamatório  agudo  e  no  reparo  de  úlceras  traumáticas  orais,  uma condição frequente nas clínicas odontológicas. Este modelo também pode ser usado  para  determinar  a  eficácia  de  diversos  fármacos  ou  moléculas  que auxiliem no processo de reparo. Isso ocorre porque ainda não há consenso sobre qual seria o melhor tratamento. A resposta cicatricial em doenças crônicas, como diabetes mellitus, ou o uso de medicamentos de longa  duração, como aqueles indicados para pacientes com doenças autoimunes, também pode ser avaliada.

O  modelo  pode  ser  utilizado  em  várias  espécies  de  animais,  como  ratos, camundongos,  coelhos  e  esquilos,  e  a  proporção  da  úlcera  em  relação  ao tamanho do animal deve ser avaliada.

O modelo de lesão desenvolvido pela nossa equipe foi publicado pela primeira vez por Cavalcante et al. (8). Este modelo envolve o uso de um demarcador e lâmina de bisturi ou punch dermatológico (9), cujo diâmetro depende da espécie animal; esse instrumento é usado para induzir dano na mucosa jugal. Em ratos Wistar, um punch dermatológico de 6 a 8 mm de diâmetro resulta em uma lesão padrão. A área restante na mucosa deve sempre ser excisada com uma lâmina de bisturi n° 15. O padrão desta técnica deve ser o mesmo para todos os animais e  realizada  pelo  mesmo  operador.  Antes  do  procedimento,  os  animais  são anestesiados  devido  ao  grau  de  invasividade  (GI  2)  conforme  as  diretrizes  do CONCEA (NR30). (Figura 1A)

O tempo para a geração da úlcera varia de acordo com o número de animais em cada grupo e a habilidade do operador; em média, o operador leva 3 minutos por animal. Os animais são então monitorados por 10 dias para avaliar a cicatrização total da ferida. No entanto, quando o objetivo do estudo é avaliar a cicatrização da  úlcera  associada  a  outras  doenças  sistêmicas,  o  experimento  pode  ser estendido até 28 dias.

As medições da úlcera podem ser feitas usando vários métodos. Uma técnica envolve  o  uso  de  um  paquímetro  digital,  que  mede  os  maiores  e  menores diâmetros para o cálculo da área (A = π. r. R). Os animais são gradualmente eutanasiados  de  acordo  com  o  processo  que  está  sendo  investigado.  Após  a eutanásia, o segmento ou cicatriz mucosa ulcerada deve ser excisado e fixado em produtos químicos adequados, dependendo da análise desejada.

 

Modelo Experimental de Carcinogênese Oral: O câncer oral é uma das neoplasias malignas mais prevalentes no mundo, com alta incidência e mortalidade (10). O modelo de câncer oral é útil para estudar os processos envolvidos na carcinogênese e o desenvolvimento de fármacos com atividade preventiva e/ou terapêutica contra o carcinoma de células escamosas oral. Isso ocorre porque o tratamento dessa neoplasia é cirúrgico, muitas vezes mutilante, ou associado à radioterapia.
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia Os animais selecionados, como ratos, camundongos ou esquilos devido ao seu pequeno tamanho, recebem uma aplicação tópica de uma solução 0,5% de 4NQO  (11)  na  superfície  dorsal  da  língua  usando  microbrushes  ou  cotonetes estéreis. Antes da administração, o carcinógeno é dissolvido em 4% de DMSO

em uma capela de segurança biológica, permitindo a renovação de 100% do ar e evitando a fuga da substância tóxica para o laboratório. O carcinógeno é então administrado três vezes por semana, em dias alternados, durante 4, 12, 16 e 20

semanas  (12);  o  período  de  administração  pode  ser  adaptado  conforme  o objetivo de cada estudo.

Os microbrushes ou cotonetes embebidos em 5 µL de solução (0,5% de 4-NQO) são  esfregados  suavemente  na  lateral  direita  do  dorso  da  língua  por  10

segundos, sem cruzar a linha média. Os animais são imobilizados manualmente para essa aplicação e a cavidade oral é aberta usando um abridor de boca feito com clipes de alumínio tamanho 10/0, liberando a língua do animal. (Figura 1B) xA  eutanásia  é  realizada  de  acordo  com  os  princípios  éticos,  e  os  tecidos removidos  são  embalados  em  fixadores,  dependendo  da  análise.  Mudanças morfológicas, reações imuno-histoquímicas, dosagem de citocinas, pesquisa de proteínas e técnicas de biologia molecular, entre outras, podem ser realizadas.

Órgãos podem ser coletados para análise morfológica de toxicidade e o sangue pode  ser  coletado  para  estudar  os  parâmetros  bioquímicos.  Os  parâmetros podem  ser  avaliados  após  punção  na  cauda  com  tubos  capilares  de  calibre proporcional à vasculatura dos roedores utilizados.

 

Modelo Experimental de Lesão Apical: 

A  periodontite  apical  é  uma  condição  de  origem  inflamatória  associada  aos dentes. A periodontite apical tem alta prevalência e sua patogênese envolve uma resposta  à  necrose  da  polpa  frente  a  inúmeros  agentes  etiológicos,  sendo  a forma mais frequente a cárie dentária. Como essa condição provoca alterações na resposta imunológica local, um modelo experimental é crucial para avaliar os processos envolvidos nesta condição (13).

Após  anestesia  (grau  de  invasividade  2)  e  posicionamento  dos  animais,  as polpas dos primeiros molares inferiores direitos são expostas com uma broca de carbureto  ¼  de  diâmetro  (JET®️,  Ontario,  Canadá),  com  alta  rotação  e  sem resfriamento.

A broca é ativada até que seu diâmetro completo preencha a câmara pulpar. Em seguida, a câmara pulpar é inspecionada com uma lima endodôntica tipo Kerr série  especial  número  06  (Dentsply-Maillefer®️,  Ballaigues,  Suíça).  Os  dentes cavitados ficam expostos ao meio bucal ao longo do experimento. A lesão apical geralmente está bem estabelecida a partir do 14º dia, progredindo até o último dia experimental (14). (Figura 2A)

Após a eutanásia, realizada de acordo com os princípios éticos estabelecidos, as hemimandíbulas são removidas cirurgicamente. O excesso de tecido mole é retirado e armazenado em formol neutro a 10% por 48 h para análise radiográfica e confecção de lâminas histológicas. Vale ressaltar que as mandíbulas podem Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia ser  excisadas  com  outros  fixadores  ou  conservantes,  dependendo  da  análise proposta.

 

Modelo Experimental de Movimentação Dentária Induzida com Ancoragem Esquelética: 

A  Movimentação  Dentária  Induzida  (MDI)  é  uma  prática  comum  na  rotina odontológica e pode ser realizada em crianças, jovens e adultos. Conhecer as repercussões  do  movimento  ortodôntico  em  pacientes  com  doenças  crônicas, neoplasias malignas e/ou aqueles que utilizam medicamentos anti-reabsortivos ou  anti-angiogênicos  é  importante,  pois  o  movimento  ortodôntico  está diretamente envolvido no processo de remodelação óssea.

Ratos  são  utilizados  como  modelos  para  MDI,  especialmente  o  movimento mesial do primeiro molar superior (15,16). No modelo mais utilizado, introduzido por Heler et al. (17), o incisivo central superior do animal é usado como ponto de ancoragem  para  o  movimento  dentário,  com  pouca  ou  nenhuma  resistência  a reações indesejadas e alterações na força inicialmente aplicada.

Um dos objetivos do modelo experimental de MDI com ancoragem esquelética é  evitar  movimentos  inesperados  durante  a  mesialização  do  primeiro  molar superior, além de obter forças mais constantes.

Dispositivos  Temporários  de  Ancoragem  (DTA),  chamados  mini-implantes,  do tipo auto-perfurante sem perfil transmucoso, são empregados, com 1,4 x 6,0 mm (Sin®),  e  são  instalados  com  auxílio  de  uma  chave  de  mão  (Sin®)  a  uma distância de aproximadamente 2 mm da região distal do incisivo superior direito.

Antes da aplicação das forças ortodônticas, os animais são anestesiados (GI 2

– CONCEA), e um abridor de boca é instalado para facilitar o acesso à cavidade oral  do  animal  durante  os  procedimentos  operatórios.  Uma  mola  fechada  de Níquel-Titânio (Niti) de 6 mm (Morelli®, Sorocaba, SP) é então posicionada entre o primeiro molar superior esquerdo (1° MSE) (ponto de aplicação da força) e o mini-implante  (ponto  de  ancoragem),  permitindo  a  mesialização  do  dente.  Ao distender a mola, uma calibração inicial padronizada de força de 50 gF é induzida em  todos  os  grupos  experimentais  utilizando  um  dinamômetro  ortodôntico (Morelli®, Sorocaba, SP).

Para ativar a mecânica de movimentação do primeiro molar superior esquerdo, um fio de aço inoxidável 0,020” (Morelli®️) é instalado abaixo da ameia distal no sentido lingual para vestibular, utilizando um porta-agulha (Mathieu, Golgran®).

O  fio  deve  circundar  a  região  cervical  do  dente,  fixando-o  a  uma  das extremidades da mola, e então ser distendido. A porção livre da mola de seção fechada  instalada  no  primeiro  molar  superior  esquerdo,  conforme  descrito, também foi ajustada com um fio de amarrilho que passa pelo orifício localizado na cabeça do mini-implante e é então distendido.

Ao final da instalação do dispositivo, os animais são observados e seus sinais vitais são medidos. Após a recuperação da anestesia, os animais são alojados em  caixas  e  recebem  ração  em  pó  nas  primeiras  48h.  Após  o  período experimental,  que  pode  durar  até  28  (vinte  e  oito)  dias,  os  animais  são eutanasiados de acordo com os princípios éticos estabelecidos. (Figura 2B) Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia A mandíbula superior pode ser removida, e ambos os lados podem ser usados em uma análise: o lado com movimento do molar (esquerdo) e o contralateral (controle). O suporte ósseo do mini-implante também é removido. As seções são então fixadas em formol neutro a 10%, descalcificadas com 10% de EDTA por 30  dias,  observadas  semanalmente  e  preparadas  para  coloração  com hematoxilina-eosina (HE).

Para  análises  de  imagem,  radiografias  digitais  e/ou  microtomografia,  as medições  devem  ser  obtidas  antes  das  amostras  serem  descalcificadas.  A região óssea que continha o mini-implante também pode ser analisada de forma complementar,  dependendo  do  objetivo  do  estudo.  Pode-se  medir  o  espaço resultante  da  MDI  entre  o  primeiro  e  o  segundo  molar  superior  esquerdo utilizando paquímetros ou uma fita histológica (Zeiss®). Além disso, uma análise do  primeiro  molar  superior  esquerdo  em  relação  aos  fenômenos  pulpares  e periodontais resultantes da MDI pode ser realizada (18).

 

Modelo Experimental de Interferência Oclusal: A dor é um sintoma incapacitante, e o desconforto na região orofacial pode ter diversas  etiologias  e  é  bastante  prevalente.  Modelos  experimentais  de  dor orofacial  podem  nos  permitir  entender  o  papel  das  moléculas  nas  diferentes cascatas,  e  possibilitar  o  estudo  de  fármacos  ou  dispositivos  com  ação analgésica.  Além  disso,  a  presença  de  condições  sistêmicas  e/ou  o  uso  de medicamentos  que  alteram  a  sensibilidade  à  dor  pode  ser  avaliada  utilizando este modelo.

A maioria dos modelos de estudo de dor envolve a injeção de compostos, como formalina ou carragenina, nos tecidos da região orofacial. Interferências oclusais podem  ser  simuladas  para  alinhar  este  modelo  com  aquele  observado  nas clínicas odontológicas.

Após  anestesia  (GI  2/CONCEA),  os  animais  são  colocados  em  uma  mesa cirúrgica na posição de decúbito ventral com abertura máxima da boca utilizando um abridor de boca feito e adaptado a partir de um clipe número 10/0 de papel.

Uma quantidade de ácido fosfórico a 37% (FGM®), suficiente para cobrir toda a superfície  oclusal  dos  molares,  é  aplicada  na  superfície  oclusal  dos  molares superiores esquerdos pelo tempo indicado pelo fabricante (40''). Em seguida, o ácido é lavado com uma gaze embebida em água destilada e secado com uma gaze estéril. O sistema adesivo escolhido (Adper Single Bond, 3M®) pode então ser aplicado em duas fases.

Uma  camada  fina  de  resina  composta  fluida  (Opallis  Flow,  FGM®)  deve  ser acomodada  na  superfície  oclusal  dos  molares  superiores  esquerdos,  e  o dispositivo  de  interferência  oclusal  deve  ser  pressionado  e  acomodado  com  o auxílio de uma pinça clínica.

Este instrumento de interferência é feito de resina composta (Z350 3M®) em um único  incremento  com  forma  e  medida  padrão  de  100  ×  20  x  1,3  mm (comprimento × largura × espessura). O dispositivo é inserido manualmente, e a fotopolimerização final (40'') é realizada. (Figura 2C) Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia Ao final da instalação do dispositivo, as pinças são usadas para verificar se o dispositivo está bem adaptado e estável com movimentos leves de um lado para o outro. Os animais são monitorados diariamente por 7 dias para garantir que o dispositivo permaneça fixado com a resina.

Os gânglios trigêmeos esquerdos e direitos são excisados cirurgicamente após a duração do experimento e fixados em formol tamponado a 10% para posterior processamento  histológico.  Tecidos  de  suporte  dentário  e  análises comportamentais,  como  o  número  de  mordidas  e  arranhões  na  região  das vibrissas dos animais e o uso da Escala de Grimace para classificar o nível de dor e sofrimento, também podem ser realizadas (19).

Modelo Experimental de Exodontia:

A  extração  induz  uma  lesão  pós-traumática  no  alvéolo,  incitando  o  processo inflamatório  e,  consequentemente,  a  cicatrização  e  reparo.  Este  modelo  é utilizado  para  estudar  possíveis  interferências  de  diferentes  condições  locais, sistêmicas ou medicamentosas no processo de remodelação óssea, e pode ser empregado para avaliar os mecanismos de aceleração da cicatrização tecidual.

Para isso, é utilizado o primeiro molar inferior esquerdo ou direito (a critério do pesquisador), já que a extração dos molares superiores em roedores pode levar a  um  maior  número  de  fraturas  devido  à  divergência  acentuada  das  raízes, inferindo um possível viés de cicatrização.

Os animais foram anestesiados (GI 3/CONCEA) e a sindesmotomia foi realizada com o auxílio de uma sonda exploradora. O movimento de luxação foi realizado com a espátula Hollemback 3S, e o dente foi removido com a espátula Lecron Zalle  utilizando  movimentos  de  alavanca.  A  espátula  Hollemback  3S  pode auxiliar no processo de remoção do dente (Figura 3A).

O tempo cirúrgico deve ser registrado e o número de fraturas contado. Os dentes removidos,  após  limpeza  e  secagem,  também  são  pesados  em  balança  de precisão  para  padronizar  a  técnica  cirúrgica.  Após  a  eutanásia,  realizada conforme  os  princípios  éticos  estabelecidos,  a  hemimandíbula  é  excisada cirurgicamente  e  armazenada  em  substâncias  fixadoras  para  um  processo subsequente de descalcificação utilizando ácidos fortes ou quelantes de cálcio, dependendo dos objetivos da análise (20).

Vale ressaltar que, se o pesquisador optar por realizar análises de imagem, a extração deve ser realizada antes do início do processo de descalcificação das amostras.

 

Modelo  Experimental  de  Osteonecrose  dos  Maxilares  Induzida  por Bisfosfonatos: 

A osteonecrose dos maxilares induzida por medicamentos está cada vez mais prevalente  na  população  devido  ao  uso  constante  de  bisfosfonatos  e  outros fármacos  anti-reabsortivos  e  anti-angiogênicos.  No  entanto,  as  opções terapêuticas para prevenir, atenuar ou tratar essa condição ainda são incertas devido à falta de conhecimento sobre sua patogênese.
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia O modelo de osteonecrose dos maxilares induzida por bisfosfonatos pode ser estabelecido utilizando camundongos e ratos, que são anestesiados durante o protocolo,  apenas  no  momento  da  extração  (3  IM/CONCEA).  Os  animais recebem três administrações semanais consecutivas (dias 0, 7 e 14) de Ácido Zoledrônico  (ZA)  (apresentação  comercial:  0,8  mg  /  mL  /  ampola)  na concentração  de  0,2  mg/kg.  Após  um  mês  (dia  42),  a  extração  dos  primeiros molares  é  realizada  conforme  a  técnica  descrita  para  extração  experimental.

Sete dias depois (dia 49), uma dose adicional de ZA é administrada e, um mês depois (dia 70), os animais são eutanasiados de acordo com os princípios éticos estabelecidos (21). (Figura 3B)

Após  a  excisão  das  hemimandíbulas,  o  tecido  mole  aderido  é  removido  e colocado  em  frascos  com  fixadores  para  um  processo  subsequente  de descalcificação  com  um  agente  quelante  orgânico,  ácido  etilenodiamino  tetra-acético (EDTA; pH ajustado para 7,4) por aproximadamente 30 dias em ratos e 15  dias  em  camundongos.  Para  análises  que  não  serão  realizadas  em hemimandíbulas  descalcificadas,  estas  devem  ser  embaladas  em  agentes preservativos  indicados  para  cada  técnica  específica.  Análises  imaginológicas (radiografias  ou  tomografias)  devem  ser  realizadas  antes  do  processo  de descalcificação.

 

Modelo Experimental de Defeito Ósseo no Ângulo da Mandíbula: Os  ossos  gnáticos  são  representados  pela  maxila,  que  é  essencialmente  um osso esponjoso, e pela mandíbula, que é compacta. O processo de remodelação óssea pode sofrer algumas alterações dependendo da estrutura histológica do osso. Nesse contexto, o modelo de defeito crítico no ângulo da mandíbula pode ser utilizado para estudar o comportamento da reparação óssea, especialmente na mandíbula, onde o dano causado pela osteomielite está associado ao uso de fármacos anti-angiogênicos e anti-reabsortivos, quimioterapia e radioterapia.

Após  anestesia  (GI  3/CONCEA),  os  animais  são  submetidos  à  raspagem  do ramo  da  mandíbula  e  desinfecção  com  três  aplicações  de  digluconato  de clorexidina a 1% em spray (Neba-Sept®). Em seguida, é realizada uma incisão no ângulo da mandíbula utilizando uma lâmina de bisturi n° 15 acoplada a um cabo de bisturi n° 3. A extensão dessa incisão deve ser suficiente para permitir amplo acesso à área a ser operada.

O  músculo  masseter  deve  ser  afastado  para  permitir  a  visualização  do  ramo mandibular.  O  defeito  bicortical  circular  é  induzido  com  uma  broca  de  2  mm (Neodent® Spear) acoplada a um motor Neogrug XT Plus Neodent®, girando a uma velocidade de 1100 rpm por aproximadamente 10 segundos sob irrigação constante com solução salina (Figura 3C).

Após  acomodação  do  material  biológico  sob  estudo,  os  tecidos  moles  são reposicionados  e  a  ferida  cirúrgica  é  fechada  com  uma  sutura  de  nylon  para promover a cicatrização. É necessário administrar morfina 0,25 mg/kg por sonda a  cada  12h  durante  três  dias  para  reduzir  o  desconforto  pós-operatório  (22).

A eutanásia é realizada de acordo com os princípios éticos estabelecidos, e as hemimandíbulas  são  excisadas  cirurgicamente  para  posterior  análise.  Os Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia espécimes  são  fixados  em  diferentes  substâncias  químicas  dependendo  da metodologia utilizada.
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia

 

 

 

 



DISCUSSÃO 

Um modelo é um instrumento de imitação que permite o estudo de eventos ou fenômenos. Modelos matemáticos têm sido usados por décadas nas ciências, como meteorologia, biologia e comportamento, possibilitando a investigação de um  processo  patológico  induzido  ou  espontâneo  onde  aspectos  semelhantes aos dos seres humanos podem ser observados (3).

Um aspecto essencial de um protocolo experimental é a escolha do animal ou cepa. Além das particularidades de cada espécie, como manejo, massa corporal, custo e tamanho, deve-se considerar também as respostas e os efeitos do objeto de estudo (4). Os modelos desenvolvidos e reproduzidos pelo nosso grupo foram realizados  com  roedores,  principalmente  ratos  e  camundongos.  Isso  ocorre porque esses animais são amplamente utilizados em pesquisas e são pequenos.
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia Eles  também  são  fáceis  de  manusear,  pois  são  relativamente  domesticados.

Além disso, as condições de alimentação e alojamento desses animais podem ser  facilmente  mantidas,  e  a  reprodução  é  rápida,  permitindo  a  produção  de vários animais. Esses roedores também possuem metabolismo acelerado, o que possibilita  resultados  rápidos  dos  processos,  e  são  suscetíveis  às  mesmas doenças que afetam os humanos, como doenças cardíacas, câncer e diabetes.

Por  fim,  esses  animais  também  podem  ser  geneticamente  modificados  para imitar condições ou síndromes específicas (3,4,23,24).

Foi estabelecido um modelo experimental de úlcera traumática na mucosa bucal.

Na  literatura,  outros  protocolos  foram  apresentados  para  induzir  úlceras  em diferentes locais, sendo o dorso da língua o sítio escolhido (25,26). No entanto, o  dorso  da  língua  é  recoberto  por  uma  mucosa  hiperceratinizada,  o  que teoricamente exigiria meios mais agressivos para induzir a lesão. De acordo com Fitzpatrick et al. (27), as úlceras orais são mais comuns na mucosa jugal e na gengiva,  corroborando  a  importância  do  nosso  modelo,  que  busca  imitar  a situação  clínica  frequente  de  pacientes  com  "aftas"  na  "bochecha".  A  técnica proposta, de baixo custo e facilmente reproduzível, também é importante. Essa técnica  requer  apenas  um  demarcador  e  lâmina  de  bisturi  (8)  ou  um  punch dermatológico  (9),  na  maioria  dos  casos,  com  diâmetro  de  8  mm  para  criar  a úlcera com resultados satisfatórios. No entanto, outros pesquisadores optaram por usar biópsias por punção no dorso da língua com diâmetro de 3 mm para a formação das úlceras (25,26).

A  maioria  dos  estudos  publicados  onde  a  carcinogênese  oral  é  induzida  em animais com o composto 4-Nitroquinolina 1-óxido (4-NQO) usa a água de beber contendo  carcinógenos  como  método  de  introdução  (28,29,30).  Nosso  grupo optou pelo modelo de aplicação tópica por fricção, o que permite maior controle da  dose  administrada,  monitoramento  das  alterações  clínicas  na  iniciação  e progressão tumoral, e redução do potencial de lesões em outros órgãos do trato gastrointestinal  (esôfago,  estômago  e  intestino).  Um  estudo  publicado  por Gannot et al. (11) revelou que o carcinógeno utilizado na água de beber interferiu na resposta imunológica ao redor do tumor e nas respostas sistêmicas. Vários estudos sobre carcinogênese oral usando 4-NQO diluído em propilenoglicol nas concentrações de 0,5% e 1% administraram a solução na mucosa palatina do ventre  da  língua  três  vezes  por  semana  (11,12,31,32).  No  entanto,  utilizamos uma  solução  de  DMSO  4%  para  diluir  o  carcinógeno  devido  à  maior  difusão dessa substância no tecido epitelial, o que pode potencializar a ação do 4-NQO.

As aplicações tópicas também foram realizadas três vezes por semana, como descrito acima.

O modelo de periodontite apical foi induzido por reprodução, com adaptações do modelo  original  de  Delivanis  et  al.  (33).  No  modelo  original,  os  pesquisadores usaram dentes de gatos domésticos, severando as coroas acima da área cervical e fazendo um acesso amplo com brocas Gates Glidden e instrumentação com limas Hedstron (33). Devido às atualizações das Comissões Éticas de Uso de Animais  e  às  diretrizes  internacionais  para  testes  com  animais,  a  linhagem utilizada neste estudo já não é mais permitida para experimentação. Além disso, com a modernização dos instrumentos endodontológicos, a técnica utilizada no Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia modelo proposto por nosso grupo permite maior facilidade de replicabilidade e resultados satisfatórios.

A maioria dos modelos animais de Movimentação Dentária Induzida (MDI) utiliza ancoragem  com  fios  nos  incisivos  dos  animais  (34,35,36);  no  entanto,  esses dentes apresentam ancoragem mínima, pois estão em constante erupção (37), o  que  desestabiliza  o  fio  e  gera  viés  no  movimento.  Estudos  anteriores  de Fernandez-González et al. (15), Kaipatur et al. (38) e Kaipatur et al. (39) sobre modelos de MDI com ancoragem esquelética revelaram a segurança associada ao  uso  de  mini-implantes  para  a  mesialização  do  molar  superior  associado  a molas de níquel-titânio. Nosso grupo reproduziu satisfatoriamente essa técnica com  adaptações  mínimas,  possibilitando  um  modelo  animal  ideal  para  o movimento ortodôntico.

O modelo de interferência oclusal baseia-se no princípio da interferência oclusal e é estabelecido com um dispositivo feito com resina composta acrílica fixada às superfícies  oclusais  dos  dentes  dos  animais  com  adesivos  após condicionamento  ácido.  Esta  técnica  é  caracterizada  como  de  baixo  custo  e adequada para retenção nos dentes. Além disso, imita problemas causados por restaurações mal adaptadas (especialmente excesso de material restaurador), muito  comuns  na  rotina  das  clínicas  odontológicas  (40).  Vale  ressaltar  que  o modelo  de  interferência  oclusal  é  rápido,  de  fácil  monitoramento  e  apresenta resultados satisfatórios no estudo da dor.

Modelos  experimentais  de  extração  do  incisivo  maxilar  foram  descritos  na literatura (41,42), mas diferem do descrito neste estudo, onde o molar mandibular é removido, pois os incisivos dos roedores crescem continuamente. Este dente é escolhido porque é multirradicular e, portanto, possui uma área óssea maior, permitindo  um  estudo  mais  apropriado  da  cicatrização  e  da  interferência  de diferentes medicamentos no metabolismo do tecido ósseo. O modelo publicado por nossa equipe revela a uniformidade da técnica, pois os dentes são pesados para  excluir  a  interferência  de  seu  tamanho  durante  a  cirurgia,  o  tempo  da cirurgia  é  monitorado  para  reduzir  o  viés  temporal,  e  é  realizado  pelo  mesmo operador. A escolha dos animais também é sempre feita de forma aleatória (20).

Estudos recentes que abordam modelos de osteonecrose maxilar induzida por bisfosfonatos associam esses medicamentos com outras drogas para o início da osteonecrose,  interferindo,  assim,  na  patogênese  real  da  doença  e enfraquecendo  a  confiabilidade  do  modelo  (43,44).  Para  evitar  esse  viés potencial  no  modelo  desenvolvido  por  nosso  grupo,  uma  análise  de  dose-resposta foi realizada com o ácido zoledrônico para determinar a dose ideal para indução  da  necrose  óssea  associada  exclusivamente  ao  bisfosfonato.  Os resultados

encontrados

revelaram

a

credibilidade  dos

achados  e,

consequentemente, do modelo (21). Assim, a replicação desse modelo permite estudos  sobre  a  patogênese  da  lesão  por  meio  do  uso  de  substâncias bloqueadoras  das  diferentes  fases  do  processo  inflamatório,  bem  como  de marcadores bacterianos.

Poucos  estudos  estabeleceram  modelos  experimentais  utilizando  defeitos críticos na mandíbula, destacando, assim, a importância da pesquisa realizada por nossa equipe. A maioria dos modelos disponíveis na literatura é realizada na Revista da Faculdade Paulo Picanço, v. 4, n. 2, 2024
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Modelos experimentais in vivo em Odontologia calvária  como  sítio  de  envolvimento,  com  metabolismo  ósseo  diferente  dos ossos gnáticos e interferência das meninges (45,46,47). O modelo proposto por nosso  grupo  é  mais  fácil  de  replicar.  Além  disso,  até  o  momento,  o desenvolvimento de defeito ósseo crítico na mandíbula, exceto o mencionado, não foi alcançado (22).

Os  modelos  descritos  neste  estudo  são  indispensáveis  para  a  pesquisa  e  já possibilitaram  a  publicação  de  inúmeros  artigos,  dissertações  de  mestrado  e teses de doutorado. Além disso, editais já foram contemplados com projetos de pesquisa utilizando modelos desenvolvidos e/ou reproduzidos com adaptações pelo Laboratório de Patologia Bucal do Curso de Odontologia da Faculdade de Farmácia, Odontologia e Enfermagem da Universidade Federal do Ceará.

 



CONCLUSÃO 

O uso de modelos experimentais é facilmente justificado, pois, apesar de suas limitações, eles permitem uma avaliação in vivo e estudos pré-clínicos confiáveis, essenciais  para  o  conhecimento  do  processo  saúde-doença  de  diversas morbidades  e,  consequentemente,  para  o  desenvolvimento  de  terapias específicas  e  direcionadas.  O  futuro  próximo  das  simulações  biofísicas  e matemáticas reduzirá o uso de animais de laboratório. No entanto, com base nos métodos disponíveis para estudar a fisiopatologia das doenças humanas, o uso de modelos animais ainda oferece a maior segurança para avaliar os processos que ocorrem nos seres humanos.
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C) Modelo experimental de Defeito Osseo em angulo de Mandibula:

C.1) Esquema ilustrativo da confecgdo do defeito bicortical circular em angulo de mandibula
utilizando broca de 2mm unida a motor de implante, apos afastamento do musculo masséter.

C.2) Esquema ilustrativo do defeito circular em angulo de mandibula.

C.3) Fotomigrografia da area do defeito 6sseo exibindo remanescentes 0sseos com vitalidade,
bilateralmente, entremeados por tecido conjuntivo fibroso e intenso infiltrado inflamatério.
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Figura 3. Modelos experimentais envolvendo tecido 6sseo em mandibula de ratos.

A) Modelo experimental de Exodontia:

A.l) : Esquema ilustrativo da realizacdo da
exodontia do 1o. molar inferior com a auxilio de
espatula Lecron Zalle em movimentos de
alavanca apos sindesmotomia e luxagdo com
sonda exploradora e Hollemback 3S.

A.2) Esquema ilustrativo mostrando alvéolo vazio
apos remogao do dente.

P’

A.3) Fotomicrografia do alvéolo dentario de
ratos apos exodontia exibindo coagulo recoberto
por membrana fibrinolitica.

B) Modelo experimental de Osteonecrose dos
Maxilares induzida por Bisfosfonatos:

B.1) Esquema ilustrativo de osteonecrose em
mandibula induzida por exodontia apds terapia
cronica por bisfosfonato.

B.2) Fotomicrografia do sitio de exodontia em
mandibula demonstrando sequestro Osseo em
meio a densa exsudagao de células inflamatorias.
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Figura 2. Modelos experimentais envolvendo tecido osseodentario em cavidade bucal de roedores

(camundongos/ratos).

A) Reprodugdo de modelo experimental de
lesdo apical no 1° molar inferior de ratos.

A.1) Esquema ilustrativo da exposig@o da polpa
dentaria do 1° molar inferior através de broca do
tipo carbide 1/4 de didmetro com alta rotagao
sem arrefecimento.

g
A.2) Fotomicrografia do 1° molar inferior de
ratos mostrando acesso endodontico e necrose

pulpar com subsequente envolvimento peri-
radicular e desenvolvimento de lesao apical.

Descontinuidade
(Acesso endoddntico)

3
Necrose pulpar
radicular

B) Modelo experimental de Movimentagdo Dentéria

induzida com ancoragem esquelética em ratos:

B.1) Esquema ilustrativo da instalagao do mini-
implante a uma distancia de 2mm da regido
distal do incisivo superior direito e mola de
niquel-titanio de 6mm entre o 1° molar superior
direito e o dispositivo.

B.2)Fotomicrografia da movimentagdo
dentaria entre o 1° molar e 2° molar superiores
direitos mostrando espago inter-radicular e
destruigdo da papila interdental.
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C) Modelo experimental de interferéncia oclusal em cavidade bucal de ratos.

C.1) Esquema ilustrativo do dispositivo de interferéncia oclusal confeccionado com resina
composta instalado na superficie oclusal dos molares superiores.

C.2) Fotomicrografia de corpos neuronais do ganglio trigeminal com tamanhos variados nos
animais submetidos a0 modelo de interferéncia oclusal.
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Figura 1. Modelos experimentais em tecidos moles da cavidade bucal de roedores (camundongos/ratos)

A) Modelo experimental de tlceras traumaticas
em mucosa jugal de ratos.

A.1) Esquema ilustrativo da indugdo da
alcera em mucosa oral utilizando um
punch dermatolégico de 8mm de didgmetro.

9

A.2 ) Esquema ilustrativo do processo
cicatricial da ferida em mucosa jugal.
v : v

A.3) Fotomicrografia de mucosa oral
mostrando descontinuidade do epitélio de
revestimento, recoberta por membrana
fibrinogranulocitica sob a qual ha tecido
conjuntivo inflamado.

B) Modelo experimental de carcinogénese oral
em dorso de lingua de camundongos.

B.1)Esquema ilustrativo da aplicagdo topica de
solugdo de 4 NQO 0,5% na superficie dorsal da
lingua de camundongo utilizando-se cotonetes
oumicrobrush estéreis.

B.2) Esquema ilustrativo das alteragdes clinicas
observadas na lingua dos animais apos 3 meses
de pincelamento do carcindgeno.

B.3) Fotomicrografias de lingua de
camundongos mostrando epitélio escamoso
hiperceratinizado com alteragdes
citoarquiteturais em camadas intermediaria e
basal (a), além de carcinoma in situ (b).






